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Résumé :

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont des acteurs majeurs du maintien de la
tolérance au soi. Nous avons étudié¢ I’impact de 1’activation des Tconv sur I’homéostasie des
Treg dans 2 contextes inflammatoires : de diabéte de type 1(DT1) et d’inflammation induite
par un adjuvant. Dans ces deux contextes, nous avons observé que les Tconv ont la capacité
d’augmenter la prolifération des Treg. Nous avons appelé ce phénomene Ile
boost Tconv>Treg. L’étude du mécanisme de ce boost révele dans les deux contextes
I’implication du TNFa. A l'inverse, ce boost des Treg est dépendant de I’IL-2 dans un
contexte inflammatoire induit par un adjuvant mais pas dans le cas du diabéte. Ces données
montrent que les Tconv pourraient de facon paradoxale avoir des effets régulateurs en
stimulant les Treg par différents mécanismes selon le contexte.

I est établi que I’IL-2 est essentiel pour I’homéostasie des Treg. Dans le modéle de
diabete spontané, la souris NOD, I’administration d’une faible dose d’IL-2 permet la
rémission du DT1, en augmentant la proportion et la capacité suppressive des Treg du
pancréas. Cependant, 1’injection d’une dose plus élevée d’IL-2 accélere I'incidence du
diabete. Afin, d’améliorer 1’effet curatif de faibles doses d’IL-2, nous avons combiné ce
traitement avec la rapamycine (rapa). Or, la rapa inhibe ’effet thérapeutique de 1I’'IL-2 en
altérant la capacité suppressive des Treg, dans le pancréas ainsi que le métabolisme du
glucose. Ces données ont contribué au design d’un essai clinique évaluant 1’effet de 1’1L-2 sur
les Treg chez les patients diabétiques. Enfin, la compréhension des limitations de
I’immunothérapie du DT1 basée sur I’IL-2/rapa devrait permettre le développement d’essais

cliniques plus sdrs.

Mots-cleés :

Lymphocytes T régulateurs, auto-immunité, inflammation, diabete, interleukine-2, rapamycine.
I*: Immunologie-lmmunopathologie-Immunothérapie.
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Abstract

Regulatory T cells (Treg) play a major role in the regulation of immune response. We
studied the impact of the activation of T lymphocytes (Tconv) on Treg homeostasis in 2
inflammatory environnements: type 1 diabetes (T1D), and in adjuvant-induced inflammation.
In these two contexts, we observed that Tconv have the capacity to increase the proliferation
of Treg. We called this phenomenon the Tconv->Treg boost. Surprisingly, this Treg boost is
partially dependent on TNF-a, in both contexts. Moreover, the Tconv—>Treg boost is
dependent on IL-2 in adjuvant-induced inflammation scenario, but not in T1D. These data
show that Tconv could have a paradoxical immuno-regulating effect.

It has been established that IL-2 is essential for Treg homeostasis. In a model of non-
obese diabetic (NOD) mice, low doses of IL-2 could cure T1D by increasing the proportion
and suppressive capacity of pancreas-infiltrating Treg. Interestingly, higher doses of IL-2
accelerate the incidence of T1D. With the aim to improve the curative effect of IL-2 (low-
dose), we combined this treatment with an immunosuppressive drug, rapamycin (rapa).
Unexpectedly, rapa inhibited the therapeutic effect of IL-2. It seems that this drug alters both
suppressive capacity and the migration of Treg into the pancreas, as well as it has a
deleterious effect on glucose homeostasis at multiple levels. These findings reinforce the idea
for the implementation of a clinical trial testing low-dose IL-2 to T1D patients, boosting their
own Treg. On the other side, it is important to highlight that understanding the limitations of
IL-2 and rapa in immunotherapy of T1D should allow the design of safer and optimized
clinical trials for T1D treatment.

Keywords :

Regulatory T cell, autoimmunity, inflammation, diabetes, interleukin-2, rapamycin.
I*: Immunologie-lmmunopathologie-lmmunothérapie.

CNRS-UPMC UMR 7211, INSERM U959. CERVI,

Hopital de la Pitié Salpétriére

83, bd de I’hopital — 75651 Paris cedex 13.
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APC (Cellules Présentatrices d’ Antigénes)
APECED (Autoimmune PolyEndrocrinopathy-
Candidiasis-Ectodermal-Distrophy)

Bcl2 (B-cell leukemia protein-2)

CBM (CARMAL, BCL-10, MALT1)

CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité)
CNS (Conserved Non-coding Dna Sequences)
CTEC (Cellules Epithéliales corticales
Thymiques)

CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigene 4)
DC (Cellules Dendritiques)

DN (double négatif)

DP (double positif)

DT1 (diabéte de type I)

EAE (Encéphalomyélite Auto-immune
expérimentale)

FAS (Apoptosis Stimulating Fragment)

FIt3-L (Fms-Like Tyrosine 3-Ligand)

FOXO (Forkhead box protein O)

Foxp3 (Forkhead box protein 3)

GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant)
GFP (Green Fluorescent Protein)

GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor)
GrB (granzyme B), Pfr (Perforine)

GvH (Graft versus Host) GvHD (Graft versus
Host Diseases)

HA (Hémagglutinine)

HCV (virus de I’hépatite C)

HEL (Hen Egg-white Lysozyme)

HIF1 (Hypoxia Inducible Factor 1)

IBD (Induced bowel Diseases)

ICER (Inducible CAMP Early Repressor)
ICOS (Inducible Co-stimulator)

IDD (Insulin Dependent Diabetes)

IFN-y (Interféron-y)

IL (Interleukine)

IPEX (Immune Dysregulation
Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked)
IRF-4 (Interferon Regulatory Factor 4)

LAT (Linker Activated T cells)

LB (lymphocytes B)

LCMV (Lymphocytic Chorio-Meningitis Virus)

LFA-1 (Leukocyte Function- associated-Antigen
1)

LT (Lymphocytes T)

M-CSF (Macrophage Colony Stimulating
Factor)

MDSC (Myeloid Derived Suppressive Cells)
MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein)
MODY (Maturity Onset type Diabetes of the
Young)

MTEC (cellules épithéliales thymiques
médullaires)

NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cell)
NF-kB (Nuclear Factor kB)

NK (natural Killer)

NOD (Non Obese Diabetic).

NRP-1 (la neuropiline-1)

OVA (OVAIbumine)

PD-1 (Programmed Cell Death 1)

pDC (plasmacytoide Dendritic Cell)

P13K (phosphatidyl-inositol 3-kinase)

PKC 0 (protéine K C 0)

PLCy1 (phospholipase Cy1)

PPAR-y (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor y)

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted
on chromosome TEN)

RA (Acide Rétinoique)

RIP (Rat Insulin Promotor)

SEP (sclérose en plaques)

STAT (Transducers and Activators of
Transcription)

Tconv (LT conventionnels)

TCR (T Cell Receptor)

TDSR (Treg-specific Demethylated Regions)
TGF (Tumor growth factor)

TLR (Toll Like Receptor)

TNF-a (Tumor necrosis Factor o)

TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand)

Treg (LT régulateur)

Th (T helper)

WT (wild Type) type sauvage

YFP (Yellow Fluorescent Protein)

12






INTRODUCTION :
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Premiere partie : La tolérance immunitaire.

I : Principe de tolérance : le soi, le non soi.

La fonction principale du systéme immunitaire est 1’élimination ou le contrble des
agents pathogenes. Cette fonction n’est effectrice qu’au prix d’une inflammation, source de
destruction tissulaire et parfois de réactivité contre des auto-antigénes. La mise en ceuvre de
processus de contrdle visant a préserver 1’intégrité de 1’organisme est essentielle. L’ensemble
de ces processus fait partie du concept de “tolérance immunitaire”. Celui-ci fut théorisé en
premier par Paul Ehrlich au début des années 1900. Il pensait que le systéme immunitaire était
incapable d’exercer une réponse contre le soi, ce qu’il appelait “I’horror autotoxicus” (Wing
and Sakaguchi, 2010). Bien qu’incorrect, ce concept a permis 1’élaboration de plusieurs
théories dérivées, comme la théorie de la “sélection clonale” de Frank Burnet ou les clones
auto-réactifs sont eéliminés dans le thymus de facon prématurée. Ou plus récemment la théorie
du danger de Polly Matzinger qui préconise que le systeme immunitaire serait réactif aux
seuls signaux de danger et n’aurait pas pour role de distinguer le soi du non soi (Matzinger,
1994). La tolérance a deux composantes : la tolérance centrale, agissant au cours de la
différenciation des lymphocytes et la tolérance périphérique ayant lieu dans le reste de

I’organisme.

Il : La tolérance centrale des lymphocytes T (LT).*
A : La sélection des thymocytes.

Le premier rempart a la formation de lymphocytes T (LT) auto-réactifs est la sélection
thymique. Elle se fait au cours du développement des LT au sein du thymus, constitué de
deux zones : le cortex et la médulla. De fagon résumée (Figure 1), les précurseurs T issus de
la moelle osseuse vont étre recrutés dans le thymus. Dans un premier temps, ils vont séjourner
dans le cortex, y réarranger les segments V(D)J de leur “T cell receptor” (TCR) (du stade
double négatif (DN) a double positif (DP)), et vont franchir plusieurs étapes de sélection. A ce
stade les LT vont subir la sélection positive basée sur la reconnaissance du complexe peptide-
complexe majeur d’histocompatibilité (p-CMH) autologue présenté par les cellules corticales

thymiques (CTEC) (Cosgrove et al., 1992). Les thymocytes qui présentent une trop faible

*: La tolérance centrale s’effectue a la fois sur les LB et les LT or mon travail de thése ne portant que sur
les LT, dans la suite de cet exposé j’aborderai uniquement la tolérance centrale de ces cellules.
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Medulla

Figure 1. La différenciation thymique. mTEC = cellules épithéliales thymiques médullaires,
CTEC = cellules épithéliales thymiques corticales. DC = cellules dendritiques. DN1, DN2,
DN3 = stades double-néegatif 1, 2, 3. DP: stade double positif. SP = stade simple positif. Les
précurseurs thymiques vont séjourner dans un premier temps dans le cortex, y réarranger leur
segments V(D)J et entrer en contact avec mes cTEC jusqu’au stade DP ou ils vont subir la
sélection positive. Les thymocytes vont migrer dans la médulla, entrer en contact avec les DC
ou les mTEC et subir la sélection négative. Apres ces étapes de sélection faites les thymocytes
SP vont diffuser a la périphérie. Issu de (Klein et al., 2009).
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Figure 2. Modele de sélection thymique. Le nombre de thymocytes diminue fortement au
cours des différents processus de sélection. Une premiere partie des thymocytes meurent
spontanément, une autre au cours de la sélection positive, puis une derniére pendant la
sélection négative. Lors de la derniére étape de sélection les thymocytes peuvent échapper a la
sélection en devenant anergiques ou en modulant leur TCR. Adapté de (Hogquist et al., 2005).



affinité pour le CMH meurent par apoptose (Klein et al., 2009). Une fois la sélection positive
passée, les thymocytes vontsubir la sélection négative, visant a éliminer les lymphocytes
reconnaissant trop fortement les peptides du soi. Si les thymocytes interagissent trop
intensément avec les cellules épithéliales thymiques médullaires (MTEC) (Gallegos and Bevan,
2004) ou les cellules dendritiques présentant le complexe p-CMH, ils meurent par apoptose
(Klein et al., 2009). A cette étape plus de la moitié des thymocytes sont éliminés, il s’agit de la
sélection négative, également appelée délétion clonale (Hogquist et al., 2005) (Figure 2).
Cependant, il existe des alternatives pour les thymocytes reconnaissant fortement le p-CMH:

ils peuvent devenir anergiques, ou s’orienter vers une voie régulatrice.
B : La présentation des antigénes du soi dans le thymus : le réle de AIRE.

La sélection négative est un moyen de défense crucial contre I’auto-immunité. Ce
mécanisme repose principalement sur 1’expression des auto-antigénes par les mTEC ou par
les cellules dendritiques (DC) (Derbinski et al., 2001). L’expression ectopique de ces auto-
antigénes comme 1’insuline 2 est principalement contrdlée par un facteur de transcription:
“Auto-Immune REgulator” (AIRE) (DeVoss et al., 2006; Hou et al., 2009). Une mutation du
gene codant pour ce facteur se manifeste par un syndrome auto-immun I’APECED
(Autoimmune PolyEndrocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal-Distrophy) chez 1’homme,
(Nagamine et al., 1997) ou un syndrome auto-immun généralisé chez la souris (Anderson et al.,
2002). Le groupe de Christophe Goodnow a démontré que ce syndrome est la résultante d’un
défaut de sélection négative. Il montre que dans des souris transgéniques exprimant un TCR
spécifique d’un antigéne modele “Hen Egg-white Lysozyme ” (HEL) sous I’expression du
promoteur de I’insuline, les LT spécifiques de HEL sont éliminés. En revanche si ces mémes
souris sont déficientes pour AIRE, les clones spécifiques de HEL sont retrouvés a la
périphérie (Liston et al., 2004). Le mécanisme moléculaire de 1’expression ectopique de AIRE
reste encore débattu, mais il semble que 1’expression de ce facteur de transcription dans les
cellules mTEC soit particuliére, c'est-a-dire mono-allélique, alors que dans les tissus
périphériques 1’expression se fait de facon bi-allélique (Danso-Abeam et al., 2011). En plus du
thymus, AIRE serait exprimé par un tres faible nombre de cellules dans les organes
lymphoides secondaires. Ceci pourrait la aussi permettre une expression d’antigénes tissus
spécifiques et de supprimer certains LT auto-réactifs (Gardner et al., 2008). Cependant, AIRE

n’est pas le seul facteur de transcription responsable de I’expression ectopique d’antigénes car
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Figure 3. Schéma simplifié des divers mécanismes de tolérance passifs vers I’activation
du systeme immunitaire. (a) Mécanisme d’ignorance ou 1’auto-antigene est peu ou pas
présenté aux LT auto-réactifs. (b) En cas de présentation d’auto-antigenes aux LT auto-
réactifs, ils peuvent devenir anergiques lorsqu’ils interagissent avec des molécules de co-
stimulation inhibitrices comme PDL-1/2 ou CTLA-4. Dans le cas de I’activation des LT auto-
réactifs, ils peuvent dévier vers un profil cytokinique moins inflammatoire, ou subir la
délétion via les récepteurs FAS et FAS-L inducteurs d’apoptose. (c) Dans certains cas
d’inflammations, induites par des pathogenes, il peut y avoir d’importants dégats tissulaires
ayant pour conséquence I’augmentation de la présentation d’auto-antigenes et 1’activation des
APC. Cependant s’ils sont trop activeés, les LT pathogenes peuvent mourir par AICD, et une
déviation immune peut étre observée dans le but de limiter I’inflammation.



chez les souris AIRE™ il reste de nombreuses protéines tissus spécifiques encore exprimées
dans le thymus (Derbinski et al., 2005).

I11 : La tolérance périphérique.

La tolérance centrale est indispensable a 1’¢limination des LT auto-réactifs de forte
affinité, mais reste insuffisante puisque I’on retrouve a la périphérie une quantité non
négligeable de LT capables de reconnaitre des auto-antigénes (Bouneaud et al., 2000; Zehn and
Bevan, 2006). Pourtant nous ne développons pas tous des maladies auto-immunes, ceci

s’explique par les mécanismes de tolérance périphérique.

A : Facteurs intrinseques aux LT ou tolérance dite passive : ignorance, anergie et

délétion.

On peut diviser la tolérance périphérique en deux parties, la partie dite “ passive ” qui
est dépendante de I’environnement et des conditions d’activation des LT. Celle-ci se distingue
par différents mécanismes comme 1’ignorance, 1’anergie, la délétion ou la déviation immune.
(Figure 3)

A 1’état basal, I’ignorance est le simple fait que le lymphocyte T auto-réactif ne peut
s’activer, soit parce qu’il n’a pas accés a 1’auto-antigene, séquestré dans le tissu méme pour
les “sites immuno-privilégiés ”, soit parce que 1’auto-antigéne est en quantité insuffisante
pour permettre son activation (Kurts et al., 1999) (Figure 3a). Concernant les “ sites immuno-
privilégiés 7 d’autres mécanismes de tolérance sont mis en jeu, comme par exemple la
présence de leucocytes tolérogénes, I’“ Antérior chamber-associated immune deviation ”
(ACAID), qui est un mécanisme de déviation immune propre de I’ceil (Shechter et al., 2013).
Méme si la rencontre avec l’antigéne est possible, elle peut conduire a une inactivation
fonctionnelle des LT, appelée anergie (Figure 3b). Dans ce cas, les LT présentent une
incapacité a proliférer et a produire de I’'IL-2 lors d’une deuxiéme rencontre avec leur
antigéne. Ce phénomeéne fut décrit dans un premier temps in vitro ou les LT devenaient
anergiques en 1’absence de molécules de co-stimulation (Jenkins and Schwartz, 1987). En
absence de co-stimulation, le facteur de transcription nommé “Nuclear Factor of Activated T-
cell” (NFAT) induit ’expression de génes réprimant le signal TCR et la production d’IL-2
(Bandyopadhyay et al., 2007). In vivo, il a été démontré que I’engagement du récepteur
“ Cytotoxic T Lymphocyte Antigéne 4 ” (CTLA-4) ou du “Programmed Cell Death 1 ” (PD1)
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peut permettre 1’anergie de LT auto-réactifs (Nishimura et al., 2001; Walunas and Bluestone,
1998). En accord avec la théorie de Polly Matzinger, il semble que des facteurs
environnementaux influencent fortement 1’état d’activation des LT, comme la privation en
acides aminés ou en IL-2 (Chappert and Schwartz, 2010).

Dans le cas d’une activation compléte des LT, la préservation de I’intégrité de
I’organisme peut étre maintenue par la déviation cytokinique (Figure 3b). Elle permet
d’éviter les effets déléteres d’une réponse immune inflammatoire, favorisant la déviation vers
un type de réponse protecteur vis-a-vis d’une inflammation délétére. Le profil “ lymphocyte
T helper 1”7 (Thl) est souvent associé a une inflammation caractérisée par de fortes
sécrétions d’interféron-y (IFN-y) et serait responsable de maladies auto-immunes comme le
diabéte de type I (DTI1) ou D’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE).
Inversement une réponse de type lymphocyte “ T helper 2 ” (Th2) diminuerait voire régulerait
ces réponses comme par exemple le DT1 (Bradley et al., 1999). De plus, un environnement
cytokinique comme 1’IL-10, ou le TGF-B peut permettre I’induction de cellules régulatrices
contrélant la réponse immune.

Lorsque les LT sont activés, ils peuvent étre tout simplement supprimés par
“ Activation Induced Cell Death ” (AICD) (Figure 3c). En effet, I’interaction répétée du TCR
avec le complexe p-CMH peut induire I’expression de “ Apoptosis Stimulating Fragment ”
(FAS) et FAS-Ligand (FAS-L). La transduction du signal de la voie FAS induit la mort

cellulaire via I’activation du facteur pro-apoptotique Bim (Davey et al., 2002) (Figure 3c).

B : Les mécanismes extrinseques ou tolérance active, implications de cellules

spécialisées.

Outre I’ensemble des mécanismes passifs de tolérance, les mécanismes actifs font

intervenir des cellules spécialisées qui vont agir sur les LT conventionnels (Tconv).
1 : Les “Myeloid Derived Suppressive Cells ” (MDSC).

Le nom de MDSC fut originairement attribué aux cellules ayant pour phénotype
CD11b" GR1". Le fait que I’anticorps anti-GR1 fixe deux épitopes Ly6C et Ly6G, a permis la
mise en evidence de plusieurs sous populations de MDSC. Chez la souris, il existe les MDSC
de type monocytaire (CD11b* Ly6C"" Ly6G") et de type granulocytaire
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cpg*cD75st induit in vivo inhibe les LT TGF-
. . in vitro inhibe la prolifération des
* cp2st ¥ induit TGF-
(D8 (D25 Foxp3 cellules T (CD86, CTLA4) B
s 4 in vivo: engagement 4-1BB|, . S . :
CD8 CD11C in vitro et in vivo inhibe les T via IDO IFN-y / TGFB
(CD137)
. . In vitro: Inhibition de l'activation des B
) CcD8" Foxp3® induit o . TGF-p
5 et Tin vivo : prévention du lupus
o
a Qo1 restreint (8 !n vivo:p_révsntion EAE (Qa-1,
cytotoxicité’)
CD8 PD1" foxp3” induit lupus TGF-B
D8 CD122* naturel in vritro: I_nhibition activation T, in vivo IL-10 /IFN-y
. prévention EAE
. . in vitro: Inhibition activation T, in
CDhs" CD28 naturel . .
vivo : controle EAE
CcD8* cD28 naturel invitro: Inhibition activation T IL-10
CD8'CD25" o . N
. . . naturel in vitro: Inhibition activation T IL-10
(Foxp3®,GITR',CTLA-4")
CD8 restreint HLA-E naturel diabéte de type |
CD8 CD28 naturel/ induit cancer / lupus HIV IL-10
CD 8 CCR7' CD45RO induit cancer ovarien IL-10
o CD8 CD28 foxp3* naturel cancer de la prostate contacte cellule
£
£ CD8" TGFb * D25 induit HIV TGF-B
L
CD8’ CD103" foxp3® induit lupus TGF-p
CD8" CTLA4" fopx3™ GITR induit HCV contact cellule
CD8 CD103 induit isolé de sujet sain contact cellule
CD8" CD25" Foxp3® CTLA4
oxp naturel TGF-f et CTLA4

Tableau 1. Variabilité phénotypique des LT CD8 régulateurs. Inspiré de (Menoret et al.,
2011) .




(CD11b* Ly6C'™™ Ly6G"), plus récemment il a aussi été rapporté que ces cellules pouvaient
exprimer le récepteur a I’IL-4 (CD124), ou le récepteur au “ Macrophage Colony Stimulating
Factor > (M-CSF),(CD115) (Youn et al., 2008). Les propriétés suppressives des MDSC sont
associees au métabolisme de la L arginine qui est un substrat de deux enzymes, iNOS et
I’arginase 1. Les produits enzymatiques d’iNOS vont conduire a la production de peroxyde
d’hydrogéne et de peroxyde-nitrique, deux oxydants toxiques puissants qui vont inhiber les
LT environnants (Bronte and Zanovello, 2005). Les MDSC ont été décrites dans un premier
temps comme ayant une fonction immunosuppressive dans le cancer et les maladies
infectieuses (Delano et al., 2007; Gabrilovich, 2004). Cependant leur role dans les maladies
auto-immunes comme I’EAE ou le diabéte reste encore a définir. Des expériences montrent
que les MSDC sont suppressives ex vivo (Zhu et al., 2007) et d’autres montrent que les
CD11b* Ly6C" aggravent I’EAE (King et al., 2009).

2 : Les LT CD8 régulateurs.

Il existe une sous population de LT CD8 présentant une fonction suppressive. Le réle
des LT CD8 régulateurs fut mis en évidence de facon indirecte dans certaines maladies auto-
immunes comme les myocardites ou ’EAE (Lee et al., 2008), dans les cancers colorectaux
(Chaput et al., 2009) ou encore la maladie “ Graft versus Host” (GvH) (Robb et al., 2012).
L’origine exacte de ces cellules reste encore a déterminer, il semblerait qu’elles soient plutot
induites a la périphérie. Les CD8 régulateurs présentent différents phénotypes, selon les
modeles et maladies dans lesquels ils ont été identifiés. Le tableau 1 montre une liste non
exhaustive de ces cellules. Certains de ces CD8 régulateurs expriment le facteur de
transcription “ Forkhead box protein 3” (Foxp3). Ces LT CD8 régulateurs utilisent différents
mécanismes de suppression, soit en induisant une lyse directe des cellules par la voie
perforine granzyme (Lu et al., 2008), soit en produisant des cytokines immunosuppressives
comme I’[L-10 (Endharti et al., 2005). D’autre part, une étude récente a montré 1’existence de
LT CD8 mémoire autorégulateurs chez la souris “ Non Obese Diabetic ” (NOD). En injectant
un peptide spécifiqgue des LT CD8 auto-réactifs couplé au CMH, ils observent une
augmentation des LT CD8 auto-réactifs de faible affinite. Ces LT CD8 permettent la
prévention du DT1 (Tsai et al., 2010). D’autre part chez I’homme, les LT CD8 régulateur

18






exprimant une molécule de CMH | like, le HLA-E et spécifique du peptide nommé Hsp60s
participerait dans la régulation du DT1 (Jiang et al., 2010).

3 : Le role des lymphocytes B régulateurs.

Les cellules B régulatrices ont été mises en évidence dans diverses maladies
inflammatoires comme I’hyper-sensibilité¢ de contact, I’EAE, la colite, ou le lupus (Mauri and
Bosma, 2012). Ces cellules sont souvent caractérisées par 1’expression de CD1d et CD5 mais
aussi CD19 (Yanaba et al., 2008). Ainsi, la déplétion des lymphocytes B (LB) CD1d""CD5"
par un anticorps anti-CD20 avant I’induction de ’EAE exacerbe la maladie (Matsushita et al.,
2008).0n peut suggeérer qu’il existe plusieurs sous-types de LB régulateurs, dont le phénotype
et la localisation différent (Bouaziz et al., 2008). D’ailleurs, les LB régulateurs sont appelés
cellules “ B10” ou “ Breg ”. Par exemple, les Breg de phénotype CD19"9" CD24 "9" cp3g Mo
ont été identifiés chez I’homme et expriment fortement I'lL-10 (Blair et al., 2010). L’activation
de leur “Toll Like Receptor ” (TLR) (Bosma et al., 2012), de CD40 (Evans et al., 2007), et de
leur BCR (Sato et al., 1996) induit la sécrétion d’IL-10. De plus, recemment il a été montré que
I’TL-21 sécrétée par les LT active les Breg (Yoshizaki et al., 2012). De leur activation, il en
résulte une forte production d’IL-10 qui permet I’inhibition des lymphocytes Thl et
I’induction de Treg (Carter et al., 2011).

4 : Les “ Natural Killer T cells ” (NKT).

Les NKT ont été caractérisées dans les années 1990, comme une sous-population de LT
qui possede des caractéristiques communes avec les “ Natural Killer” (NK) (Makino et al.,
1995). Les NKT sont des LT innés, issus du thymus, elles représentent moins de 1% des LT
(Beaudoin et al., 2002). Il existe 3 familles de NKT : les NKT invariants (iNKT), les NKT de
type 11, et les NKT “like ”. Les iNKT expriment un TCR-a présentant une chaine invariante
Val4 chez la souris et Va24 chez I’homme. Celles-Ci reconnaissent un glycolipide, ’a-
galactosylcéramide (a-GalCer) présenté par une molécule de CMH “like >, CD1d. Les CMH
« like » sont des molécules non polymorphes présentant des antigenes non peptidiques
(Godfrey et al., 2010; Nowak and Stein-Streilein, 2007). Les NKT participent a la prévention des
maladies auto-immunes comme le DT1 (Novak et al., 2007). En effet les souris NOD

déficientes en CD1d sont plus susceptibles au diabéte (Wang et al., 2001). De plus, parmi les
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INKT il existe deux sous-populations, les iINKT CD4" et les iNKT (CD4 CDS8 IL-17")
(iNKT17). Une étude a montré que les iNKT CD4" seraient protecteurs du DT1 alors que les
INKTL17 accélérent le diabete (Simoni et al., 2011). Cependant leur rdle est moins évident dans
d’autres maladies auto-immunes comme le lupus ou I’EAE (Balato et al., 2009). Les NKT
suppriment la réponse immune en produisant de I’IL10, en orientant la réponse immune vers
une voie Th2 et en induisant des DC tolérogénes via PDL-1 et CD40 (Hegde et al., 2010).
L’ensemble de ces cellules décrites précédemment participent au maintien de la tolérance,

mais la cellule phare de la tolérance est le lymphocyte T régulateur (Treg).
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Deuxiéme partie : Les LT régulateurs (Treg), une population clé
de la tolérance.

I : Mise en évidence et phénotype.
A : Découverte et identification des Treg.

Le concept d’une population de cellules T suppressives fut établi par les expériences
de Richard K. Gershon en 1971, sans pour autant pouvoir identifier clairement un marqueur
de ces cellules (Gershon and Kondo, 1971). Plus tard, Shimon Sakaguchi, en faisant des
expériences de transfert adoptif de cellules spléniques dans des souris immuno-déficientes,
met en évidence une population de cellules régulatrices exprimant le CD5 (Sakaguchi et al.,
1985). En 1990, les expériences menées par Fiona Powrie et Don Mason ont montre, chez le
rat, que le transfert de cellules CD4* CD45RB"" permet de prévenir un syndrome auto-
immun induit par des cellules CD4* CD45RB"®" (Powrie and Mason, 1990). Toutefois, ces
marqueurs sont exprimés par un grand nombre de cellules du systéme immunitaire et ne
permettent pas d’identifier distinctement les LT suppressifs. Ce n’est qu’en 1995 que I’équipe
de Shimon Sakagushi a révélé un premier marqueur constitutif des Treg, le CD25, qui est la
chaine o du récepteur a I’'IL-2. En effectuant des expériences de co-transfert, il a montré
qu’une population régulatrice CD4" CD25" permet de prévenir I’auto-immunité, alors que les
cellules CD4" CD25  I’induisent (Sakaguchi et al., 1995). Malgré le fait que les LT effecteurs
activés expriment aussi le CD25, cette expression est transitoire et inductible alors qu’elle est

permanente sur les Treg (Fisson et al., 2003).

B : Un facteur clé de la Tolérance: Foxp3.

Le géne Foxp3, porté par le chromosome X, code pour le facteur de transcription
Foxp3 (Forkhead box protein 3) anciennement appelé Scurfin. Ce facteur de transcription est
d’une importance primordiale dans la tolérance. L’absence ou un dysfonctionnement de
Foxp3 chez la souris scurfy et chez les patients IPEX (Immune Dysregulation
Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked), se manifeste par un syndrome auto-immun
géneralisé (Brunkow et al., 2001; Wildin et al., 2001). En 2003, plusieurs équipes ont montre
que Foxp3 est exprimé spécifiquement par les Treg (CD4™ CD25") (Fontenot et al., 2003; Hori
et al., 2003). Des souris irradiées reconstituees avec un mélange de moelle osseuse issue de

souris déficientes pour Foxp3 ou de souris sauvages démontrent que 1’ensemble des cellules
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Tableau 2. Liste non exhaustive des différents marqueurs des Treg.




Foxp3"' sont dépourvues de Treg (Fontenot et al., 2003). De méme, un transfert adoptif de
Treg (CD4" CD25") issus de souris sauvages a des souris Foxp3"‘ permet une guérison de leur
pathologie auto-immune. D’autre part, les expériences menées par 1’équipe de R Flavell
montrent que la diminution du niveau d’expression de Foxp3 affecte directement la capacité
suppressive des Treg (Wan and Flavell, 2007). En accord avec ces données, 1’absence
d’expression de Foxp3 dans les Treg matures montre non seulement une capacité suppressive
réduite mais aussi une acquisition de propriétés propres aux Tconv comme la production
d’IL-2, d’IL-17 ou d’IFN-y (Williams and Rudensky, 2007). L’ensemble de ces études indique
que Foxp3 est un marqueur essentiel au développement et a la fonction suppressive des Treg.
Est-il le seul ?

Trois groupes différents ont effectué des études transcriptomiques dans le but d’établir
la signature moléculaire des Treg. lls ont isolé les Treg soit sur la base de I’expression de la
GFP associée a celle de Foxp3, soit sur ’expression de CD4 et CD25 issues de souris
déficientes ou non pour Foxp3. lls ont ensuite comparé ces transcriptomes entre eux et avec
ceux des Tconv (Gavin et al., 2007; Hill et al., 2007; Sugimoto et al., 2006). Ces études montrent
que la signature moléculaire des Treg est pour moins de la moitié dépendante de Foxp3, et
que d’autres facteurs sont mis en jeu.

En conclusion, Foxp3 a un role essentiel dans I’homéostasie, le phénotype et la

fonction suppressive des Treg, mais il n’est pas 1’unique marqueur des Treg.

C : Autres marqueurs associés aux Treg.

Comme énoncé précédemment, les principaux marqueurs des Treg sont CD4 CD25
Foxp3, mais il existe d’autres marqueurs associés au phénotype régulateur (Tableau 2). On
distingue: (i) des molécules de co-stimulation de la famille CD28 comme le CTLA-4
(Takahashi et al., 2000) ou le “Inducible Co-Stimulator” (ICOS), (ii) des membres de la
famille du récepteur du “ Tumor Necrosis Factor ” (TNF) tels que le “ Glucocorticoid Induced
TNF Receptor ” (GITR) (Shimizu et al., 2002), ou OX40 (iii) un facteur de transcription de la
famille IKAROS, Hélios (iv) un membre de la famille des intégrines, CD103. En effet CD103
est la chaine o de I’intégrine aef7, elle peut étre exprimée sur les Treg activés. L’expression
de CD103 sur les Treg leur permettrait d’avoir une meilleure capacité migratoire vers les
tissus (Suffia et al., 2005). Il existe aussi d’autres marqueurs comme “ lymphocyte activation

gene 37 (LAG-3) qui sera abordé ultériement. Ces récepteurs participent a I’homéostasie et a
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la fonction suppressive des Treg. Malgré leur expression constitutive sur une fraction des
Treg a I’état basal, ils peuvent aussi étre présents sur les LTconv activés. Par conséquent, eux
seuls ne permettent pas de définir la population de Treg.

Un autre marqueur, la neuropiline-1 (NRP-1), est exprimé par les Treg. L’expression
de la NRP-1 et d’Hélios permettrait de distinguer les Treg d’origine thymique des Treg
induits. Il semble que les Treg d’origine thymique expriment fortement la NRP-1 (Weiss et al.,
2012; Yadav et al., 2012) et Hélios (Thornton et al., 2010). Cependant, dans des conditions
inflammatoires, la distinction entre Treg thymiques et induits reste difficile puisque des Treg

induits activés pourraient aussi exprimer la NRP-1 ou Hélios (Gottschalk et al., 2012).

D : Et chez ’homme ?

Chez I’homme, une population de Treg a également été identifiée. Les Treg humains
expriment le CD25, Foxp3, CD45R0O, CTLA-4 et CD122 (chaine B du récepteur a 1’IL-2), et
sont capables de supprimer les LT CD4" CD25 in vitro. Comme chez la souris, les Treg
humains ne produisent pas d’IL-2 et sont anergiques si on les stimule via leur TCR sans ajout
d’IL-2 (Jonuleit et al., 2001; Stephens et al., 2001). Cependant, chez ’homme le CD25 n’est pas
un aussi bon marqueur de Treg comme il peut 1’étre chez la souris. L’homme étant en contact
permanent avec des agents pathogenes, leur Tconv sont activés de fagon constante et
expriment aussi le CD25 (Baecher-Allan et al., 2001). Le facteur de transcription Foxp3 est
aussi présent dans les Treg humains mais son expression reste insuffisante pour distinguer
cette population, car les Tconv expriment aussi Foxp3 aprés activation (Allan et al., 2007). Ces
dernieres années de nouveaux marqueurs comme le CD127 (chaine a du récepteur a I’'TL-7)
permettent de distinguer plus facilement les Treg humains. Les Treg n’expriment pas ou peu
le CD127 contrairement aux Tconv (Liu et al., 2006). De plus, d’autres travaux ont montré que
I’expression de CD45RA sur les Treg (CD25", Foxp3") permet de distinguer les Treg naifs
(CD25" CD45RA", Foxp3 ') des Treg activés (CD25 "¥" CD45RA", Foxp3 ") (Miyara et
al., 2009). La protéine transmembranaire, “ Glycoprotein A Repetitions Predominant ” (GARP)
est aussi un autre marqueur de Treg humains. GARP est exprimée spécifiqguement sur les LT
CD4" Foxp3" activés et son expression est associée a leur capacité suppressive (Wang et al.,
2008b).
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Il : Origines des Treg.
A : Origine et différenciation thymique des Treg chez la souris.
1 : Mise en évidence de l’origine thymique des Treg.

L’origine et la différenciation des Treg dit “naturels” ou ‘thymiques” se fait comme
son nom I’indique dans le thymus. Cette origine a d’abord été mise en évidence en effectuant
des expériences d’ablation de thymus & des nouveau-nés. En effet, des souriceaux
thymectomisés 3 jours apres leur naissance développent des pathologies auto-immunes alors
gue ceux thymectomisés a 7 jours ne sont, eux, pas malades. Cette auto-immunité est due a un
nombre trop faible de Treg qui n’arrivent pas a contrdler la forte expansion des Tconv dans
I’environnement lymphopénique des jeunes souriceaux (Asano et al., 1996; Bonomo et al.,
1995).

2 : Le lieu de différenciation.

Si les Treg sont d’origine thymique et qu’ils se forment aprés la naissance, quel est
alors le lieu de différenciation exact des Treg ? Cette question reste en suspens et attise encore
aujourd’hui des débats. La création des souris Knock’ in Foxp3 GFP a permis d’identifier la
médulla comme zone thymique de la différenciation des Treg (Fontenot et al., 2005a). Ces
travaux sont en accord avec le rble tolérogene de I’expression de AIRE sur les mTEC
(Anderson et al., 2002). Par ailleurs, les souris n’exprimant pas de molécules du CMH-II sur les
MTEC présentent un déficit en Treg (Hinterberger et al., 2010). Méme si le lieu de prédilection
de la différenciation thymique des Treg semble étre la médulla, ils peuvent aussi se
différencier dans le cortex thymique. Des travaux précurseurs ont démontré que les cTEC sont
aussi responsables de la différenciation des Treg (Bensinger et al., 2001). L’expression du
CMH-II restreinte aux cTEC est suffisante pour la différenciation des Treg méme si en
périphérie la proportion de Treg est diminuée en comparaison avec les souris normales (Liston
et al., 2008b). A I’heure actuelle, le lieu exact de la différenciation des Treg thymiques reste

encore a définir.

B : Les signaux nécessaires a la génération des Treg dans le thymus.

1:Ler6leduTCR.
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Figure 4. Modéle représentant la probabilité de sélection des Treg thymiques basée sur
Paffinité. Lors de la sélection positive, seuls les précurseurs ne reconnaissant pas le CMH
sont eliminés. Pendant la selection négative les thymocytes ayant une trop forte affinité pour
le p-CMH sont éliminés et seuls les thymocytes présentant une affinité intermédiaire
deviennent des Treg. Adapté de (Maloy and Powrie, 2001)
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Figure 5. Modeles proposés de la différenciation thymique des Treg. (A) modeéle
instructif, la différenciation des Treg est basée sur la capacité du signal du TCR a induire
I’expression de Foxp3. Les thymocytes recevant un signal du TCR trop fort sont éliminés par
la sélection négative (non montré). Les TCR recevant un signal intermédiaire vont exprimer
Foxp3. Si le signal TCR est de faible intensité, les thymocytes deviendront des Tconv. (B)
modeéle stochastique. L’induction de Foxp3 est attribuée a un signal indépendant de celui
délivré par le TCR, probablement au stade double négatif (CD4", CD8"). Les thymocytes
Foxp3™ présentant une auto-réactivité intermédiaire ne sont pas éliminés par la sélection
négative, a I’inverse des thymocytes Foxp3'. Issu de (Hsieh et al., 2012).



L’engagement du TCR est essentiel au développement des Treg thymiques. En 1999,
I’équipe de S Sakagushi observe une absence totale de Treg dans des souris transgéniques
pour un TCR spécifique de I’ovalbumine (OVA) de poulet croisées en fond RAG™ (Itoh et al.,
1999). Chez ces souris les LT ou leurs précurseurs n’expriment qu’un seul TCR, spécifique
d’un antigéne étranger. Ainsi, en absence d’antigéne cognitif du soi, les Treg ne peuvent se
différencier dans le thymus. Cette expérience fut la premiére a mettre en avant le role
essentiel d’un signal TCR dans la différenciation thymique des Treg. L’affinité ou 1’avidité
des thymocytes pour les antigénes du soi sont déterminantes dans la différenciation en Treg.
Cela a été démontré a 1’aide de modeles transgéniques dont les LT expriment un TCR
spécifique de I’hémagglutinine (HA) ou de ’OVA. Lorsque ces souris sont croisees avec des
souris exprimant HA ou OVA dans le thymus, la différenciation en Treg est favorisée
(Apostolou et al., 2002; Jordan et al., 2001). De plus, un précurseur reconnaissant un antigene
pour lequel il est faiblement spécifique ne se différencie pas en Treg. On estime que 1’affinité
nécessaire a un LT pour devenir un Treg est supérieure a celle requise pour la sélection
positive dans les Tconv, et probablement inférieure a celle induisant une sélection négative
(Figure 4). 1l existe deux modéles principaux expliquant la différenciation des Treg
thymiques. Le modele stochastique et le modele instructif (Figure 5).

Dans le modéle stochastique I’induction de Foxp3 est attribuée a un signal
indépendant de celui délivré par le TCR. Ainsi les thymocytes Foxp3™ présentant une auto-
réactivité intermédiaire ne sont pas éliminés par la sélection négative, a I’inverse des
thymocytes Foxp3™. Les expériences supportant ce modéle montrent que les thymocytes
spécifiques pour un TCR, en présence de leur antigene cognitif, subissent la sélection
négative au lieu de se différencier en Treg (Shih et al., 2004). De plus, dans un autre modeéle de
souris transgéniques pour un TCR présentant I’antigéne cognitif de fagon inductible, le
nombre absolu de Treg ne change pas, seule leur proportion parmi les CD4" est modifiée (van
Santen et al., 2004). D’ailleurs la comparaison du TCR entre les Tconv et les Treg montre un
chevauchement supportant ce modeéle (Pacholczyk et al., 2007). Cependant ces données sont en
contradiction avec les travaux de I’équipe de A Rudensky, qui observe une différence de
répertoire entre les Tconv et les Treg ou les Treg seraient plus spécifiques aux antigénes du
soi (Hsieh et al., 2004). Ces travaux sont en accord avec le modele instructif. Dans ce modéle

la différenciation des Treg est basée sur la capacité du signal TCR a induire I’expression de
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Foxp3. Ainsi les thymocytes recevant un signal TCR trop fort sont éliminés par la sélection
négative. Les TCR recevant un signal intermédiaire vont exprimer Foxp3. Si le signal est de
faible intensité, les thymocytes deviendront des Tconv.

D’autre part, deux ¢études ont mis a jour un mécanisme fondamental de la
différenciation thymique des Treg: I’existence d’une “niche” thymique réservée a leur
développement. En effet des travaux utilisant des souris transgéniques exprimant un TCR
spécifique des Treg ont montré que le développement des Treg a lieu uniquement lorsque les
précurseurs spécifiques pour ce TCR sont présents en faible quantité (inférieure a 1% du
nombre total des précurseurs) (Bautista et al., 2009; Leung et al., 2009). Cette étude suggére que
le développement des Treg spécifiques d’un antigéne donné est limité. Une autre étude
récente a montré 1’existence d’une compétition intra-clonale au sein méme de la niche des
Treg. Pour cela les auteurs ont créé un modeéle de souris Nur77-GFP exprimant la “ Green
Fluorescent Protein” (GFP) sous le promoteur de Nur77, qui est activé uniquement en
réponse au signal TCR. Dans les populations polyclonales, ils ont observé que I’expression de
la GFP est augmentée dans les Treg en comparaison avec les Tconv. De plus, seuls les
précurseurs des Treg spécifiques d’un antigéne donné exprimant un signal fort de leur TCR se

développent (Moran et al., 2011).
2 : La transduction du signal TCR/CMH.

Au-dela des différents modeéles décrits plus haut, il semble évident que I’interaction du
TCR et la signalisation en aval soient primordiales pour la différenciation des Treg. Cette
signalisation est complexe et met en ceuvre plusieurs acteurs (Figure 6). Suite a I’interaction
entre le p-CMH et le TCR, le signal est déclenché par le CD3 qui recrute et phosphoryle Zap-
70, qui lui-méme phosphoryle le “ Linker Activated T cells ” (LAT). LAT activé se fixe sur la
phospholipase Cyl (PLCyl) (Zhang et al., 1998). De fagon intéressante il a été observé qu’une
mutation de LAT empéchant sa fixation sur la PLCy1l engendre une absence totale de Foxp3
dans le thymus et en périphérie (Koonpaew et al., 2006). La PLCy1 active directement ou
indirectement plusieurs voies de signalisations comme NF-xB, NF-AT ou AP-1 qui se fixe
directement au promoteur de Foxp3 ou active d’autres intermédiaires. En effet, le géne Foxp3
présente quatre régions régulatrices de son expression : le promoteur et 3 régions non

codantes nommeées “ Conserved Non-coding Dna Sequences” (CNS) (Figure 6).
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Figure 6. Les Facteurs impliqués dans la régulation de I’expression du géne Foxp3 dans
le thymus. L’induction des Treg se fait par I’intermédiaire de I’activation de plusieurs voies
de signalisation possibles. La premiere étape de I’induction de I’expression de Foxp3 se fait
via le signal TCR/CD28 qui va induire I’activation PLCy 1. Celle-ci va induire par différentes
voies conduisant a plusieurs facteurs induisant 1I’expression du géne Foxp3 tels que le NFAT,
AP1 et c-Rel (fleche bleue pleine). De plus, il se pourrait que 1’activation de la voie PI3K/Akt
puisse induire la séquestration des FOXO 1/3 qui sont des activateurs du promoteur du gene
Foxp3 (fleche bleue pointillée). La deuxieme étape consiste en la stabilisation de I’induction
de I’expression de Foxp3. Ainsi I’IL-2, en induisant STATS5, peut consolider les complexes
initiateurs du géne (fleche orange). Enfin le TGF-f pourrait stabiliser 1’expression de Foxp3
via smad2/3 (fleche violette pointillée). Adapté de (Klein and Jovanovic, 2011).



2a : La voie NF-xB et c-Rel.

Suite a I’activation du TCR, la protéine K C 6 (PKC 0) active le complexe CARMAL,
BCL-10, MALTI1 (CBM) qui va permettre 1’activation de la voie canonique de NF-kB. Celle-
ci entraine une translocation de c-Rel au noyau qui se fixe lui-méme au promoteur de Foxp3
et sur les régions CNS3 et CNS2 (Long et al., 2009). Les souris déficientes pour c-Rel ou
CARMAL1 présentent une forte diminution des Treg dans le thymus. Dans ces souris méme
une expression activant le “ Transducers and Activators of Transcription” 5 (STAT5) ou “ B-
cell leukemia protein-2 7 (Bcl-2) ne permet pas de recouvrer le défaut de Treg (Molinero et al.,
2009).

2b : La voie PI3-Akt.

L’engagement du TCR associé aux molécules de co-stimulation CD28 et de I’IL-2,
active fortement la voie phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K) dans les Tconv. Une telle
activation dans les thymocytes bloque la différenciation des Treg. Par exemple une
surexpression d’AKT dans les thymocytes va empécher la différenciation des Treg.
(Haxhinasto et al., 2008). De plus une activation de la voie PI3K inhibe I’expression des
facteurs de transcription “ Forkhead box protein O ” 1 et 3 (FOXO 1 et FOXO 3). Ces derniers
étant des facteurs de transcription favorisant 1’expression de Foxp3 par fixation & son
promoteur (Ouyang et al., 2010b). Enfin une délétion de FOXO 1 et/ou 3 conduit a une auto-
immunité, associée a un défaut du développement et de la fonction des Treg. (Kerdiles et al.,
2010; Ouyang et al., 2009; Ouyang et al., 2012).

2c: La voie NF-AT et AP-1.

Le signal TCR active aussi la voie NF-AT et AP-1, qui va favoriser aussi 1’expression
de Foxp3 par fixation sur son promoteur. Une inhibition de la voie NF-AT par la cyclosporine

A induit une diminution du développement des Treg (Mantel et al., 2006).
3 : Le role des cytokines dans le développement des Treg.

3a: Le role de I’IL-2, IL-15, et STATS.
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L’IL-2, cytokine de la famille yC, est essentielle pour I’homéostasie des Treg en
périphérie mais aussi pour la différenciation thymique de ces cellules. En effet les souris
déficientes en IL-2 ou en IL-2Ra (CD25) possedent deux fois moins de Treg dans le thymus
et une expression diminuée de Foxp3 en comparaison avec une souris WT (Fontenot et al.,
2005b). Cette diminution incompléte peut s’expliquer par le fait que I'IL-2 et I'IL-15
présentent un réle redondant en se fixant au méme dimere CD122-CD132 (chaines B et y du
récepteur de I’IL-2). Ainsi les souris & la fois IL-2”" I1L-15" ou pour CD122 ont une absence
presque totale de Treg dans le thymus (Burchill et al., 2007; Vang et al., 2008). D’un point de
vue moléculaire, I’activation de CD122-CD132 induit la phosphorylation de STAT5 qui une
fois activé se fixe sur le promoteur de Foxp3 et CNS2 du géne Foxp3 (Zheng et al., 2010). Les
souris STAT5b™ présentent un déficit total en Treg & la périphérie (Yao et al., 2007), alors
qu’une expression forcée de STAT5 dans les souris CD122"" restaure I’expression de Foxp3.
L’ensemble de ces travaux montre que I’'IL-2, I'IL-15 via le CD122 et STATS sont
indispensables a I’expression de Foxp3 dans les Treg.

Les travaux de CW Lio et CW Hsieh ont montré que des thymocytes CD4 SP
CD25"GITR"Foxp3™ ont la capacité de se différencier spontanément en Treg in vitro en
présence d’IL-2 ou d’IL-15 (Lio and Hsieh, 2008). Les auteurs proposent alors un modéle de
différenciation des Treg en deux étapes ou le signal TCR permet I’expression de CD25, puis
dans un deuxiéme temps le signal IL-2 induit 1’expression de Foxp3. D’autre part, une étude
récente suggere que suite au signal TCR, les Treg expriment plus fortement le CD122, les
rendant plus sensibles a 1’IL-2. Ainsi les précurseurs Foxp3  CD25" CD122" se dirigeraient

spontanément vers la lignée des Treg (Goldstein et al., 2011).
3b: Le TGF-5.

Le r6le du TGF-p dans la différenciation des Treg est controversé. De facon similaire
aux souris Foxp3™et IL-27, les souris TGF-p1”" meurent d’auto-immunité sévére (Shull et al.,
1992). Cette maladie est attribuee a un déficit partiel en Treg a la périphérie (Marie et al.,
2005). Toutefois 8 a 10 jours aprés leur naissance, les souris TGF-BI"‘ ou TGF-BRII"'
acquiérent une proportion normale de Treg dans le thymus (Li et al., 2006) et I’ajout d’un
anticorps bloquant le TGF-B n’affecte pas la différenciation des précurseurs CD4" Foxp3 en

CD4" Foxp3®. Ces données suggeérent que le TGF-B n’influencerait pas la différenciation
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thymique des Treg et que la maladie des souris TGF-B1” serait probablement causée par une
diminution de la capacité suppressive des Treg. Cependant, les souris mutantes pour le
récepteur 1 au TGF-B (TGF-BRI) exprimé spécifiquement dans les LT, présentent une
réduction des Treg 3-5 jours apres leur naissance. Cette diminution est rapidement compensée
au bout d’une semaine (Liu et al., 2008). De plus, une délétion spécifique du récepteur Il au
TGF-B (TGF-BRII) dans les LT affecte la différenciation des Treg en augmentant I’expression
de facteurs pro-apoptotiqgues comme Bim et Bax (Ouyang et al., 2010a). D’un point de vue
moléculaire, in vitro, il a été décrit que le TGF-p via smad2/3 favorise 1’expression de Foxp3
au niveau du CNS1 du géne Foxp3 (Tone et al., 2008). Récemment 1’équipe de Von Bohemer,
en utilisant des souris mutantes pour le site de fixation de smad 2/3 sur le CNS1 dans les Treg
(foxp3 CNSUsmad muty " 1>5 nas observé de défaut de développement des Treg thymiques
(Schlenner et al., 2012). Ces travaux remettent aussi en cause le réle du TGF-B dans la
différenciation des Treg.

Il semble donc que la voie du TGF-B ne soit pas essentielle au développement des

Treg thymiques mais qu’elle pourrait favoriser la survie de ces cellules.

4 : Les molécules de co-stimulation.

La co-stimulation a un r6le important dans la différenciation des Treg thymiques. Les
souris déficientes en CD28 ou leurs ligands, CD80 et CD86, ont une tres forte diminution de
la proportion des Treg (Lohr et al., 2004; Salomon et al., 2000). Les molécules de co-stimulation
agissent a différents niveaux dans la différenciation des Treg. Une des hypotheses était qu’une
déficience en CD28 conduit a une diminution de I’'TL-2 empéchant la différentiation des Treg
(Burchill et al., 2008). Celle-ci a été écartée car les souris chimeres obtenues par greffe de
moelle osseuse issue de souris CD28" et WT chez un hote, les précurseurs issus des souris
CD28" n’ont pas la capacité de se différencier en Treg (Tai et al., 2005). Ces résultats
montrent qu’il y a un effet intrinseque de la signalisation par CD28 dans la différenciation des
Treg. D’ailleurs il semble que les molécules de co-stimulation CD28 induisent la voie LcK

qui stabiliserait Foxp3 (Semple et al., 2011).

5 : Les autres facteurs régulateurs de Foxp3.

J’ai abordé, de facon non exhaustive, les principales voies d’activation impliquées

dans la différenciation des Treg. Cependant, I’implication de plusieurs autres facteurs s’est

29



Thymus périphérie

nTreg > ﬂ Maintenance périphérique
[l p TGFB
nireg . [:| i P ..
— 0 i nTreg
e A _ Q N
¢ -_— > @
IL-10 IL-35 Lo

@
\

Tconv
CD4+
CDh25
Foxp2-
\ Tconv
CD4* CD25"
Foxp3-

Figure 7. Schéma simplifié des facteurs participant a I’induction des différents Treg en
comparaison avec les Treg d’origine thymique. Les Treg d’origine thymique sont
directement issus des précurseurs dans le thymus. Ces Treg vont synthétiser a la périphérie
différentes cytokines immuno-régulatrices telles que le TGF-B, I’IL-10 et I’TL-35. La survie
de ces Treg dépend de I’IL-2 environnante. Les Treg induits sont eux issus de Tconv
différenciés a la périphérie par I’'IL-10/ TGF-B. On distingue deux types de Treg induits : les
Trl (Foxp3") producteurs d’IL-10 et les iTreg ou TH3 (Foxp3*). RA= « retinoic acid



révélée importante dans I’induction de Foxp3. Le facteur de transcription Ets-1 semble jouer
un role dans 1’expression de Foxp3 en déméthylant les régions CNS du geéne Foxp3. En effet
les souris déficientes pour cette protéine ont un nombre de Treg réduit (Mouly et al., 2010).
D’un point de vue épigénétique, la méthylation ou 1’acétylation des histones proches du géne
Foxp3 et la déméthylation des Tlots CpG présents sur le géne Foxp3 vont permettre ou
réprimer 1’accessibilité du geéne a certains facteurs de transcription (Lal and Bromberg, 2009).
Par exemple le CNS2, connu aussi sous le nom de “ Treg-specific Demethylated Regions”
(TDSR), est spécifiguement démethylé dans les Treg matures. La méthylation ou la
déméthylation du CNS3 joue aussi un réle critique dans la différenciation des Treg dans le
thymus (Zheng et al., 2010).

C : Les Treg induits en périphérie.

En complément des Treg d’origine thymique, les Tconv peuvent devenir eux aussi
régulateurs a la périphérie. On distingue différents types cellulaires de Treg induits a la

périphérie : les Trl Foxp3™ (Trl) et les Treg induits Foxp3™ (Figure 7).

1 : Les Treg induits par I’IL-10 (Trl).

L’équipe de MG Roncarolo a mis en évidence 1’existence de cellules produisant
fortement de I’IL-10 issues de patients SCID transplantés avec des cellules souches
hématopoiétiques (Bacchetta et al., 1994). Ces cellules nommées Trl sont induites in vitro a
partir de LT naifs stimulés par leur antigene cognitif en présence d’IL-10. Les Trl générés
produisent fortement de I’IL-10 et du TGF-B mais pas d’IL-2 ni d’IL-4, ce qui permet de les
différencier des Tconv Thl ou Th2. Chez I’homme, les Trl participent a la tolérance. En effet
des Trl isolés de donneurs sains présentent une capacité suppressive dirigée contre des
lymphocytes auto-réactifs (Kitani et al., 2000). Comme ces cellules n’expriment pas Foxp3, il
est difficile de les mettre en évidence chez la souris non manipulée. Toutefois, une étude a
montré que les Trl ont un role régulateur puisqu’ils suppriment la prolifération de Tconv in
vitro et in vivo dans un modeéle de colite (Groux et al., 1997). D’autre part des études récentes
montrent que I’[L-27, membre de la famille des cytokines de I’'IL-12, peut participer a
I’induction et a la prolifération des Tr1 (Awasthi et al., 2007). Enfin, plusieurs travaux montrent
que I’injection d’IL-10 combinée a la rapamycine induit des Trl, limitant ainsi le rejet allo-

génique dans un modéle de greffe d’ilots pancréatiques (Battaglia et al., 2006a).
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Figure 8 : Différents facteurs induisant I’expression de Foxp3 dans les Treg issus du
Thymus ou induits a la périphérie. Cette figure représente les différentes voies inductrices
de Foxp3 dans les Treg d’origine thymique mais aussi dans les Treg induits. Pour les Treg
induits, en plus du signal induit par le TCR et I’'IL-2 dans les Treg thymiques, le TGF-$
produit par les APC activent les voies smad2/3 qui favorisent I’expression de Foxp3. D’aprés
(Yuan and Malek, 2012).



2 : Les Treg induits par le TGF-4.

La découverte de I’expression de Foxp3 comme marqueur des Treg a permis
d’affirmer que des LT CD4" naifs peuvent également se différencier en Treg a la périphérie et
exprimer Foxp3. In vivo, I’administration d’antigénes en absence d’adjuvant sous forme
tolérogéne a des souris exprimant un TCR spécifique de cet antigene restreint au CMH-I1 peut
induire des Treg (Apostolou and von Boehmer, 2004). In vitro, la stimulation de LT naifs par
des anticorps anti-CD3 anti-CD28 et en présence de TGF-p et d’Il-2 permet ’expression de
Foxp3 parmi les LT mis en culture qui deviennent alors des Treg (Davidson et al., 2007). En
regle générale, la différenciation des Tconv en iTreg se produit lorsque 1’activation est sub-
optimale, soit parce que le signal TCR est faible, soit en présence de signal de co-stimulation
inhibiteur fort (CTLA-4, PD-1). D’ailleurs, la présence d’une forte co-stimulation induite par
CD28, GITR ou encore OX40, de méme que la présence de certaines cytokines
inflammatoires comme I’interféron-y (IFN-y) ou le “ Tumor necrosis Factor o.” (TNF-o) vont
inhiber la différenciation des iTreg. Ainsi les facteurs influencant 1’induction des Treg en
périphérie sont variés. En effet, ’induction des iTreg ont besoin d’un signal TCR de faible
intensité. Des études ont montré que 1’induction des Treg se produit en présence de faibles
doses d’antigenes mais de forte affinité (Gottschalk et al., 2010; Kretschmer et al., 2005). Outre
le role du TCR, I’induction des iTreg nécéssite un signal d’activation faible. Ainsi des études
ont montré que la conversion de LT naifs en iTreg requiére une faible activation CD28 (Guo et
al., 2008). De plus le blocage de CTLA-4 est défavorable a la production des iTreg (Zheng et
al., 2006). Le TGF-B lui-méme est bien entendu 1’un des facteurs essentiels a I’induction des
Treg in vivo et in vitro. Par exemple, le TGF- permet la production des iTreg méme sous des
conditions de forte activation des LT (Gottschalk et al., 2010). Le TGF-B agirait directement
sur les LT en favorisant le signal smad3 qui se fixe sur la région CNS1 du promoteur de
Foxp3 (Tone et al., 2008) (Figure 8). Toutefois le TGF-B ne semble pas étre le seul facteur
essentiel a la production d’iTreg. L’IL-2 joue aussi un réle en activant la voie STAT5. Une
étude récente a montré que certaines cellules de la rate et des ganglions ayant le phénotype
CD4'CD25"Foxp3 CD62L™CD69" sont des précurseurs immédiats des iTreg en périphérie.
En effet lorsque ces cellules sont cultivées avec de 1’IL-2 seule, signal TCR, la moitié d’entre
elles exprime Foxp3 aprés seulement 48h. (Schallenberg et al., 2010). De méme, la RA ou

certaines bacteries commensales peuvent aussi agir en synergie avec le TGF- pour induire
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des iTreg dans I’intestin (Mucida et al., 2007). Ces cellules participent a la tolérance orale en
agissant principalement sur les muqueuses intestinales, mais aussi dans les greffes et dans les
maladies inflammatoires chroniques (Curotto de Lafaille et al., 2008; Izcue et al., 2008).

Bien qu’on n’ait pas de valeur précise, du fait de I’absence de marqueur permettant de
distinguer les Treg thymiques des iTreg, on estime que les premiers seraient 2 a 3 fois plus
nombreux que les derniers a I’état basal (Hsieh et al., 2006; Thornton et al., 2010).

En comparaison avec les Treg thymiques, le développement des iTreg semble plus
varié. Malgré le fait que ces cellules apportent de nouvelles perspectives thérapeutiques, il me
semble qu’elles auraient un rdle plus important en conditions inflammatoires que dans le

contréle des lymphocytes auto-réactifs a 1’état basal.

D : La stabilité de I'’expression de Foxp3.

Foxp3 est I’'un des marqueurs les plus importants de la fonction suppressive des Treg.
Comme abordé précédemment, les Tconv naifs peuvent se différencier en cellules
régulatrices. Mais les Treg peuvent-ils se différencier en Tconv ? Les avis divergent. Il
semble que ce phénomene apparaisse dans certaines conditions inflammatoires et ne soit que
transitoire. Certaines études montrent que les Treg peuvent perdre Foxp3 et devenir des
Tconv (Komatsu et al., 2009). En effet, in vitro, la mise en culture de Treg en présence d’IFN-y
ou d’IL-17 fagonne les Treg jusqu'a ce qu’ils perdent leur fonction suppressive et produisent
des cytokines inflammatoires (Xu et al., 2007; Zhao et al., 2011). Dans des modeles de souris

lymphopéniques, I’injection d’un mélange de Treg foxp3°™

et de Tconv montre qu’une partie
des cellules GFP perdent Foxp3 et sécrétent de 1’IL-2, de I’IL-7 et de ’'IFN-y (Duarte et al.,
2009; Wang et al., 2010b).

Pour pouvoir mieux appréhender in vivo ce phénomeéne, les équipes de J Bluestone et
d’A Rudensky ont créé un modéle de souris, Foxp3“®“™ X Rosa 26 """ Dans ce modeéle
I’induction de Foxp3, méme transitoire, conduit a I’expression irréversible de I’YFP alors que
celle de la GFP est strictement restreinte aux cellules exprimant Foxp3. J Bluestone et ses
collaborateurs montrent que 15% des cellules YFP qui ont exprimé Foxp3 ne sont plus GFP,
il les a nommées “ex-Treg”. Elles présentent des caractéristiques de Tconv pathogénes
puisqu’elles sécretent fortement de I’IFN-y et peuvent induire un diabete (Zhou et al., 2009).

Cette caractéristique fut remise en question par 1’équipe d’A Rudensky, dans un modele

équivalent, mais dans lequel une expression faible de Foxp3 ne suffit pas a induire
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I’expression de I’YFP. Dans ce modéle il n’y aurait que trés peu de conversion de Treg en
Tconv (Rubtsov et al., 2010). Toutefois, un travail récent du groupe de Hori permet de
réconcilier les travaux en apparence contradictoires des groupes de J Bluestone et d’A
Rudensky. Il est montré que Foxp3 peut étre exprimé de facon transitoire et faible par les
Tconv (Miyao et al., 2012).

Nous avons vu précédemment que 1I’expression stable de Foxp3 peut étre attribuée au
caractére déméthylé de la région CNS2 du gene Foxp3. La perte de Foxp3 dans les Treg peut
étre attribuée a une population mineure de cellules présentant une région CNS2 trop méthylée,
(Miyao et al., 2012).

D’autre part, des études ont montré que des signaux intrinséques peuvent moduler
I’expression de Foxp3 et leur fonction. Par exemple le facteur “ Hypoxia Inducible Factor 1~
(HIF1) régule la balance Treg et Thl7 (Dang et al., 2011). HIF1 est spécifiquement exprimé
dans les Th17 et son induction est contrélée par la voie de signalisation mTOR (Shi et al.,
2011). HIF1 controlerait donc le développement des Treg en ciblant le facteur de Foxp3 pour

I’orienter vers une voie de dégradation par le protéasome.

I1I: Les mécanismes de suppression exercés par les Treg.

Les Treg vont réprimer la réponse immune et induire la tolérance en agissant sur
divers types cellulaires comme les LT, LB, NK, monocytes/macrophages... D’un point de
vue fonctionnel, les différents mécanismes de suppression utilisés par les Treg peuvent se
regrouper en 4 grands modes d’action : (i) la suppression par la secrétion de cytokines, (ii) la
cytolyse ; (iii) la modulation du métabolisme des LT, (iiii) I’inactivation des cellules
dendritiques (Figure 9).

A: Les cytokines anti-inflammatoires.
1:L°IL-10.

L’TL-10 est une cytokine inhibitrice de la réponse immune. Elle n’est pas uniquement
synthétisée et sécrétée par les Treg mais aussi par de nombreuses autres populations du
systéeme immunitaire comme les LT Thl et Th2, DC et LB (O'Garra and Vieira, 2007). L’IL-10

participe au controle de 1’auto-immunité. Les souris deficientes en IL-10 développent un

syndrome auto-immun (Kuhn et al., 1993). Comme deja décrite précédemment, cette cytokine
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Figure 9. Mécanismes de suppression exercés par les Treg. Ce schéma représente les
quatres modes basiques de suppression excercés par les Treg. Un premier mode de
suppression est médié¢ par la sécrétion de cytokines inhibitrices telles que I’'IL-10, I’'IL35 et le
TGF-B. Les Treg peuvent aussi induire la lyse des cellules via la sécrétion de granzyme
(GrzB/A) et de perforine (Pfr). lls peuvent aussi perturber le métabolisme des Tconv par la
privation en IL-2 induisant la mort des Tconv ou en perturbant le métabolisme de I’ATP par
CD39/CD73. Enfin, les Treg modulent aussi la maturation des DC ou leur fonction via les
molécules de co-stimulation CD80/CD86 et CTLA-4, via I’interaction de LAG-3 avec le CMH-II
ou encore en induisant 1I’expression de IDO par les DC.

(cAMP=cyclic adenosine monophosphate, A2A= adenosine-purinergic adenosine receptor).
D’apres (Workman et al., 2009).



a la capacité d’induire la différenciation de cellules régulatrices, les Trl. L’effet inhibiteur de
cette cytokine est en grande partie dd a sa capacité de modifier les CPA.

L’IL-10 produite par les Treg eux-mémes a un role dans la tolérance, plus
OfI/fI qUI

possedent des Treg déficients en IL-10 ne présentent pas un syndrome auto-immun généralisé

particulierement au niveau des muqueuses. En effet, les souris Foxp3“® x IL-1

mais développent une colite. En contact avec des allergenes ces souris développent aussi une
inflammation des voies respiratoires et de la peau (Rubtsov et al., 2008). En accord avec ces
données, d’autres travaux montrent que 1I’IL-10 produit par les Treg exprimant STAT3 est
nécessaire pour supprimer les Th17 pathogénes de I’intestin (Chaudhry et al., 2011).

En résumé, selon les modeles d’auto-immunité, I’TL-10 agit a la fois sur les Treg et sur

d’autres cellules pour exercer son action suppressive.
2 : L’IL-35.

L’IL-35 est une cytokine inhibitrice décrite récemment. Elle est composée de deux
hétéro-dimeres Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced gene3) et IL-12a (connu aussi sous le nom
de p35) de la famille des cytokines de I’'IL-12. L’IL-35 est préférentiellement exprimée dans
les Treg murins. Cette cytokine participe aux mécanismes de suppression des Treg. En effet
les Treg issus de souris Ebi3” ou IL12a™ présentent une capacité suppressive réduite in vitro,
et ne peuvent pas controler la colite (Collison et al., 2007). Il semble que la transduction de
I’TL-35 & des Tconv leur confére des capacités suppressives in vitro. Cependant I’importance

de I’IL-35 in vivo serait limitée et reste encore a étre clairement définie.

3:Le TGF-.

La famille des facteurs “Transforming Growth Factor” TGF est composée de
protéines de type facteurs de croissance, qui influencent la croissance et la différenciation de
nombreux types cellulaires (Roberts et al., 1986). Parmi elles, le TGF-p est présent sous deux
formes : une forme latente composée d’un dimeére associé a des protéines et une forme, active
dépourvue de ces protéines. Le TGF-B est une cytokine immuno-régulatrice avec des
fonctions pléiotropes. Il est admis depuis longtemps que le TGF- a un role prépondérant
dans la tolérance. Une déficience pour le géne codant pour le TGF-B1 induit un syndrome

auto-immun généralisé (Shull et al., 1992). Inversement, une expression constitutive du TGF-
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dans le pancréas de la souris NOD prévient le diabéte (Moritani et al., 1998). Il semble que la
suppression induite par le TGF-p est dépendante des Treg ; toutefois les données de la
littérature sont discordantes. In vitro, certains travaux montrent que la suppression des Treg
est indépendante du TGF-B (Piccirillo et al., 2002) ; d’autres affirment que le TGF-p sous sa
forme membranaire supprime la prolifération des Tconv in vitro (Nakamura et al., 2001). In
vivo, le TGF-B permet I’induction de Foxp3 parmi les CD4 et participe ainsi au maintien des
Treg, en particulier dans l’intestin (Li et al., 2006). L’équipe d’A Rudensky a montré
I’importance de 1’expression du récepteur de type II au TGF-P sur les LT CD4. En effet
lesTconv issus de souris déficientes pour ce récepteur qui ne peuvent pas répondre au TGF-f3
ont une expression augmentée du TNF-o et de I’INF-y conduisant & une auto-immunité létale
(Marie et al., 2006). L’équipe de R Flavell a montré dans un modele de diabéte induit par
I’injection de LT CDS8", que celui-ci peut étre inhibé lorsque ces cellules sont co-transférées
avec des Treg. En revanche, si les LT CD8 transférés sont déficients pour le TGF-BRII, les
Treg ne peuvent pas réguler la maladie (Green et al., 2003). Enfin, dans un modéle de colite F
Powrie a montré que les Treg TGF-B 7~ ont une capacité suppressive moins importante que les
Treg WT, méme si elle reste efficace (Fahlen et al., 2005).

Ainsi, dans certains contextes, le TGF-p produit par les Treg participe a la fonction

suppressive de ces cellules.

B : La cytolyse directe des cellules cibles.

La lyse des cellules par la sécrétion de granzyme est une propriété qui a longtemps été
attribuée uniquement aux cellules NK et LT CD8 cytotoxiques. Or chez ’homme, les LT
CD4" présentent aussi cette caractéristique. Par conséquent, les chercheurs ont considéré
I’éventualité de I’existence d’une fonction cytotoxique les Treg. C’est ainsi que I’expression
de Granzyme A fut découverte chez les Treg humains (Grossman et al., 2004). Chez la souris,
il a été décrit que le Granzyme B (GrB) est exprimé par les Treg aprés activation ex vivo.
(Gondek et al., 2005). De plus, les Treg déficients en GrB ont une fonction suppressive
atténuée in vitro. In vivo chez la souris, il a é&té démontré que les Treg suppriment la réponse
anti tumorale en tuant les LB, les NK, les DC et CTL via la GrB (Boissonnas et al., 2010; Cao
et al., 2007).
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C : Le blocage du métabolisme des lymphocytes T conventionnels.

Outre les mécanismes de cytolyse directe, d’autres molécules sont utilisées par les

Treg pour inhiber les Tconv activés.

1: La privation en IL-2.

Comme abordé précédemment, 1'un des marqueurs principaux des Treg est
I’expression de la chaine a du récepteur de I’'TL-2. Cette cytokine est indispensable a leur
survie et a leur prolifération. Etant non producteurs d’IL-2, les Treg ont besoin constamment
de I’'IL-2 exogene produite par les DC et les Tconv. Chez la souris, des études in vitro ont
montré que la consommation en IL-2 par les Treg est un des mécanismes de suppression. 1l y
aurait une compétition pour 1I’IL-2 entre les Treg et les Tconv. La consommation de la
majorité de I’IL-2 environnante par les Treg entrainerait I’apoptose des Tconv via ’activation
du facteur apoptotique Bim (Pandiyan et al., 2007). Toutefois, une étude menée chez I’homme
suggere que la consommation d’IL-2 n’est pas le seul mécanisme de suppression li¢ a cette
cytokine. Il semblerait que I’'TL-2 favorise aussi directement les capacités suppressives des
Treg. L’IL-2 serait nécessaire pour la fonction suppressive des Treg et la consommation de
I’1L-2 environnant les Tconv ne serait que secondaire (Tran et al., 2009b).

En résumé, il semble que les Treg, par leur affinité et leur appétence pour 1’IL-2,
inhibent les Tconv eux-mémes producteurs d’IL-2. Ceci laisse supposer qu’il existe un

mécanisme de rétrocontrole via I’'TL-2 régulant a la fois les Treg et les Tconv.

2 : Le métabolisme de I’ATP.

Les Treg peuvent utiliser d’autres mécanismes bloquant le métabolisme des Tconv.
Suite a un dommage tissulaire, I’ATP des cellules est libére, ce qui peut activer les Tconv (Yip
et al., 2009). Un des mécanismes de suppression des Treg est lié a I’expression membranaire
des ecto-enzymes le CD39 (nucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1) et le CD73 (ecto-
5-nucléotidase) (Deaglio et al., 2007). Le CD39 permet la dégradation de I’ATP en Adenosine
Mono Phosphate (AMP) dans le milieu extracellulaire environnant et le CD73 permet la
dégradation de I’AMP en adénosine. L’adénosine produite supprime les Tconv via
I’activation de la signalisation de 1’adénosine récepteur 2A (Deaglio et al., 2007). L’adénosine

favorise aussi les iTreg en inhibant la production d’IL-6 et en favorisant la sécrétion de TGF-
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B (Zarek et al., 2008). D’autre part I’AMPc est plus fortement exprimée dans les Treg que dans
les Tconv. Cette caractéristique est due au faible taux dans les Treg de I’enzyme
phosphodiestérase PDE3B, responsable de la dégradation de I’AMPc (Gavin et al., 2007). Des
expériences in vitro et in vivo, ont montré que les Treg ont la capacité de transférer I’AMPc
aux Tconv via des jonctions GAP (Bopp et al., 2007). Ce transfert cause 1’activation d’un
répresseur transcriptionnel ICER (Inducible CAMP Early Repressor) qui inhibe la
prolifération et la production d’IL-2 des LT (Bodor et al., 2001).

D’autres molécules comme les galectines 1 et 10 peuvent aussi participer a la
suppression exercée par les Treg. Les galectines font partie de la famille des -galactosides.
On les retrouve sous forme d’homodiméres a la surface des Treg ou sous forme sécrétée. Les
galectines se fixent sur le CD45, le CD43 ou le CD7 des Tconv, induisant un arrét du cycle

cellulaire et I’apoptose (Garin et al., 2007; Kubach et al., 2007).

D : La suppression de la réponse immunitaire via les DC.

En plus de leur action directe sur les Tconv, les Treg suppriment la réponse immune

en utilisant un intermédiaire, les DC. Les Treg peuvent bloquer la maturation des DC.

1 : Présentation des antigénes aux Tconv par les DC.

L’interaction entre les Tconv nalifs et les DC est la premiere étape de 1’activation des
lymphocytes. L’utilisation d’imagerie bi-photon in vivo a montré que les Tconv non
spécifiques des antigenes présentés par les DC ont un temps d’interaction treés court avec ces
cellules. Inversement, les Tconv spécifiques des antigénes présentés ont une interaction
prolongée, et a I’issue de ce contact ils s’activent. Cependant, en présence de Treg ce contact
prolongé n’a pas lieu, ce qui pourrait étre di au fait que les Treg ont une plus forte affinité
d’interaction avec les DC que les Tconv (Tang et al., 2006). Il y aurait ainsi une competition
entre les Treg et les Tconv vis-a-vis de leur interaction avec les DC (Tadokoro et al., 2006). Par
des études in vitro il a été démontré que les Treg interagissent préférentiellement avec les DC
via la surexpression des molécules d’adhésion “ Leukocyte Fonction- associated-Antigen 1”
(LFA-1) et ICAM-1, (Onishi et al., 2008) tout comme la neuropiline -1 (Sarris et al., 2008).

En plus de cette compétition, les Treg ont un effet inhibiteur sur la maturation des DC
in vivo (Onishi et al., 2008) et in vitro (Cederbom et al., 2000). Les Treg vont par la suite inhiber

I’expression des molécules de co-stimulation CD80/CD86. D’autres études proposent que
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LAG-3, un homologue du CD4 qui est fortement exprimé par les Treg, induit un signal
inhibiteur lors de sa fixation avec le p-CMH (Huang et al., 2004).

2: CTLA-4 et IDO.

Nous avons vu précédemment que les Treg expriment le CTLA-4 a 1’état basal.
L’absence de CTLA-4 spécifiquement dans les Treg chez la souris induit une forte lympho-
prolifération et un syndrome auto-immun (Wing et al., 2008). Comme le CD28, le CTLA-4 se
fixe au CD80 et au CD86 mais avec une affinité supérieure. Cette reconnaissance commune
induit une compétition entre les Treg et les Tconv. La fixation du CTLA-4 induit un
phénotype immature des DC qui se manifeste par une diminution de I’expression de CD80 et
CD86 (Oderup et al., 2006). D’ailleurs une étude récente a montré que les Treg via le CTLA-4
peuvent directement arracher les molécules CD80/86 membranaires par trans-endocytose,
expliquant ainsi en partie la diminution de 1’expression de ces récepteurs (Qureshi et al., 2011).
De plus, I’interaction des Treg avec les DC via le CTLA-4 engendre une expression de
I’intégrine avp8 activant le TGF-p, initialement sous forme latente (Zheng et al., 2006).

Les Treg via la CTLA-4 augmentent I’activité enzymatique d’IDO, une enzyme qui
catalyse le tryptophane (Fallarino et al., 2003). Il en résulte une privation de 1’environnement
en tryptophane, acide aminé essentiel a la survie et a la prolifération cellulaire. De plus le
catabolite du tryptophane (la kynurenine) est toxique pour les Tconv et peut favoriser la
génération des Treg (Mezrich et al., 2010). Enfin, une étude récente montre qu’IDO confére

directement un phénotype régulateur aux pDC (Pallotta et al., 2011).

E : Dans quelles conditions et par quels moyens les Treg suppriment les Tconv?

Selon S Sakaguchi, les Treg utiliseraient différents mécanismes de suppression en
fonction du contexte inflammatoire (Yamaguchi et al., 2011).

A T’état basal, le role principal des Treg dans la suppression de la réponse immune
serait la privation des molécules participant a I’activation des Tconv. Ceci se manifeste
principalement par la privation en IL-2, par I’atténuation de I’expression des molécules de co-
stimulation ou encore par la dégradation de I’ATP induit par CD39/73. Ces mecanismes de

suppression auraient un effet de rétrocontrole permettant aussi de réguler I’homéostasie des
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Treg, en particulier par la consommation de I’'IL-2 et I’expression des molécules de co-
stimulation.

En condition inflammatoire, les Tconv fortement activés pourraient devenir
réfractaires a la suppression médiée par les Treg. De plus, certains facteurs de 1’inflammation,
comme des ligands des TLR ou des cytokines inflammatoires, pourraient entrainer une
diminution partielle de la fonction suppressive des Treg. Pourtant la fonction suppressive
reste importante, notamment pour permettre une résolution de I’inflammation. Dans ces
conditions, les mécanismes de privations suppressions des Treg de type privation, s’avérent
peu efficaces ou insuffisants. L’activité suppressive des Treg est alors augmentée par la
synthese de molécules comme IL-10, le TGF-p, I’TL-35 ou encore la production de granzyme
et de perforine. Dans ces conditions on pourrait méme observer une conversion des Tconv
activés en LT producteurs de cytokines suppressives ou en Treg induits.

Malgré ces divers mécanismes de suppression exercés par les Treg, certains
composants de I’inflammation pourraient rendre les Tconv complétement réfractaires a la
suppression par les Treg (Shimizu et al., 2002). Ceci pourrait expliquer la rupture de la

tolérance et I’apparition d’une auto-immunité.

F : L’effet inhibiteur “ Bystander ”.

Les Treg s’activent quand ils sont stimulés par leur antigéne cognitif. L’activation
d’un Treg se fait lorsqu’il reconnait son antigene spécifique. Les Treg ont la capacité
d’inhiber des Tconv spécifiques d’autres antigenes in vitro. On appelle cette caractéristique
des Treg I’effet “ bystander ” ou non antigéne spécifique. Une premiére démonstration de cet
effet fut faite par 1’équipe de S Sakaguchi. In vitro, les Treg spécifiques de 1’ovalbumine
OVAs23339 sont capables d’inhiber la prolifération de Tconv spécifiques de OVAy7s285
(Takahashi et al., 1998). Ces données ont été confirmées in vitro (Thornton and Shevach, 2000)
et in vivo (Yu et al., 2005). Par exemple, dans un modele de colite, des Treg issus de souris
TCR transgéniques spécifiques pour un antigéne (TNP) sont capables de controler la maladie
induite par un autre antigéne (Elinav et al., 2008).

D’autre part, le transfert adoptif de Treg TCR transgéniques spécifiques d’un antigéne
d’ilots pancréatiques, issus de souris BDC2.5, a des souris diabétiques induit la rémission de
la maladie (Tang et al., 2004b). Cette rémission serait a I’origine d’un effet “ bystander ” des

Treg, puisque la destruction des Tlots pancréatiques est due a 1’action conjuguée de plusieurs
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Figure 10. Le “classe contrdle”. Les Treg peuvent se spécialiser selon leur environnement
en exprimant certains facteurs de transcription. Ainsi les Treg exprimant STAT3 vont réguler
préférentiellement les Th17, les Treg Thet™ vont réguler les Thi, les Treg IRF-4" et les Th2.
Issu de (Josefowicz et al., 2012).



clones de Tconv différents. (IGRP, GAG, BDC...). Dans ce cas, les Treg BDC2.5 activés in
vivo dans le ganglion drainant ou directement dans le pancréas seraient capables d’inhiber les
différents clones de Tconv de spécificités variées. Différents mécanismes de suppression sont

utilisés pour inhiber la réponse immune.

G : Le “ Classe controle ”.

Les Treg ont la particularité de contrdler une grande variété de réponses immunes,
qu’elles soient d’origines auto-immunes, anti-inflammatoires ou dirigées contre des agents
pathogénes. Ces derniéres années, de nombreux travaux suggerent que certains types de
mécanisme de suppression utilisé par les Treg dépendraient de I’environnement, c'est-a-dire
du tissu ou du type d’inflammation. Ainsi les Treg se spécialiseraient selon le type de tissu
qu’ils infiltrent ou selon le type d’inflammation. Par exemple, les souris possédant des Treg
IL-107, présentent une forte inflammation spécifiquement dans I’intestin et la peau (Rubtsov
et al., 2008). Cette hypothese se base sur I’é¢tude fonctionnelle de facteurs de transcriptions
exprimés par les Treg et les LT (Figure 10).

Le facteur de transcription  Interferon Regulatory Factor 4 > (IRF-4), sollicité dans la
différenciation des Tconv en Th2, peut former un complexe avec Foxp3 dans les Treg. De
cette interaction résulte une expression particuliére de certains genes induits par Foxp3 visant
a supprimer préférentiellement les Th2. En effet, des travaux récents ont montré qu’une
ablation conditionnelle d’IRF-4 dans les seuls Treg les rendent incapables de supprimer les
Th2. Ceci se manifeste par une augmentation de la production d’immunoglobulines (Ig) dans
le plasma (Zheng et al., 2009). Par ailleurs une mutation délétere de IRF-4 empéche
I’activation des Treg et altére 1’expression de FOXp3 (Cretney et al., 2011). D’autres études ont
montré que la co-expression de Foxp3 et de Thet permet aux Treg de mieux contrbler les
réponses de type Thil, Thet étant un facteur de transcription prédominant dans la
différenciation des Thil. Ainsi les Treg Thet’ sont incapables d’inhiber les réponses de type
Th1, en particulier parce qu’ils n’expriment pas le récepteur CXCR3 permettant de migrer
dans les tissus inflammatoires riches en IFN-y (Koch et al., 2009). De plus il semble que les
Treg Thet” soient capables de supprimer les réponses de type Th2 ou Th17 montrant ainsi la
spécificité fonctionnelle des Treg Tbet". Des travaux similaires ont montré ces mémes
caractéristiques avec les Treg STAT3" dans la régulation des réponses de type Thil7

(Chaudhry et al., 2009), ou encore des Treg Bcl6" pour I’inhibition des LT “helper
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Figure 11. Circulation des Treg pendant la réponse immune. Les Treg “naifs” vont
circuler dans le sang, les tissus et le réseau lymphatique secondaire. Lors de la réponse
immune, les Treg vont entrer en contact avec les APC et s’activer. En cas d’inflammation, les
Treg vont migrer plus rapidement et étre recrutés dans le tissu afin de controler la réponse

immune. Issu de (Ding et al., 2012).



folliculaire” (Tfh) (Chung et al., 2011; Linterman et al., 2011). Enfin I’équipe de D. Mathis et C.
Benoist a montré que les Treg infiltrant les tissus adipeux n’ont pas la méme signature
moléculaire que ceux des ganglions (Feuerer et al., 2009a; Winer et al., 2009). Par exemple ces
Treg expriment le récepteur “ Peroxisome Proliferator Activated Receptor-y > (PPAR-y) qui
est essentiel a leur fonction et & leur homéostasie dans les tissus adipeux (Cipolletta et al.,
2012).

L’ensemble de ces travaux suggere que les Treg peuvent s’adapter a I’environnement
et se “spécialiser ”, probablement pour étre particulierement efficaces pour réguler un type

spécifique de réponse immune.

IV : Homéostasie et Fonction suppressive des Treg.

A : Activation et migration des Treg.
1 : Activation des Treg.

Un travail important a montré qu’au sein des Treg il existe deux sous-populations : les
Treg au repos qui sont caractérisés par une expression intermédiaire de CD44, une absence
d’expression d’0X40, de CD69, de Ki67 ou du TNFRII et qui sont CD62L"": et les autres
appelés Treg “activés mémoires” exprimant CD44"%" CD62L'" et dans lesquels les marqueurs
suivants sont augmentés : ICOS, Ki67, TNFRII, OX40, CD103 (Fisson et al., 2003; Huehn et
al., 2004). Ces Treg actives mémoires proliférent, se divisent activement et semblent étre
responsables de I’inhibition précoce de la réponse tumorale (Darrasse-Jeze et al., 2009a).
D’autre part, des études plus récentes ont montré que les Treg activés mémoires, sur la base
de I’expression du TNFRII ou de ICOS, sont plus suppresseurs que les Treg au repos (Chen et
al., 2010b; Chen et al., 2012).

2 : Localisation, Trafic et migration des Treg.

2a : A l’état basal.

Les Treg issus du thymus représentent 10 a 15% des LT CD4" dans les organes
lymphoides secondaires a 1’état basal. Comme les autres LT, les Treg recirculent entre le
sang, la rate, et vont migrer dans les tissus (Tomura et al., 2010) (Figure 11). La migration des
Treg n’est pas passive, elle se fait a travers un dialogue entre les chimiokines, leurs récepteurs

et les intégrines. Ainsi I’intégrine CD62L (L-selectine) est la molécule cruciale pour le
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“homing > des LT dans les ganglions. Il a été démontré que les Treg CD62L"" préviennent
mieux le diabéte que les Treg CD62L'"", par leur capacité a coloniser les ganglions
pancréatiques (Ermann et al., 2005). Comme pour les autres LT, 1’entrée et la sortie des
ganglions fait aussi appel a CCR7 ou S1P1 (Chiba et al., 2006). Il est a noter que certains tissus
ont une forte proportion de Treg (20-50%), comme la moelle osseuse ou la graisse, sans qu’on

en comprenne la raison. (Debes et al., 2005; Dudda and Martin, 2004).

2b : Dans un contexte inflammatoire.

En situation inflammatoire, le comportement des Treg change. L’utilisation d’un
modele de souris exprimant une protéine fluorescente qui change de spectre en présence de
lumiére violette a permis de montrer que la mobilité des cellules augmente d’un facteur 10
suite a une réaction immune de la peau (Tomura et al., 2010). D’aprés cette étude il semble que
les Treg soient plus sensibles a la mobilité que les autres LT. En cas d’inflammation, les Treg
comme les Tconv vont migrer préférentiellement vers le site enflammé. On observe méme
souvent une proportion augmentée de Treg dans ces sites par rapport au 10-15 % trouvés dans
la rate et les ganglions a 1’état basal. Cet enrichissement en Treg peut s’expliquer par une
expression plus forte et plus rapide, par rapport aux Tconv, de certains récepteurs au
chimiokines inflammatoires (CCR2, CCR5, CCR4, CCR6, CCR8) (Lee et al., 2007), mais
surtout par une forte capacité des Treg a proliférer dans un contexte inflammatoire qui peut
s’expliquer par une expression préférentielle de TNFR2, GITR ou OX40 comme décrit
précédemment. Dans un modéle de greffe d’ilots, la migration des Treg sur le site de la greffe
est essentielle pour avoir un effet protecteur. Ainsi les Treg présentant un déficit pour CCR2,
CCR4 ou CCR5 ne pourront pas migrer au site de la greffe et ne protegeront pas le greffon
(Wei et al., 2006). Dans ce modele, une autre étude a examiné comment les Treg circulent entre
les tissus enflammes et les ganglions pendant la réponse immune. Les Treg présents dans ce
greffon vont migrer dans le ganglion drainant via CCR2, CCR5, CCR7 puis y acquérir une
augmentation de leur capacité suppressive qui se manifeste par 1’augmentation de la

production d’IL-10 ou de I’expression de CTLA-4 (Zhang et al., 2009).

B : Le role de la famille yC dans la survie des Treg.

La famille des cytokines yC comprend 1’IL-2, 4, 7, 15 et 21. Ces interleukines sont

42



Cytokine produite par:

IL-2: IL-4: MKT, IL-7: cellules IL-15: monocytes, IL-21:
Tconv, CD Tconv, éosinophile stromales, épithéliales DL, cellules LT COa+, NKT
fibroblastes epitheliales
IL-15Ra
T A e -\
-9 (&)
IL-4r" - IL :-'n,; [HT
) |gaey cin@[
P
[ STATE fslnr:-,
Récepteurs exprimeés par:
Treg, Toonwv, Teconw, LB, NE, LT, pré-LB8, DC LT, LB, DC, NE LT, LB, DC, NET
LB, NK bazophile

Figure 12. Récepteurs de la famille yC. Tous ces récepteurs présentent une sous unité
commune, la chaine yC (CD132) et induisent les voies Jak/STAT. En plus de la chaine yC, les
récepteurs al’IL-2 et & I’'TL-15 sont constitués de deux autres sous-unités, IL-2Ra (CD25), IL-
15Ra (CD215), et en commun IL-2RB (CD122). Pour les autres récepteurs a 1’'1L-4, a I’'IL-7,
et a I’IL-21, ils sont constitués d’une seule autre sous-unité, respectivement nommee IL-4R
(CD124), IL-7Ra. (CD127), IL-21R (CD360). Adapté de (Rochman et al., 2009).

[naissance absence de symptomes

2 semaines Jaugmentation de la cellularité des ganglions et augmentation de la proportion des LT activés

lymphadénopathie, splenomégalie, augmentation des granulocytes dans la moelle osseuse et la

3-8 semaines rate, présence d'anticorps anti-ADN, infiltration lymphocytaire au niveau de plusieur organes.

|I8-12 aplasie thymique, parfois diminution de la cellularité des ganglions et de la rate, défaut dans le
semaines developpement des lymphocytes B, mort

Tableau 3. Développement de la pathologie chez les souris C57/Black 6 IL-2R|3"' .



regroupées dans cette famille car toutes reconnaissent un récepteur contenant la chaine yC
(Figure 12). Elles sont impliquées dans le développement, la fonction et I’homéostasie des
LT. Je développerai dans cette partic principalement le role de I'IL-2, 7 et 15 dans

I’homéostasie des Treg.

1: 11-2 : facteur essentiel a la survie des Treg.

Initialement 1’IL-2 était connue pour sa capacité a activer et a faire proliférer les LT in
vitro (Smith, 1988). D’ailleurs elle fut nommée pendant longtemps “T cell growth factor’.
Pourtant les souris invalidées pour 1’IL-2 ou pour la sous-unité CD122 de son récepteur
(Figure 12) ne présentent pas une immunodéficience comme attendu, mais au contraire un
syndrome auto-immun accompagné d’une forte lympho-prolifération (Sadlack et al., 1993;
Suzuki et al., 1995) (Tableau 3). Pour expliquer ces résultats surprenants, les chercheurs ont
supposé que cette auto-immunité était due a un défaut de mort par AICD des LT auto-réactifs.
Plus tard, avec la découverte de I’expression de CD25 comme marqueur des Treg et le fait
que les souris IL-27", CD25" ou CD122" ont un déficit en ces cellules, il a été proposé que
I’auto-immunité de ces souris est causée par un déficit en Treg. Ces données sont confirmées
par une expérience de transfert adoptif qui montre que I’injection de Treg CD4" CD25" a des
souris CD25” ou CD1227 prévient I’auto-immunité (Sakaguchi et al., 1995).

Nous avons vu précédemment que 1’IL-2 participe a la différenciation thymique des
Treg, mais quelle est son action a la périphérie ? De nombreux travaux montrent que 1’'TL-2
est essentielle pour garantir la survie et I’expansion des Treg. Les premiéres expériences
menees in vitro montrent qu’en complément d’une activation du TCR, I’'IL-2 stimule la
prolifération et induit la survie des Treg (Thornton and Shevach, 1998). In vivo, il a été montré
que les Treg CD122" proliférent beaucoup moins que les Treg sauvages (Bayer et al., 2007).
D’ailleurs dans des modéles de souris lymphopéniques, il s’avére que la quantité d’IL-2
produite par les Tconv influence directement 1’expansion et la survie des Treg (Almeida et al.,
2002). D’autre part, en utilisant des souris chiméres contenant des cellules CD25™" et CD25",
I’équipe de A Rudensky a observé une absence de cellules foxp3™ parmi les CD25" en
périphérie (Fontenot et al., 2005b). Le phénotype des Treg résiduels d’une souris IL-27 est

anormal, notamment 1’expression de CD25 qui y est particulierement diminuée. L’ensemble
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de ces travaux montre clairement I’importance de 1’IL-2 et de I’expression de CD25 pour la
survie, la prolifération et le maintien du phénotype des Treg.

De facon intéressante, dans un modele de souris transgéniques développant une EAE
spontanée, J Lafaille a montré que le transfert adoptif de LT CD4" issus de souris 1L-27"
prévient I’apparition de la maladie, ce qui n’est pas le cas pour les LT CD4" de souris CD25 7"
(Furtado et al., 2002). Ces données permettent de supposer que les Treg IL-27 seraient
capables de répondre a I’IL-2 produite par 1’hdte, ce qui leur permettrait de survivre et
d’assurer leur fonction suppressive. Plus récemment, les travaux de J Sprent ont montré que
I’injection d’une IL-2 stabilisée par un anticorps anti-1L-2 spécifique induit une forte
prolifération des Treg en périphérie (Boyman et al., 2006; Webster et al., 2009). En effet, la
proportion des Treg parmi les CD4" augmente de 10 & 50 % dans la rate. Aprés 1’arrét du
traitement, le pourcentage de ces cellules diminue pour revenir a la normale. D’ailleurs, ils
ont aussi observé que cette expansion des Treg est associée a une surexpression de GITR,
ICOS et CD103, leur conférant un phénotype activé.

D’un point de vue moléculaire, I’'IL-2 active la voie STATS5 qui induit la surexpression
des protéines de cycle comme la cycline D3 et c-myc. Il en résulte une induction de la
prolifération des Treg. (Bensinger et al., 2004). D’autres expériences ont montré que chez la
souris NOD, I’expression de ’ARNm de I'IL-2 est réduite dans les Tconv infiltrant le
pancréas. Cette réduction quantitative d’IL-2 est corrélée avec la diminution de I’expression
d’une molécule anti apoptotique Bcl2 et de CD25 dans les Treg pancréatiques (Tang et al.,
2008).

Enfin, il semble que I’activation des Treg par 1’IL-2 conduise plutét au recrutement du
facteur JAK-3 qui phosphoryle STAT-5 (Zeiser and Negrin, 2008). Comme décrit
précédemment le promoteur du géne Foxp3 présente des sites de fixation pour STAT-5.
L’inhibition de JAK-3 par un inhibiteur, I’AG-490, provoque une diminution de I’expression
de Foxp3 (Murawski et al., 2006). De plus, il a été récemment décrit qu’ex vivo, une fraction
des Treg présente une activation continue de STAT-5 (Goldstein et al., 2011). L’ensemble de
ces données suggerent que 1’[L-2 permet de maintenir 1I’expression de Foxp3 sur les Treg, via
la voie JAK-STATS.

D’aprés ces divers travaux, il est clairement défini aujourd’hui que I’IL-2 est
indispensable a la survie et a la prolifération des Treg. Les Treg pourraient donc entrer en

compétition avec d’autres cellules pour I’'IL-2 environnante.
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2 : Rolede L’IL-7, L’IL-15.

L’IL-15 et I’IL-7 induisent aussi 1’activation de la voie STATS, elles peuvent donc
potentiellement avoir un réle dans 1’homéostasie des Treg a la périphérie. L’IL-7 est bien
connue pour participer au développement et a 1’homéostasie des LT naifs ou mémoire.
Cependant, I’implication de I’IL-7 dans ’homéostasie des Treg est débattue. Par exemple, in
vitro, la présence d’IL-7 permet 1’induction de Foxp3 dans les précurseurs thymiques (Bayer
et al., 2008). On a peu de données montrant un rdle in vivo de I’'IL-7 sur les Treg, a I’exception
d’une étude récente qui suggere qu’a la périphérie 1I’IL-7 participe au maintien de I’expression
de Foxp3 dans les Treg (Kim et al., 2012). Toutefois, les souris déficientes pour cette cytokine
ou pour le CD127 (récepteur a 1I’'IL-7) ont une profonde réduction de leurs LT mais une
proportion de Treg augmentée (Mazzucchelli et al., 2008). De facon intéressante, les Treg
expriment faiblement le CD127 en comparaison avec les autres populations de LT (Liu et al.,
2006). Ceci permettrait d’expliquer pourquoi les souris IL-7" ou CD127" présentent une
augmentation des Treg. Cependant, la faible expression du CD127 sur les Treg n’empécherait
pas ’action de I’IL-7 sur ces cellules (Matsuoka et al., 2013; Yates et al., 2007). A I’inverse, des
travaux menés chez I’homme suggérent que 1’IL-7 abroge leur fonction suppressive (Heninger
etal., 2012).

En ce qui concerne I’IL-15, cette cytokine possede en commun avec le récepteur de
I’IL-2 les sous-unités CD132 et CD122 (Figure 12). L’IL-15 semble jouer un role mineur
dans I’homéostasie des Treg. Un déficit en IL-15 chez des souris mutantes induit une faible
diminution en Treg a la périphérie. Cependant, en [I’absence d’IL-2, on a un rdle
compensatoire de I’IL-15 dans la mesure ot les souris IL-27 IL-15" ont un déficit en Treg
beaucoup plus sévére que les souris déficientes pour I’IL-2 seulement (Burchill et al., 2007).

Dans I’ensemble I’IL-7 et I’IL-15 ont une influence sur 1’homéostasie des Treg,

cependant leur role reste secondaire en comparaison avec celui de I’TL-2.
C : Lerdle des DC et des pDC dans I’homéostasie des Treg.

1:LesDC.

Les DC tolérogenes peuvent participer au contréle de la réponse inflammatoire de
différentes maniéres : soit en agissant directement sur les LT auto-réactifs soit en participant a

I’homéostasie des Treg (Coombes et al., 2007). Par exemple, les DC peuvent contréler les
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TCD8 auto-réactifs en cross-présentant leur antigénes et en induisant leur mort via une
augmentation du signal pro-apoptotique Bim (Davey et al., 2002). Il semble que les DC jouent
un réle important dans 1’homéostasie des Treg. D’ailleurs une étude montre que les souris
déficientes en DC développent une auto-immunité létale. Selon les auteurs, cette auto-
immunité est causée par une infiltration lymphocytaire massive dans les organes non
lymphoides (Ohnmacht et al., 2009) ou par un syndrome myélo-prolifératif (Birnberg et al.,
2008). Chez ces souris, le taux de Treg parmi les CD4 totaux ne change pas, mais le nombre
total de Treg diminue. De plus, dans un autre modele de déplétion conditionnelle de DC
(CD11cP™), la déplétion de ces cellules conduit & une baisse importante de la proportion et
du nombre de Treg (Darrasse-Jeze et al., 2009b). D’aprés ces travaux, les DC seraient
impliqués dans la survie des Treg. D’autres études suggerent que les DC participent aussi a la
prolifération des Treg a 1’état basal (Suffner et al., 2010).

Les DC représentent une tres grande famille de sous populations, avec des phénotypes
variés. D’ailleurs, les DC CD8" ou les DC CD103 * semblent préférentiellement favoriser
I’homéostasie des Treg. En réponse a I’IFN-y, les DC CD8" expriment fortement IDO, ce qui
permet I’inhibition des LT activés et favorise les Treg (Grohmann et al., 2003). De plus,
I’administration de “ Fms-Like Tyrosine 3-Ligand” (FIt3-L) bien connu pour induire une
expansion des DC (CD103" CD11b*") entraine une expansion également des Treg (Collins et
al., 2012). Dans un modele murin de maladie de Crohn, le traitement FIt3-L réduit la sévérité
de la maladie (Collins et al., 2012). Des résultats similaires ont été observés dans un modele de
GVHD (Swee et al., 2009).

L’ensemble de ces études suggére qu’une expansion de DC est positivement corrélée a
une expansion de Treg. Cependant, on ne peut écarter I’hypothése que FLt3-L agisse su
d’autres cellules myéloides que les DC. Il est important de signaler que les Treg peuvent
exercer un rétrocontrdle sur la niche des DC (Liu et al., 2009). Enfin, d’autres études montrent
que I’expression de molécules de co-stimulation comme CD80/86 sur les DC est essentielle
aux Treg (Bar-On et al., 2011; Salomon et al., 2000).

En plus du role dans I’homéostasie des Treg, différentes études ont mis en évidence
plusieurs sous populations de DC spécialisées dans I’induction des iTreg. Une premiére étude
de R Steimman et ses collaborateurs a montré que les DC sont les CPA les plus aptes a
induire des iTreg en présence de TGF-B (Yamazaki et al., 2007). D’ailleurs le ciblage
specifique d’un antigene vers les DC par les anticorps DEC205 permet une forte induction des
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Figure 13. Le role des pDC tolérogénes dans I’homéostasie des Treg. Comparaison des
pDC tolérogenes activées ou immatures dans 1’homéostasie des Treg. Les pDC immatures
favorisent I’induction des Treg dans un modeéle de tumeur ou de transplantation via IDO et les
molécules de co-stimulation ICOS. Dans des modéles de tolérance orale, les pDC induisent
I’anergie des LT CD4 et CD8. Les pDC tolérogenes activées dans un modele d’EAE
(Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale) favorisent I’expansion des Treg et induisent
I’anergie des Tconv.



Treg (Kretschmer et al., 2005). Par la suite, une étude a montré qu’en présence de TGF-8
exogéne, les DC spléniques CD8a" CD205" sont plus efficaces que leurs homologues, CD8a’
(Yamazaki et al., 2008). Ces phénomenes d’induction reposeraient sur les interactions
B7/CTLA-4 et PD-1 PD-L1 (Wang et al., 2008a). Cette spécialisation des CPA dans la capacité
a induire des Treg, semble aussi dépendre de I’organe. En effet ’intestin est un site spécialisé
dans I’induction des Treg (Grainger et al., 2010). Une étude a montré que les DC issues de la
lamina propria ou des ganglions mésentériques sont de meilleurs inducteurs de iTreg que les
DC issues de la rate (Coombes et al., 2007). Notons que les DC issus de la lamina propria
exprimant 1’intégrine CD103 sont capables d’induire des Treg in vivo en activant la forme
latente du TGF-B (Coombes et al., 2007). De plus cette activation serait dépendante de
I’intégrine oavp8. D’ailleurs les souris déficientes pour cette protéine développent un
syndrome auto-immun lié¢ a I’incapacité d’induire des iTreg ex vivo (Travis et al., 2007). Il
semblerait aussi que les DC CD103" de I’intestin favorisent I’induction deTreg en produisant
du TGF-p et de I’acide rétinoique (RA) (Sela et al., 2011; Yamazaki et al., 2007). En général les
DC contribuent au maintien des Treg a la périphérie. Ces Treg en retour exerceraient un

rétrocontrole sur la niche des DC.
2 : Les “ Plasmacytoid Dendritic Cells ” (pDC).

Nous avons abordé le fait que parmi les DC il existe différentes sous-populations de
cellules dendritiques. L’une d’entre elles, les pDC, pourrait jouer un réle important sur les
Treg. Ces pDC sont caractérisées par 1’expression de BST2, GR-1 et Siglec-H. Les pDC ont
une double fonction dans la réponse immunitaire, elles sont capables d’activer d’une part les
Tconv, d’autre part elles possédent aussi une fonction tolérogéne (Figure 13). Plusieurs
études montrent que ces cellules favorisent les iTreg. Par exemple, dans un modéle de GvH,
une déplétion des pDC inhibe I’induction des Treg. (Hadeiba et al., 2008; Ochando et al., 2006).
Dans un modele de tumeur, il a été décrit que les pDC, via la molécule de co-stimulation
ICOS et IDO, inhibent la réponse anti-tumorale en favorisant les iTreg (Conrad et al., 2012;
Sharma et al., 2007). Inversement, une déplétion d’IDO exprimé par les pDC entraine
I’activation des LT (Daissormont et al., 2011). Dans un modéle de tolérance orale, une
déplétion des pDC entraine un blocage de cette tolérance (Goubier et al., 2008). De plus, dans
un modeéle de souris présentant un deéficit specifique et profond en pDC, il est observé une

diminution des Treg de la lamina propria de I’intestin mais pas dans la rate a 1’état basal
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(Takagi et al., 2011). Dans un modele d’EAE, une étude récente a montré que les pDC
n’augmentent pas seulement I’induction des iTreg mais favorisent aussi la prolifération des
Treg naturels (Irla et al., 2010). L’ensemble de ces travaux montre que selon les conditions
inflammatoires et selon leur état d’activation, les pDC participent a 1’induction et a

I’expansion des Treg (Figure 13).

D: Réle de la famille CD28.

Les CPA interagissent avec les Treg via certains membres de famille CD28. La
famille CD28 est composée de différentes molécules de co-stimulation, telles que le CD28,
ICOS, CTLA-4 et PD-1. On distingue les molécules délivrant un signal de co-stimulation
positif, comme le CD28 et ICOS, de celles délivrant un signal de co-stimulation négatif,
comme le CTLA-4 et PD-1 (Wakamatsu et al., 2013).

1: Le CD28.

CD28 est une molécule de co-stimulation exprimée constitutivement par 1’ensemble
des LT a I’exception de certains LT CD8" chez I’homme. Les ligands de CD28, CD80 et
CD86, sont exprimés a la surface des CPA activées. Le CD28 participe a la génération des
Treg dans le thymus mais possede aussi un role important dans 1’homéostasie des Treg a la
périphérie. La premiére démonstration du role de CD28 sur les Treg fut observée chez la
souris NOD. En effet les souris NOD CD28" présentent un déficit en Treg et ont une
incidence du diabete augmentée (Salomon et al., 2000). D’autres expériences ont montré que
I’administration d’antagonistes de CD80/86 réduit fortement la proportion des Treg a la
périphérie, méme si les souris sont thymectomisées. Les auteurs ont conclu que CD80/86
participent aussi a I’homéostasie périphérique des Treg (Tang et al., 2003). Les agonistes
entrainent aussi une diminution de I’expression de CD25 sur les Treg. Un phénotype similaire
est observé dans les souris IL-2". Ces données suggérent que I’engagement de CD28 peut
agir de facon intrinseque sur les Treg ou via I’lL-2 dans I’homéostasie des Treg. L’équipe d’A
Singer a montré que le CD28 pouvait agir de facon intrinseque sur les Treg. Chez des souris
chiméres reconstituées avec un mélange de moelles osseuses issues de souris sauvages et de
souris 1L-27" (WT/IL-2"") ou de CD28" (WT/CD287), il a montré que I’IL-2 produite dans
les souris (WT/IL-2") est suffisante pour obtenir une génération de Treg mais pas dans les

souris chiméres (WT/CD28™) (Tai et al., 2005). D’autres travaux renforcent cette idée que le
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Figure 14. Comparaison de I’expression du CTLA-4 selon I’état d’activation des LT.
Dans un contexte ou les Treg et les LT ne sont pas activés : dans les LT naifs, CTLA-4 étant
trés fortement recyclé, ces LT expriment tres faiblement la molécule CTLA-4. Ainsi les LT
naifs vont pouvoir s’activer plus facilement via le CD28. Les Treg a 1’état basal expriment
CTLA-4, ce récepteur entre en contact avec les molécules de co-stimulation CD80/CD86 et
permet le maintien des APC a I’état tolérogene. Dans ce cas, les Treg peuvent via le CTLA-4
inhiber I’activation des Tconv. Dans un contexte inflammatoire : les Treg et LT sont activés,
son expression est augmentée sur les T activés.



déficit en Treg des souris CD28" n’est pas uniquement da & un défaut d’IL-2. Par exemple les
souris IL-2"" présentent des précurseurs de Treg dans le thymus mais pas de Treg en
périphérie; alors que dans les souris CD287 il y a une absence presque totale de Treg a la fois
au niveau central et périphérique (Sansom and Walker, 2006).

Le CD28 n’aurait pas un effet uniquement sur la présence ou la survie des Treg mais
aussi sur leur prolifération. In vitro, les DC CD86" matures issues de la moelle osseuse sont
particulierement efficaces pour induire la prolifération des Treg (Yamazaki et al., 2003). In
vivo, le transfert adoptif de Treg a des souris déficientes pour CD80 et CD86 les rend
incapables de proliférer (Tang et al., 2003). Inversement, I’injection d’un super agoniste de
CD28, induisant probablement une augmentation du signal CD28, fait fortement proliférer les
Treg (Lin and Hunig, 2003). D’ailleurs I’injection de cette molécule induit une rémission de
I’EAE chez le rat, en augmentant la prolifération et la fonction suppressive des Treg
(Beyersdorf et al., 2005). Enfin, le blocage de CD28 induit une déplétion préférentielle desTreg
en division (Takahashi et al., 2000).

Qu’en est-il du réle de CD28 dans la fonction suppressive des Treg ? Chez les souris
CD28™", les Treg résiduels sont capables de supprimer in vitro les Tconv aussi bien que les
Treg WT (Takahashi et al., 2000). Toutefois les souris présentant un déficit en CD28
seulement dans les Treg (CD28"" x Foxp3'™°®) ont un nombre normal de Treg a la
périphérie mais développent une maladie auto-immune. Les auteurs suggerent que cette auto-
immunité est due a une diminution de la prolifération et de la capacité suppressive des Treg
(Zhang et al., 2013b).

En résumé, le CD28 favoriserait la prolifération, la survie et la fonction suppressive.

2 : Lavoie du CTLA-4.

Le CTLA-4 est un membre de la famille de CD28 qui partage 30% d’homologie avec
le CD28 et reconnait les méme ligands, CD80 et CD86 (Fife and Bluestone, 2008). CTLA-4 est
constitutivement exprimeé sur les Treg alors que son expression est presente uniquement sur
les Tconv actives (Salomon et al., 2000; Takahashi et al., 2000). Il existe une différence
d’affinité entre le CD28 et le CTLA-4 pour leurs récepteurs (Figure 14) Des études de
biophysique ont montré que le CTLA-4 a une affinité 20 a 100 fois supérieure au CD28 pour
leurs ligands (Collins et al., 2002).
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La creation de souris déficientes pour le CTLA-4 a permis d’identifier le
fonctionnement et le role de ce récepteur. Les souris CTLA-47 développent une auto-
immunité au bout de 3-4 semaines (Tivol et al., 1995). Cette auto-immunité est-elle due a
I’absence de CTLA-4 dans les Treg ou les Tconv? Comment définir clairement le role
intrinseque de CTLA-4 dans 1’homéostasie ou la fonction des Treg ? La réponse a cette
question reste controversée. En effet, E Shevach n’observe pas de diminution de la fonction
suppressive des Treg en présence d’anticorps anti-CTLA-4 (Thornton and Shevach, 1998). De
méme, J Bluestone montre que les Treg issus des souris CTLA-4"" présentent la méme
capacité suppressive que les Treg WT (Tang et al., 2004a). En revanche, lorsque le CTLA-4 est
spéecifiguement muté dans les Treg, les résultats divergent. Des souris dans lesquelles seuls les
Treg sont déficients en CTLA-4 (foxp3®® x CTLA-4"M) présentent une auto-immunité Iétale
comme chez les souris CTAL-4"". Il a été démontré que cette auto immunité était due a une
altération de la fonction suppressive des Treg ne pouvant plus inhiber les DC matures (Wing et
al., 2008). Ces données ont été confirmées par d’autres équipes. L Walker, dans un modéle de
diabéte, observe que le transfert de Treg CTLA-47" ne suffit pas a réguler la maladie induite
par les Tconv contrairement aux Treg sauvages (Schmidt et al., 2009). De facon notable, dans
les souris foxp3™® x CTLA-4"" la proportion de Treg est fortement augmentée, laissant
supposer que le CTLA-4 régule la fonction suppressive des Treg mais aussi leur prolifération
ou leur survie. D’autre part des études menées in vitro suggerent que CTLA-4 participerait

aussi a I’induction des iTreg (Zeng et al., 2006).

Pour conclure, on peut penser que I’absence de CTLA-4 ne modifie pas la fonction
des Treg dans des tests in vitro car cette fonction ne met en évidence qu’une partic de
I’arsenal suppresseur des Treg. Par contre, in vivo, le CTLA-4 joue un réle majeur dans la

capacité des Treg a contrdler une auto-immunité systémique.

3 : Lavoie ICOS/ICOS-L.

La molécule “Inductible Co-Stimulation” (ICOS) est un récepteur activateur de la
famille CD28. Comme son nom I’indique, ICOS a la particularit¢é d’étre présent
spécifiqguement sur les LT CD4 et CD8 aprés activation (Hutloff et al., 1999), alors que 20%
des Treg I’expriment a I’état basal (Ito et al., 2008). Le ligand d’ICOS, ICOS-L (B7h ou

B7RP-1), est exprimé constitutivement par les LB et les macrophages (Yoshinaga et al., 1999).
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Il semble que la voie ICOS/ ICOS-L ait différentes fonctions selon les cellules cibles (Figure
15). En effet I’activation de cette voie permet d’induire la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10. Ex
vivo, une étude montre que les LT CD4" 1ICOS'" sécrétent majoritairement I’IL-4, 5, 13 alors
que les LT CD4" 1COS™" produisent fortement de I’IL-10 (Lohning et al., 2003). De plus
I’expression d’ICOS sur les Treg est positivement corrélée avec 1’augmentation de
I’expression de CD25. Ces données proposent que selon 1’expression d’ICOS, les LT CD4
s’orienteraient vers un profil Th-2 ou Treg. D’autres études ont montré que la voie
ICOS/ICOS-L favorise les Th-17 et surtout les Tth en régulant I’expression de I’IL-17 et I’IL-
21 (Nurieva et al., 2008). Ce role variable d’ICOS expliquerait la diversité des phénotypes
observés chez les souris déficientes pour cette molécule de co-stimulation. Par exemple, les
souris ICOS™ sont résistantes a I’induction de 1’arthrite. Les souris présentent également une
réduction du “ swicth ” isotypique des anticorps et une diminution d’IL-17 (Dong and Nurieva,
2003). Inversement, dans un modéle de EAE 1’absence d’ICOS entraine une exacerbation de
la maladie via une augmentation de I’IFN-y (Dong et al., 2001; Rottman et al., 2001). Dans le
diabéte de type I, les souris NOD 1COS™ ou ICOS-L” ne développent pas de maladie,
montrant I’engagement précoce de cette voie dans 1’activation des LT auto-réactifs (Hawiger
et al., 2008; Prevot et al., 2010). Toutefois 1’équipe de D Mathis et C Benoist a montré chez la
souris NOD que les cellules du pancréas exprimant fortement ICOS et un TCR spécifique
d’un antigéne d’ilot (TCR-BDC2.5) sont regulatrices. De plus, un traitement avec un
anticorps bloquant anti-ICOS-L induit un diabete chez ces souris adultes (Herman et al., 2004).
Sur les Treg, une étude récente montre que la voie ICOS/ICOS-L favorise la prolifération et la
fonction suppressive des Treg (Kornete et al., 2012). Une autre étude montre qu’ICOS joue un
réle critique dans la survie des Treg (Chen et al., 2012). Ces données sont en corrélation avec
d’autres études menées in vitro montrant que les Treg ICOS™ suppriment moins les Tconv
que les Treg WT (Prevot et al., 2010). Chez I’homme, les Treg ICOS"" infiltrant les tumeurs
suppriment mieux les Tconv (Strauss et al., 2008). D’ailleurs ’expression d’ICOS serait en
corrélation avec I’entrée en cycle des Treg (Chen et al., 2012). Cette voie présente donc un role
pléiotrope en affectant a la fois les Tconv et les Treg. Dans le diabéte 1’inhibition de la voie
ICOS/ICOS-L a un effet opposé sur la maladie. En effet une inhibition d’ICOS chez la souris
NOD permet une prévention du DT1, alors que chez la souris BDC2.5 un déficit en ICOS

induit une diminution des Treg et accélére le DT1 (Prevot et al., 2010).
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Cette voie présente donc un role pléiotrope en affectant a la fois les Tconv et les Treg.
Dans le diabéte, la voie ICOS/ICOS-L affecte préférentiellement les T auto-réactifs ou les

Treg selon I’avancement de la pathologie.

4 : La voie PD-1/PDL-1.

Le récepteur PD-1 fut décrit en premier comme une protéine surexprimée dans les
hybridomes T, induisant leur mort (Ishida et al., 1992). PD-1 contient un domaine
immunoglobuline, sous forme monomeérique, avec une partie intracellulaire contenant des
régions inhibitrices nommé “Immunoreceptor Tyrosyne-based Inhibitory Motif > (ITIM) et
“Immunoreceptor Tyrosyne-based Switch Inhibitory Motif” (ITSM) (Fife and Bluestone,
2008). PD-1 est exprimée transitoirement pendant la différenciation thymique par les
thymocytes CD4 CD8" (Nishimura et al., 1996). A la périphérie, PD-1 peut étre exprimée par
différentes cellules comme les LT, LB ou NKT aprés activation (Agata et al., 1996; Polanczyk
et al., 2006). De fagon intéressante, 1’activation du TCR, du BCR ou de la chaine yC par I’'IL-
2, ’IL-7 et I’IL-15 induit I’expression de PD-1 sur les LT (Kinter et al., 2008). Les ligands de
PD-1, PDL-1 et PDL-2 sont des molécules de la famille de co-stimulation CD80/CD86. Ces
deux récepteurs présentent des caractéristiques distinctes. lls différent par leur affinité puisque
PDL-2 a trois fois plus d’affinité pour PD-1 que PDL-1. Ces deux récepteurs sont exprimes
par les LB, DC et macrophages ; leur expression dépend du lieu environnant, par exemple
plus il est enflamme plus I’expression de PDL-1 est augmentée. L’ expression de PDL-1 est
augmentée en cas d’inflammation.

La voie PD-1/PDL-1 régule I’activation lymphocytaire en inhibant le contact entre les
T et les DC et participe au maintien de la tolérance (Fife et al., 2009). Les souris déficientes
pour PD1 développent une maladie auto-immune ressemblant au lupus (Nishimura et al.,
2001). Dans un modéle de diabéte, le blocage de la voie PD-1 précipite ’apparition de la
maladie (Ansari et al., 2003). De plus, dans le modéle d’EAE, I’inhibition de PDL-1 et PDL-2
par des anticorps neutralisants exacerbe la maladie (Salama et al., 2003).

En ce qui concerne le role de cette voie sur 1’homéostasie des Treg, in vitro en
présence d’anti-CD3 et d’anti-TGF-B 1’engagement de la voie PD-1/PDL-1 favorise
I’induction des iTreg chez la souris (Francisco et al., 2009). D’ailleurs, 1’ajout de 1’antagoniste

PD1-1g peut induire la surexpression de Foxp3 et augmenter la capacité suppressive des Treg.
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Traitement effet sur Treg
fonction rolifération
Modele rTNF anti-TNF . P . / References
suppressive expansion

homme sain X N n.d. Nagar et al., 2010
E homme sain X Y N Valencia et al., 2006
}_
> homme sain X N n.d. Zanin-Zharov et al.,, 2010
=
- Souri P 2 Chen et al. 2007; Chen et al.,

ouris X 2010
. dés la
souris NOD ) ™ N Hong Hua et al., 2004
naissance
des la Hong Hua et al ., 2002; Cope
souris NOD . n.d. A 9 P
naissance etal, 1997
o
> souris NOD chez |'adulte n.d. A Hong Hua et al., 2002
=
= souris NOD chez |'adulte n.d. A Hong Hua et al,, 2002
souris TNFR2 N N Chenetal, 2013
souris TTg * X 7 g Bitonetal., 2011
souris TTg * X 7 (=) Biton et al., 2011

rTNF= TNF recombinant

n.d. = non déterminé

Tableau 4. Récapitulatif non exhaustif de I’effet du TNF sur les Treg et les Tconv chez

I’homme et la souris dans 1’auto-immunité. (Inspiré du mémoire de thése de Grinberg-Bleyer

Yenkel 2010)

*: les souris TTg sont des souris transgéniques exprimant le TNF humain et présentent une

arthrite a partir de 8-10 semaines de vie.




A Dinverse chez I'homme atteint d’infection chronique par le virus de I’hépatite C, la
prolifération des Treg est augmentée en présence d’un anticorps bloquant anti-PDL-1 via une
activation de STAT5 (Franceschini et al., 2009). Enfin, selon un modéle proposé par J
Bluestone, il semble que I’engagement de la voie CTLA-4 s’effectuerait en premier et la voie
PDL-1 plus tardivement (Fife and Bluestone, 2008). De plus 1’action de PD-1 s’effectuerait
plus sur des cellules présentes au sein du tissu méme.

L’ensemble de ces données suggeérent que la voie PD-1/PDL-1 a un réle crucial dans
la tolérance. Cependant, cette voie a un role ambivalent sur ’homéostasie des Treg qui

nécessite d’étre clarifié.

E : La superfamille des récepteurs au TNF.

Les LT expriment différentes molécules de la superfamille des récepteurs au TNF.
Ces molécules de co-stimulation ont des réles différents selon les pathologies et les modeles

étudiés. J’aborderai principalement leur effet sur les Treg périphériques.

1: Le TNF-a et les Treg.

Le TNF-a est une cytokine au réle pléiotrope, elle est un des participants majeurs dans
I’initiation et I’orchestration de la réponse immune (Aggarwal, 2003). Le TNF-a est produit par
les macrophages, les LT, les LB, les cellules endothéliales et les cellules cancéreuses
(Sethi et al., 2008). Fonctionnel sous sa forme trimérique, le TNF-a est initialement
transmembranaire mais est souvent libéré dans le milieu extracellulaire apres clivage par
I’enzyme TACE (Black et al., 1997).

La fonction pro-inflammatoire du TNF-a est, dans certaines maladies auto-immunes
comme la maladie de Crohn ou le psoriasis, indiscutable. Le TNF-a a pourtant deux facettes
et ces dernicres années plusieurs études ont montré qu’il peut étre aussi anti-inflammatoire.
En effet, ’injection de TNF-a peut avoir un effet bénéfique sur le lupus ou le diabéte (Jacob
and McDevitt, 1988; Yang et al., 1994), (Tableau 4). Ainsi, dans le cas du diabéte de la souris
NOD, I’équipe de Mc Devitt a observé que, selon I’avancement de la maladie, le TNF-a peut
avoir un effet favorable ou délétere. Ils observent que I’injection de TNF-a pendant 3
semaines a des souris NOD nouveau-nees précipite la maladie. A I’inverse, ce méme
traitement administré a des souris NOD agées réduit 1'incidence du diabéte. L’équipe

d’Oppenheim a montré in vitro, le réle activateur du TNF-a. sur les Treg. En effectuant des
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Figure 16. Voie de signalisation du TNFR-1 et TNFR-2. Le TNF-a va se fixer sur le TNFR-
1 ou le TNFR-2. L’engagement de la voie activée par le TNFR-1 est la voie canonique, celle-ci
passe par différentes caspases et conduit a I’apoptose de la cellule. L’engagement du TNFR-2
active la voie dite alterne, celle-ci active NF-xB et AP-1 et induirait la prolifération ou la
survie de la cellule. Adapté de (Aggarwal et al., 2012; Faustman and Davis, 2010).



expeériences de co-culture de Treg et de Tconv, il montre qu’une exposition prolongée au
TNF-a augmente la capacité suppressive des Treg (Chen et al., 2007). Des résultats opposés
ont été obtenus chez I’homme (Zanin-Zhorov et al., 2010). D’autre part, les Treg issus de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide ont une fonction suppressive réduite. Le traitement
de ces patients par I’infliximab (anti-TNF bloquant) restaure la capacité suppressive des Treg
(Ehrenstein et al., 2004). Ces travaux montrent le role ambivalent du TNF-a sur la fonction
suppressive des Treg. Toutefois le TNF-a présenterait un effet synergique avec 1’IL-2 pour
favoriser I’expansion des Treg. La mise en culture de LT CD4" avec de I'IL-2 et du TNF-a
induit une forte augmentation des Treg, d’un facteur 4 apres 72h de mise en culture (Chen et
al., 2007).

Le TNF-a se fixe sur deux récepteurs : le TNFR-1 (p55) et le TNFR-2 (p75). Les
cellules vont réagir difféeremment au TNF-a selon qu’il se fixe au TNFR-1 ou au TNFR-2. Le
TNFR-1 exprimé par la plupart des cellules, posséde un domaine de mort dans sa région
intracellulaire. 1l fut décrit que le TNFR-1 induit la mort des cellules par apoptose via un
signal caspase 3 (Aggarwal, 2003). De plus, le signal induit par le TNFR-1 entraine une forte
activation de NF-«B. Celle-ci peut conduire a une expression de cytokines inflammatoires et
au caractere pro-inflammatoire du TNF-o. L’expression du TNFR-2 est restreinte aux LT. Le
TNFR-2 n’ayant pas de domaine de mort, il induirait plutot 1’activation et la prolifération des
LT via le signal NF-kB et AP-1 (Faustman and Davis, 2010) (Figure 16). Le TNF-a aurait
donc un effet positif sur les Treg via le TNFR-2. A 1’état basal 30% des Treg expriment le
TNFR-2 et cette expression est augmentée sur les Treg activés (Chen et al., 2010a).
L’expression du TNFR-2 favorise la capacité suppressive et la prolifération des Treg. Les
Treg exprimant le TNFR-2 infiltrant les tumeurs suppriment mieux que leurs homologues
n’exprimant pas le TNFR-2 (Chen et al., 2008). De plus, chez les souris TNFR2™, celles-ci
présentent une proportion de Treg réduite a la fois dans le thymus et en périphérique (Chen et
al., 2013; Housley et al., 2011). Enfin, dans un contexte d’ “ Induced bowel Diseases ” (IBD), le
transfert de Treg TNFR-2"" ne permet pas de prévenir la maladie contrairement aux Treg WT.
Ceci suggére donc que le TNF-a via ’expression du TNFR-2 est important pour la fonction et
la stabilité des Treg (Chen et al., 2013). Cependant, cet effet du TNF-a favorable a la fonction
suppressive des Treg reste débattu. Il pourrait y avoir une différence entre ’homme et la

souris (Tableau 4).
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Adapté de (Chen and Flies, 2013).



2 1 OX40.

OX40 (CD134 ou TNFRSF4) est un membre de la super famille des récepteurs au
TNEF. Sous I’induction d’0X40, les voies PI3K, AKT et du NF-kB sont activées (Figure 17).
OX40 est principalement présent sur les LT activés (Watts, 2005) et constitutivement sur les
Treg (Fontenot et al., 2005c). Le ligand d’OX40, OX40-L est exprimé par I’ensemble des CPA.
Des expériences dans des modeles de colite ou d’EAE ont montré que I’engagement de la
voie OX40/0X40-L a un effet stimulateur des Tconv (Malmstrom et al., 2001). Par exemple,
les souris OX40" ont une EAE de sévérité réduite accompagnée d’une forte diminution des
Tconv IFN-y" infiltrant le CNS (Carboni et al., 2003).

Le role de cette voie dans I’homéostasie des Treg reste pourtant moins évident. En
effet les souris OX407" présentent un nombre de Treg faiblement réduit dans le thymus au
début de leur vie mais ce déficit est tres vite compensé aprés une semaine (Takeda et al., 2004;
Vu et al., 2007). Ces travaux montrent que la voie OX40 influence peu ou pas le
développement des Treg. A la périphérie, ces souris présentent aussi une tres faible
diminution des Treg (Griseri et al., 2010). On aurait pu suggérer qu’OX40 favorise I’induction
d’iTreg mais il semble qu’OX40 ait plutdt un effet inhibiteur sur cette induction. In vitro,
plusieurs travaux ont montré qu’OX40 inhibe la conversion des Tconv en Treg induits par le
TGF-B (So and Croft, 2007), ou par I’'TL-10 (lto et al., 2006). En revanche, une étude montre que
la voie OX40 est nécessaire pour limiter 1’apoptose des Treg apres activation in vivo (Xiao et
al., 2012). OX40 permettrait aussi leur prolifération et une meilleure fonction suppressive
(Griseri et al., 2010). Ce dernier effet d’OX40 sur les Treg a été infirmé par d’autres études.
Par exemple a 1’état basal I’administration d’un anticorps agoniste de la voie OX40 réduit la
fonction suppressive des Treg (Vu et al., 2007). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que, suite a
I’engagement d’OX40, les Treg proliférent fortement mais perdent I’expression de Foxp3,
diminuant ainsi leur fonction suppressive. Cette perte de Foxp3 est compensée par 1’ajout
d’IL-2 exogene (Xiao et al., 2012).

Comme nous le voyons ici, le role d’OX40 sur les Treg reste débattu. Néanmoins, il
est probable que dans une situation fortement inflammatoire avec une forte expression d’IL-2

et d’OX40-L, OX40 participe a I’activation des Treg.
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3:GITR.

Le GITR est exprimé par de nombreuses cellules du systéme immunitaire, dont les LT
activés, mais son expression est constitutive dans les Treg. Le ligand de GITR (GITR-L) est
lui exprimé par les APC et les LT activés. Le GITR agit comme une molécule de co-
stimulation sur les Tconv et son activation augmente la réponse anti-tumorale ou antivirale
(Cohen et al., 2010; Cuzzocrea et al., 2006). De méme dans le diabéte, I’activation de la voie
GITR accélere I’apparition de la maladie, probablement en stimulant la prolifération des
Tconv (You et al., 2009). Ce rb6le co-stimulateur semble étre toutefois secondaire en
comparaison avec le CD28 (Mahesh et al., 2006). Ces données montrent bien que le GITR
favorise D’activation des Tconv. Qu’en est-il pour les Treg? Pourquoi donc les Treg
expriment-ils alors fortement ce récepteur?

Le role de GITR sur I’homéostasie des Treg est lui aussi controversé. Des études ont
montré que I’engagement du GITR peut inhiber la fonction suppressive des Treg ou rendre les
Tconv réfractaires a la suppression. En effet, I’analyse du transcriptome de Treg prétraités
avec un anticorps anti-GITR bloguant montre une diminution des transcrits de génes
impliqués dans la suppression (Gondek et al., 2005). In vitro, la présence d’un anticorps
agoniste anti-GITR inhibe la capacité suppressive des Treg (Shimizu et al., 2002). Plus tard, les
travaux d’E Shevach montrent que cette inhibition de la fonction suppressive des Treg n’est
pas due a un défaut de ces cellules mais plut6t a une résistance des Tconv a la suppression par
les Treg. En effet dans des expériences de co-culture des Treg et Tconv WT ou ICOS 7,
I’effet neutralisant n’est obtenu que si les Tconv sont WT. L’expression ou non du GITR sur
les Treg n’a pas d’incidence sur la suppression (Stephens et al., 2004). Ces observations ont été
confirmées dans d’autres modeles. L’activation de GITR favorise la production de cytokines
inflammatoires par les Tconv, ce qui bloquerait la suppression exercée par les Treg (Mahesh et
al., 2006).

En revanche, d’autres travaux laissent supposer que le GITR aurait un role positif sur
I’homéostasie des Treg. De facon notable, les souris GITR présentent une réduction de 15 a
30 % des Treg a la périphérie par rapport aux souris sauvages (Stephens et al., 2004). De plus,
I’administration d’une molécule agoniste de GITR (GITR-L-Fc) induit préférentiellement la
prolifération des Treg. De plus, une étude a montré que suite a 1’interaction des Treg avec les

DC via le GITR-L, les DC vont produire moins d’IL-12, régulant ainsi la prolifération des
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Tconv. Enfin, dans un modéle de souris transgéniques, 1’expression constitutive de GITR-L
sur les APC favorise 1’induction de Treg Foxp3™ IL-10" (Carrier et al., 2012).

En résumé, il semble que le GITR possede une certaine dualité dans I’homéostasie des
LT. Comme beaucoup de molécules de co-stimulation, il peut avoir un réle immuno-
stimulateur en favorisant 1’activation des Tconv, mais aussi immuno-modulateur en favorisant

I’induction des iTreg et la prolifération des Treg.

4 :4-1BB.

4-1BB (CD137 ou TNFRS 9) (Figure 17) est une molécule exprimée par tous les
Tconv aprés activation. Toutefois & 1’état basal la trés grande majorité des LT 4-1BB™ sont
des Treg (Sugimoto et al., 2006). Comme le GITR, 4-1BB a un réle co-stimulateur pour les
Tconv (Watts, 2005). L’activation de cette voie inhibe la fonction suppressive des Treg ou
bien, comme le GITR, rend les Tconv réfractaires a la suppression. En effet, in vitro, une
étude a montré que I’activation de 4-1BB bloque la capacité suppressive des Treg (Choi et al.,
2004). D’autres études ont montré que le signal induit par 4-1BB favorise plutot la résistance
des Tconv a étre supprimés plut6t que la fonction suppressive des Treg elle-méme (Elpek et
al., 2007). De fagon notable, a 1’état basal, les souris déficientes pour 4-1BB ne présentent pas
de déficit en Treg (Maerten et al., 2006).

Pourtant, 1’injection d’un agoniste de 4-1BB inhibe le développement de certaines
pathologies auto-immunes comme I’EAE (Sun et al., 2002) ou le diabéte (Irie et al., 2007).

L’ensemble de ces données indique que 4-1BB aurait un rdole dans ’homéostasie des

Treg, principalement dans des conditions inflammatoires.
5: DR5.

DR5 est un membre de la famille des TNFR qui a pour ligand le “TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand > (TRAIL). TRAIL présente différents roles dont I’induction de
I’apoptose, mais il participe aussi a la prévention de 1’auto-immunité. Les souris déficientes
en TRAIL présentent un syndrome auto-immun causé en partie par une perturbation de la
sélection négative (Lamhamedi-Cherradi et al., 2003b). Le role de TRAIL est aussi associé a

d’autres maladies auto-immunes comme le diabéte, ou ’EAE. Par exemple 1’administration
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d’un antagoniste de TRAIL a des souris NOD augmente I’incidence du diabéte (Lamhamedi-
Cherradi et al., 2003a). Dans I’EAE, I’inhibition de TRAIL par injection de son récepteur DR5
soluble exacerbe la maladie (Hilliard et al., 2001). En complément d’un effet direct sur les
Tconv, TRAIL pourrait aussi favoriser la regulation des Treg. Une étude a rapporté que
I’expression de TRAIL sur les DC présentant le peptide “Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein” (MOG) permet de prévenir ’EAE avec une expansion de Treg spécifiques. De
plus, I’injection de TRAIL recombinante induit une augmentation des Treg dans la rate (Wang
et al., 2009).

Bien que I’effet de TRAIL sur les Treg nécessite d’étre plus amplement étudié, il

semble que ce récepteur favorise leur expansion.

F : Une autre cytokine pro-inflammatoire : I’IL-1.

L’IL-1 est une cytokine pro-inflammatoire produite par différents types cellulaires
(OSullivan et al., 2006). Ses propriétés pro-inflammatoires sont bien connues, injectée a de tres
faibles quantitées elle provoque de la fiévre et des érythéemes (Dinarello, 1996). L’IL-1 induit
d’une part des cytokines pro-inflammatoires, notamment 1’[L-6, d’autre part elle permet la
prolifération des Tconv et augmente leur résistance a la suppression médiée par les Treg
(O'Sullivan et al., 2006). D’ailleurs un déficit en IL-1 Ra qui est un antagoniste naturel de I’IL-
1 entraine de séveres pathologies inflammatoires (Horai et al., 2000). Actuellement, I’'TL-1Ra
est utilis¢ dans de nombreux essais cliniques comme [’arthrite rthumatoide pour limiter
I’inflammation (Niu et al., 2011). Les récepteurs de I’IL-1, CD121a et CD121b, sont exprimés
par les Treg a I’état basal (Tran et al., 2009a). Ceci suggere que I’IL-1 influence I’homéostasie
des Treg. D’ailleurs in vitro, il a été démontré que les Treg stimulés par I’IL-1 induisent une

augmentation de leur prolifération (Brinster and Shevach, 2008).

G : Les signaux intracellulaires dans I’homéostasie des Treg.

1: Lavoie PI3K, Akt/mTOR.

Nous avons vu précédemment que la signalisation déclenchée par I’IL-2, le CD28,
voire méme les membres de la famille TNFR active différentes voies de signalisation dans les

LT, notamment la voie PI3SK/Akt/mTOR. Celle-ci a un effet délétére sur la différenciation des
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Treg, aussi bien des Treg thymiques que des Treg induits a la périphérie (Haxhinasto et al.,
2008). En effet in vitro, en présence de Tconv stimulés, 1’inhibition de la voie PI3K/mTOR
induit I’expression de Foxp3 aprés 18h seulement de culture (Sauer et al., 2008). In vivo, les
souris deficientes pour un activateur de la voie Akt mMTORC-2 ont une augmentation de
I’induction des Treg (Delgoffe et al., 2009). Deux études récentes ont mis en relation la voie
PI3K/Akt/mTOR avec la régulation directe de Foxp3. En effet, les facteurs FOXO1 et 3,
favorisent I’expression de Foxp3 en se fixant sur son promoteur et sa région CNS2. Ces
facteurs sont séquestrés dans le cytoplasme en cas d’activation d’Akt (Harada et al., 2010;
Kerdiles et al., 2010). Le maintien de I’expression de Foxp3, pourrait étre relié au fait que les
Treg surexprimés un inhibiteur de cette voie, la “Phosphatase and Tensin homolog deleted on
chromosome TEN” (PTEN) (Walsh et al., 2006; Zeiser et al., 2008).

2 : Les miRNA et les Treg.

Les miRNA (microRNA ou mirR) sont des petits RNA simple brin non traduits. Ils
régulent 1I’expression des genes au niveau post-transcriptionnel principalement en favorisant
la dégradation des ARN messagers. L’équipe de J Cobb a été la premiére a avoir identifié
I’expression des miRNA dans les Treg (Cobb et al., 2006). Plusieurs études suggerent que ces
miRNA jouent un rdéle prépondérant dans la régulation de I’expression des geénes induits par
Foxp3 et influenceraient la fonction et ’homéostasie des Treg (Zhou et al., 2008). Les miRNA
sont contr6lés par deux RNases de type Ill : Dicer et Drosha. Une mutation de ces deux
enzymes dans les Treg déclenche un syndrome auto-immun (Chong et al., 2008; Liston et al.,
2008a). Cette auto-immunité pourrait s’expliquer par le fait que la capacité suppressive des
Treg Dicer” est réduite a I’état basal et inexistante dans des conditions inflammatoires.
Certains miRNA ciblent particulierement la fonction suppressive comme le miR-142-3p ou le
mir-146a. Par exemple, la présence de miR-142-3p dans les Treg provogue une diminution
des cAMP, acteurs de la suppression (Huang et al., 2009). De méme, il a été montré que
I’expression de miR-146a est indispensable a la fonction suppressive des Treg in vivo.

De plus, miR-146a bloque 1’activation excessive de STAT-1 dans les Treg. Cette
inhibition permet le contrdle de la production d’INF-y par les Treg et préviendrait ainsi la
conversion des Treg en Th-1 (Lu et al., 2010). Les miRNA favorisent aussi la prolifération des
Treg (Liston et al., 2008a). Par exemple I’expression de mir-155 régule la survie et la

prolifération des Treg en ciblant SOCS1, qui est un inhibiteur du signal IL-2 (Lu et al., 2009).
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Il semble qu’au sein des Treg, le facteur Foxp3, en régulant I’expression des miRNA

puisse influencer sa fonction suppressive et sa prolifération.

60






Troisieme partie : Le diabete de type I.
Avant-propos.

L’étymologie du mot diabete, du grec diabainen signifie “ qui passe au travers”. Le
terme diabete regroupe plusieurs types de maladies métaboliques hétérogénes pouvant
conduire a une augmentation du taux de sucre dans le sang et les urines et une polyurie
associee a une soif excessive. Ces maladies sont associées a de nombreuses complications
comme des rétinopathies, néphropathies, neuropathies et des troubles cardiovasculaires. On
distingue différents types de diabéte :

-Le diabete de type 2 (DT2), appelé aussi diabéte insulino-résistant, s’observe souvent
chez des individus en surpoids ou chez les personnes agées. Ce diabéte est caractérisé par une
résistance a 1’insuline par les cellules cibles constituant 1’organisme. Les cellules productrices
d’insuline, les cellules B, vont produire de I’insuline en grande quantité jusqu’a 1I’épuisement,
entrainant a terme une insulino-thérapie. Cette forme représente prés de 80% des cas de
diabete.

-Le diabéte gestationnel, semblable au DT2, touche les femmes enceintes a partir de
22 semaines d’aménorrhée. Ce diabéte serait causé par la production d’hormones placentaires.
Cette forme de diabete requiert une normalisation de la glycémie stricte via une diététique
adaptée et/ou éventuellement un traitement transitoire par insuline.

-Les diabétes nommeés “Maturity Onset type Diabetes of the Young” (MODY) sont des
formes rares de maladies génétiques mono géniques autosomales. On connait 11 types de
diabete MODY.

-Le diabéte de type 3, ou diabete cétonurique, est caractérisé par deux étapes: une
premiére phase aigué associée a une hyperglycémie sévere entrainant une cetose ou une
acidocétose. Une seconde phase de diabéte controlable ponctuée de quelques récidives de
cetose.

-Le diabete de type 1 (DT1) ou diabéte auto-immun, touche principalement les enfants
ou les jeunes adultes. Il est caractérise par une attaque auto-immune des cellules B entrainant

une insulinopénie. Dans la suite de cet expose je ne parlerai que de ce type de diabéte.
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Human pancreas

Figure 18. Structure du pancréas et production d’insuline chez I’homme. Le pancréas est
constitué de différents types cellulaires dont les cellules B situées au niveau des ilots de
Langerhans. Ces cellules produisent de I’insuline distribuée dans le sang et permettent
1I’assimilation du glucose au niveau tissulaire. Issu de (EuroStem Cell .org 2001)



| : La physiopathologie du diabéte.
A Lepancréasetle DT1.

1: Le pancréas.

Le pancréas est un organe complexe constitué de 2 types de tissus différents : le tissu
exocrine, qui synthétise puis secréte dans le duodénum des enzymes de la digestion, et le tissu
endocrine, qui synthétise puis secréte dans le sang des hormones dont celles de la régulation
du métabolisme du glucose. Le tissu endocrine est constitué de différents types cellulaires :
les cellules o sécrétant le glucagon, les cellules o la somatostatine, les cellules € la ghreling,
les cellules PP le polypeptide pancréatique et les cellules B I’insuline. Toutes ces cellules sont
regroupées en une seule microstructure appelée flot de Langerhans ou Tlot pancréatique
(Figure 18). Dans le cas du DT1, la maladie est causée par une destruction des cellules 3 ce

qui entraine une insulinopénie.
2 : Le DT1 ; une maladie auto-immune.

On distingue deux types de maladies auto-immunes : (i) celles dites “systémiques”
qui ciblent plusieurs tissus ou organes, impliquant des lymphocytes spécifiques d’auto-
antigenes ubiquitaires (par exemple, le lupus) ; (ii) celles dites “ spécifiques d’organe ”, pour
lesquelles les lymphocytes auto-réactifs pathogénes ciblent un ou plusieurs antigéne(s)
exprimé(s) par un organe précis comme le pancréas dans le cas du diabéte de type | (DT1) ou
le systeme nerveux central dans le cas de la sclérose en plaques. Le DT1 ou diabete
insulinodépendant est un exemple de maladie auto-immune par excellence. Comme la
majorité des maladies auto-immunes, le DT1 se manifeste pendant I’enfance ou chez les
jeunes adultes. En 2009, la prévalence du DT1 en France atteint prés de 160 000 personnes
(valeur issue de 1’association des diabétiques de France) et ce nombre est en augmentation de
3,7 % par an (valeur issue de I’institut de veille sanitaire, inVS).

Les principaux signes cliniques du DT1 sont avant tout 1I’hyperglycémie et la présence
de sucre dans les urines (glycosurie). Ils sont causés par une production insuffisante d’insuline
ne permettant pas aux cellules de 1’organisme d’assimiler correctement le glucose. On estime
que ces signes apparaissent lorsque plus de 70-80 % de la masse de cellules  ne produisent

plus d’insuline. Un grand nombre de complications sont associées a cette maladie. En effet,
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une hyperglycémie prolongée peut provoquer : (i) des atteintes cardiovasculaires (infarctus,
athérosclérose et accident vasculaire cérébral (AVC)), (ii) une micro-angiopathie rétinienne
(rétinopathie diabétique) pouvant mener a une cécité, (iii) une perte de la sensibilité des

extrémités des membres, (iv) une insuffisance rénale chronique...
B : Un modéle murin de DT1 spontané, la souris NOD.

En 1980 fut découverte la souris NOD qui développe de fagon spontanée un diabete
auto-immun. La physiopathologie de la maladie présente une grande homologie avec la
pathologie humaine. D’ailleurs le polymorphisme de certains génes susceptibles au
développement du DT1 sont associés chez les patients et chez la souris NOD (CMH, IL-2).

Le diabéte chez ces souris apparait a partir de 12 semaines et atteint jusqu’a 80% chez
les femelles et seulement 20% chez les males avec des variations en fonction de 1’état
sanitaire des animaleries. Cette différence suggere que les hormones sexuelles peuvent avoir
un role dans le développement de la maladie ou dans I’intensité de 1’auto-immunité. De fagon
notable, cette divergence sexuelle n’est pas observée chez I’homme (Delovitch and Singh,
1997).

On reconnait dans I’histoire naturelle de la maladie chez la souris NOD deux “ check-
points ”. Le premier s’initie vers la deuxiéme semaine d’4ge avec la mort physiologique des
cellules B (Turley et al., 2003). Des antigénes d’ilots vont étre relargués, capturés et aprétés par
les CPA dans les ganglions drainant le pancréas. Au sein des ganglions des LT auto-réactifs
vont s’activer face a ces auto-antigenes. Ce phénoméne correspond au début de I’initiation de
Iinfiltration pancréatique (Melli et al.,, 2009). D’ailleurs une ablation des ganglions
pancréatiques de souris agees de trois semaines permet la prévention du diabéte, montrant
I’importance des ganglions pancréatiques dans I’initiation de la maladie (Gagnerault et al.,
2002). Toutefois, d’autres études ont montré que I’activation de LT CD8" se ferait directement
dans le pancréas (Wang et al., 2010b). Les lymphocytes infiltrant sont probablement enrichis
en cellules spécifiques d’antigénes d’ilots, tels que I’insuline ou IA-2 (Wen et al., 1998).
Pendant cette période de plusieurs semaines, 1’insulite progresse et se répartit dans la majorité
des Tlots pancréatiques. Celle-ci est contrblée par différents mécanismes de tolérance et ne

conduit pas toujours a la maladie chez la NOD.
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Le deuxiéme “check-point ” apparait lorsque la masse de cellules B fonctionnelles est
inférieure a 20%, les signes cliniques apparaissent. Dans ce cas, 1’insulite devient pathogéne.
De fagon notable, I’environnement inflammatoire perturberait la production d’insuline par les
cellules B sans les tuer pour autant. D’ailleurs, a ce stade il est possible d’observer une
rémission du diabéte si I’inflammation est stoppée (voir article 3). De plus il semblerait que
de nouvelles cellules B puissent se différencier a partir de précurseurs présents dans le
pancréas (Xu et al., 2008). En effet, il a été retrouvé chez la souris adulte des progéniteurs
exprimant la neurogénine 3 qui présentent la capacité a se différencier en cellules B
pancréatiques. D’autres études ont observé une capacité proliférative des cellules  en réponse
a I’inflammation chez la souris NOD (Dor et al., 2004).

Notons que chez I’homme aussi lors de 1’apparition des premiers signes cliniques, 60 a
90% des cellules B sont détruites ou non fonctionnelles. Ces cellules B restantes sont
importantes car elles peuvent permettre une rémission transitoire chez 60% des patients aprés
le début du traitement a ’insuline. Cette phase est appelée “Honey Moon” lune de miel. Les
mécanismes mis en jeu dans I’amélioration du fonctionnement des cellules 3 sont encore mal
connus, mais il semblerait qu’un stimulus continu épuise ces cellules. Ainsi, I’apport exogéne
en insuline permettrait une amélioration fonctionnelle des cellules 3. Ce point de rupture offre
une courte fenétre thérapeutique pendant laquelle les Tlots résiduels ont la capacité de produire

une quantité suffisante d’insuline pour rétablir la glycémie (Chatenoud and Bluestone, 2007).

C : Les facteurs immunologiques responsables du DT1.
1 : Les facteurs génétiques du DT1.

De nombreuses études montrent I’implication de facteurs génétiques dans le
développement du DT1. Par exemple chez 1’homme, si un sur deux jumeaux homozygotes est
atteint de DT1, son frere a un risque de 50% de développer la maladie (Concannon et al.,
2009). Ces derniéres années, plusieurs études d’analyse du génome de diverses cohortes de
sujets sains et malades ont permis d’identifier de nombreux genes potentiellement impliqués
dans la maladie. On dénombre aujourd’hui jusqu'a 50 loci IDD (Insuline Dependent Diabetes)
(Polychronakos and Li, 2011) qui conferent une susceptibilité au DT1. Parmi ces loci, de

nombreux genes de I’immunité ont été identifiés (Figure 19).

l1a : Les facteurs génétiques associés aux genes du CMH.
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En 1974 une premiére région génique du CMH nommee IDDM1 (Insulin Dependant
Diabetes Mellitus 1), située sur le chromosome 6p21 a été identifiée chez ’homme (Nerup et
al., 1974). Plus tard, des études ont précisé que certains alléles du géne du CMH-I11 conferent
une prédisposition au DT1 (Aly et al., 2006; Undlien et al., 1997). Le locus du CMH contribue
approximativement & 40% de la susceptibilité au DT1, il représente le géne majeur de
sensibilité a cette maladie. Certains de ces différents alléles codent pour des résidus d’acides
aminés : sérine, alanine ou valine de la position 57 du DQB du CMH II. Cette variation
peptidique peut diminuer 1’affinité d’interaction entre le p-CMH Il et le TCR ou peut former
un complexe p-CMH instable (c’est le cas pour ’haplotype HLA DQ8), ce qui pourrait altérer
la sélection négative dans le thymus. Par exemple chez ’homme, 1’analyse de la répartition
allélique a montré que 30 a 50% des patients atteints de DT1 présentent un haplotype
hétérozygote DR3/4-DQ2/8. La corrélation entre I’haplotype du CMH-II et le DT1 fut
confirmée chez la souris NOD exprimant un de ces alléles humains (Wen et al., 2000). De
facon notable, & I’état basal la souris NOD posséde une molécule de CMH-II IAY trés
similaire au CMH-1I humain HLA DQ8 (Suri et al., 2005). Enfin, il existe aussi des formes
alléliques des genes du CMH-I1I qui conférent plutdt une protection du DT1. Parmi les loci
DRB1, DQA1 et DQB1 certains alleles sont plutdt protecteurs comme par exemple 1’alléle
DQ6 (Erlich et al., 2008).

Il semble que certains haplotypes du CMH-I sont également associés a une
prédisposition au DT1. Apres avoir pris en compte la forte influence du CMH-II, une étude a
mis en évidence que les alleles exprimés pour les genes HLA-A et HLA-B peuvent aussi étre
associés a une préedisposition au DT1 (Nejentsev et al., 2007). Comme pour le CMH-I1, il existe
des alléles qui sont associés a la maladie, tels que HLA-B/39:06, et d’autres qui conférent
plutdt une protection du DT1 tels que le HLA-B/57:01 (Noble et al., 2010). En ce qui concerne
le HLA-A, I’haplotype HLA-A24 a été particulierement étudié. Celui-ci est positivement

corrélé avec les prédispositions au DT1 (Mbunwe et al., 2013).

1b : Les principaux autres loci.

Par le biais d’analyses génomiques et de méta analyses, d’autres genes de
susceptibilité au DT1 ont été mis en évidence tels que : I’insuline (IDDM2), le CTLA-4
(Idd5.1), I’IL-2, I’'IL-21 (l1dd3), et probablement une phosphatase PTPN22, ou encore IFIH1

(Interferon-Induced Helicase 1) (Barrett et al., 2009) (Figure 19)... Le rdle de certains de ces
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genes, comme celui de ’insuline, a été observé également dans un modele murin celui de la
souris NOD (Nakayama et al., 2005). Chez 1’homme, une cartographie du locus IDDM2 a
montré que cette prédisposition résidait dans le polymorphisme d’un nombre variable de
répétitions en tandems (VNTR) (Bennett et al., 1995). Ces travaux suggerent qu’un faible
nombre de répétitions de ces VNTR sur le locus IDDM2 conduit & une faible expression de
I’insuline dans le thymus, entrainant une diminution de la sélection négative des LT
spécifiques de I’insuline.

Parmi ces loci, celui de I’IL-2 et du CTLA-4 sont impliqués dans la biologie des Treg,
ce qui suggeére un réle important de ces cellules dans cette pathologie chez I’homme. Le réle
d’idd3 chez la souris est montré par une expérience élégante : des souris NOD dont le locus
idd3 a été remplace par celui de la souris C57BL/6 ne développent plus de diabete (Sgouroudis
et al., 2008). Le role de ce locus codant pour I’IL-2 dans la susceptibilité au DT1 a aussi été
démontré chez I’homme. En effet deux single-nucléotides polymorphirsm ” (SNP) du locus
contenant 1’IL-2 sont associés a la susceptibilité au DT1 (Todd et al., 2007). De méme le locus
IDDM10 codant pour la chaine a du récepteur a I’'IL-2, le CD25, présente aussi une
susceptibilité au DT1 (Vella et al., 2005). Ainsi les variants génétiques de la voie de
signalisation de I’IL-2 semblent jouer un role important dans le DT1. Le locus idd5
participant a I’expression de CTLA-4 présente 4 sous régions nommés respectivement idd5.1,
idd5.2, idd5.3 et idd5.4. Les femelles NOD présentant un locus idd5.1, 5.2, 5.3 de souris
C57BL/6 ont une incidence de diabéte de 25% au lieu de 80% (Hunter et al., 2007). D’ailleurs
une étude récente observe que le remplacement combiné des deux loci, idd3 et idd5, permet
de prévenir le diabéte associé a une réduction presque totale de I’insulite (Lin et al., 2013)).

Le facteur IFH1 est une hélicase qui reconnait les ARN double brin viraux. Son
activation induit une forte production d’IFN-y. Selon les variants polymorphiques du géne de
IFH1, il a été observé une susceptibilité au DT1 (Nejentsev et al., 2009; Winkler et al., 2011). De
plus, un autre locus associé a I’immunité antivirale a été identifié comme présentant une
susceptibilité au DT1. En effet ce locus code pour différentes protéines dont 1’ interferon
regulatory factor 77 (IRF 7). Des études de méta-analyses suggérent qu’un SNP de ce géne
présente une susceptibilité au DT1 (Heinig et al., 2010).

Le géne PTPN22 code pour une protéine tyrosine phosphatase LYP (LYmphoid

tyrosine Phospatase). Les variants alléliques de cette protéine conférent une susceptibilité a
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Figure 20. Nouveaux cas de diabéte de DT1 répertoriés dans le monde, chez les enfants
de moins de 14 ans en 2011, et comparaison avec I’incidence de diarrhée chez I’enfant.
D’aprés IDF Diabetes Atlas, 4th Edition. En haut est représenté le nombre de nouveaux cas
d’enfants diabétiques dans le monde, en bas la prévalence de diarrhée chez I’enfant dans le
monde. On notera que ces deux répartitions sont selon un axe nord sud opposées (Bach and

Chatenoud, 2012).



diverses maladies auto-immunes telles que le DT1 (Bottini et al., 2004; Cooper et al., 2008;
Smyth et al., 2004). La protéine LYP est un important régulateur négatif de la voie de
signalisation induite par le TCR (Wu et al., 2006). Cependant son mécanisme d’action est
controversé et reste a définir: une perte fonctionnelle de cette protéine provoque une
diminution de I’activation des LT auto-réactifs, alors qu’un gain fonctionnel diminue la
sélection négative les LT auto-réactifs pendant le développement thymique (Bottini et al.,
2006).

Enfin, par I’utilisation de différentes souches congéniques de souris NOD, d’autres
loci ont été mis en évidence comme le locus IDDB, situe sur une région du chromosome 6, qui
porte ce géne de susceptibilité au DT1 (Rogner et al., 2001). Le locus idd6 jouerait sur

’activation des Treg (Rogner et al., 2006).

2 : Les facteurs environnementaux.

Bien que I’apparition du DT1 semble étre contrélée par des facteurs génétiques, ils
n’expliquent pas tout. En effet, il existe plusieurs cas répertoriés ou malgré une forte
prédisposition génétique, les individus ne développent pas de DT1 (Steck et al., 2009). De plus
la concordance de DT1 entre jumeaux homozygotes n’est que de 50%. De fagon notable,
I’incidence du diabete augmente chaque année dans les pays industrialisés et il semble que
cette augmentation repose sur des facteurs environnementaux. On distingue parmi ces

différents facteurs : les facteurs hygiéniques, les facteurs viraux, bactériens...

2a : La théorie de ['hygiene.

La théorie de I’hygiéne s’intéresse aux effets de la réduction de 1’exposition aux
micro-organismes dés I’enfance sur I’incidence des maladies auto-immunes et des allergies
dans nos sociétés développées (Figure 20). Cette stimulation immunitaire réduite face aux
agents pathogenes induirait une dérégulation du systéme immunitaire et favoriserait 1’auto-
immunité. Plusieurs exemples appuient cette hypothese : les travaux de Leibowitz et ses
collaborateurs ont montré que plus le niveau d’hygiene est elevé, plus I’incidence de la
sclérose en plaques (SEP) augmente (Leibowitz et al., 1966). Une étude a montré que plus
I’individu est jeune au moment du contact avec ces agents pathogénes, plus I’effet protecteur

sur le diabete est marqué (McLeod et al., 2011). D’autre part, I’incidence du diabéte est
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Environmental changes relevant to decreased immunoregulation in urban populations
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Figure 21. Schéma représentant les facteurs environnementaux. L’environnement peut
affecter la susceptibilité¢ au DT1. Ainsi I’alimentation, la prise d’antibiotiques, les conditions
d’hygieénes changent la flore intestinale et réduisent les risques d’infections parasitaires. Ces
facteurs peuvent jouer sur I’activation du SI et donc sur I’incidence du DT1. D’autre part,
d’autres facteurs environnementaux peuvent étre associés a la maladie comme le déficit en
vitamine D, et certains polluants. Issu de (Rook, 2012).



inversement corrélée avec celle de la diarrhée chez I’enfant (Figure 20). Des données
similaires ont été obtenues chez la souris NOD (Bach, 2002). Par exemple, une prévention
compléte du diabete est obtenue lorsque les souris NOD sont infectées par des parasites ou
des schistosomes (Zaccone et al., 2009). Ce phénoméne s’expliquerait par le fait
qu’uneinfection précoce et chronique par des bactéries et des parasites intestinaux, les

helminthes induiraient une immuno-régulation.

2b : Effet du microbiote et d’autres facteurs.

Le role de la flore intestinale, ou du microbiote, fait 1’objet de nombreuses recherches
actuellement. Chez la souris NOD, I’administration d’un lactobacille les protége contre le
diabéte (Aumeunier et al., 2010). Cette protection serait en partie causée par une augmentation
des iTreg (Di Giacinto et al., 2005) (Figure21). D’ailleurs, plusieurs études ont montré une
réduction du taux de Treg dans I’intestin de souris présentant une absence de bactéries
commensales (Chinen et al., 2010). Il semble que la présence de Clostridium permette
I’activation et I’induction des Treg (Atarashi et al., 2011; Geuking et al., 2011).

D’autres travaux menés par le groupe de D Litman montrent que la seule présence
d’une bactérie appelée SBF (Segmented Filamentous Bacteria) suffit & perturber le microbiote
entrainant une activation des lymphocytes Th-17 (lvanov et al., 2009). D’ailleurs la présence de
cette bactérie induit aussi une protection contre le DT1 (Kriegel et al., 2011).

L’incidence du diabéte des femelles NOD contenant la SBF est de seulement 20%
contre 80% chez les témoins. Une autre étude a montré qu’en transférant le microbiote
intestinal de femelles a des males, les males deviennent alors plus susceptibles au DT1. Ces
données suggerent que le microbiote influence sur I’incidence du DT1, en partie en modulant
les taux d’hormones sexuelles (Markle et al., 2013).

Ces dernieres années, de nombreux travaux ont montré que certains composants
environnementaux non infectieux influencent I’incidence du diabéte. C’est le cas de la
vitamine D, du gluten, des antibiotiques ou encore du lait de vache. La vitamine D est connue
pour étre un inhibiteur de la différenciation des DC et par conséquent de la réponse immune.
D’ailleurs, ’administration de vitamine D diminue I’incidence du diabéte chez la souris
(Mathieu et al., 1994). Le lait de vache, plus particuliérement 1’ovalbumine qui le compose,

serait un facteur aggravant 1’auto-immunité. Un des mécanismes serait que les anticorps anti-
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Figure 22. Représentation schématique de ’effet inducteur ou protecteur des virus sur
I’induction du DT1 Les virus peuvent participer a la pathogénese par différents mécanismes,
soit en induisant une forte inflammation produisant des cytokines potentiellement dangereuses
pour les cellules B, en orientant la réponse immune vers un profil Thl pathogene, ou
simplement par mimétisme moléculaire entre antigénes microbiens et auto-antigénes.
Cependant, certaines infections pourraient avoir un effet protecteur via I’induction de Treg, en
diminuant la capacité des CPA a présenter les auto-antigénes ou en favorisant 1’activation de
pDC tolérogénes. Issu de (Ghazarian et al., 2013).



OVA présentent une réactivité croisée avec 1’antigéne ICA-1 des cellules B (Karjalainen et al.,
1992). Toutefois ces données sont controversées dans la mesure ou I’incidence du diabéte est
identique chez les nouveau-nés NOD ayant recu du lait de vache ou du lait maternel (Paxson

et al., 1997).

2¢ : Le diabéte a-t-il une origine virale ?

Nous avons vu préalablement que certains facteurs genétiques du DT1 tels que I’lFH1
et 'IRF7 peuvent jouer un role dans la réponse immune aux infections virales. Ces données
appuient I’hypothése d’une origine virale possible du DT1. Les virus peuvent favoriser
I’induction de la maladie par différents mécanismes tels que : (i) le mimétisme moléculaire ou
les antigénes viraux pourraient présenter des similitudes avec les antigénes pancreatiques ; (ii)
I’activation du systéme immunitaire par des virus qui stimuleraient des LT auto-réactifs, par
effet « bystander »; (iii) I’augmentation du taux d’auto-antigénes provoqué par la mort des
cellules B consécutive a I’inflammation provoqué par une infection virale dans le pancréas
(Figure 22).

De nombreux virus pourraient potentiellement déclencher un DT1 comme les
rotavirus, le cytomegalovirus (CMV) ou les entérovirus. Certaines de ces protéines virales
possédent une forte homologie de séquences peptidiques avec les auto-antigenes du pancréas.
Il y aurait une activation des LT auto-réactifs par mimétisme moléculaire, initiant la
pathologie. Par exemple 1’équipe de Honeyman a montré que suite a une infection avec un
rotavirus, ils observent une corrélation positive entre 1’apparition d’IgG antivirales et d’auto-
anticorps (Honeyman et al., 2000). D’autre part chez ’homme, une étude récente a démontré
que le CMV peut infecter directement les cellules B, causant une réaction inflammatoire
locale (Smelt et al., 2012). La famille des entérovirus, et particuliérement les virus Coxsackie
seraient des candidats sérieux a I’induction du DT1. Les virus Coxsackie de souche B4 ont été
décrits pour leur capacité a infecter les thymocytes, perturbant ainsi le répertoire T, et
précipiteraient le diabéte chez la souris (Chatterjee et al., 1992). De plus, plusieurs études ont
montré que les virus Coxsackie présentent une protease virale 2C qui a une forte homologie
de sequence avec GAD 65, un antigene contre lequel il y a un grand nombre d’auto-anticorps
produits (Lehuen et al., 2010).
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Par ailleurs, il semble que certains virus pourraient également présenter un role
protecteur du diabéte. En effet, le contact répété avec les virus permettrait le contréle de
I’inflammation dans le pancréas (Bach, 2002). De plus, la majorité des infections virales
déclenchent une activation des Treg (Diana et al., 2011). Dans les années 1990, les travaux de
Olstone démontrent que I’infection de souris NOD par le LCMV prévient le développement
du DT1 (Oldstone, 1988). Plus tard, d’autres équipes ont proposé plusieurs explications pour ce
phénomene. Il y aurait une inhibition du recrutement des LT dans le pancréas (Christen et al.,
2004) une activation des INKT (Laloux et al., 2001) et des pDC tolérogenes dans le pancréas et
les ganglions drainants (Diana et al., 2009).

Toutefois, aucune donnée épidémiologique n’a pu confirmer une origine virale du DT1
chez I’homme, ce qui remet en question qu’une telle infection soit un facteur majeur du

déclenchement de la maladie.

D : Les principaux acteurs cellulaires du diabéte.

Le developpement du DT1 implique une interaction complexe entre le systeme
immunitaire inné et adaptatif. Nous avons abordé précédemment le réle multifactoriel de
facteurs environnants ou génétiques qui peuvent jouer sur I’activation du systéme
immunitaire. Elle s’effectue en plusieurs étapes : initiée par les cellules de I’'immunité innée
puis amplifiée par le systétme immunitaire adaptatif. L’induction de la maladie requiert
I’intervention des LT CD4 et CDS8 (Figure 23, 24).

1 : Les cellules de l’immunité innée.

Les cellules de I’'immunité innée ont la capacité d’orienter le type de réponse en
synthétisant des cytokines pro-inflammatoires ou immuno-régulatrices. Par conséquent elles

ont un r6le ambivalent dans le développement du DT1.

la: Le réle des macrophages.

Chez la souris NOD, vers 2-3 semaines d’age, il a été observé une vague de mort des
cellules B, ce qui a pour conséquence une augmentation de la présentation d’auto-antigénes.
Dans les annees 1990, une premiére étude a mis en évidence le rble pathogéne des
macrophages infiltrant le pancréas. En effet 1’administration d’un anticorps bloquant une

molécule d’adhésion spécifique des macrophages, le CR3, prévient I’apparition du DT1
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Figure 23. Interaction entre les cellules immunitaires et les cellules g. Les TLR (Toll-like
Receptor) sont exprimés par les cellules B dans le but de détecter les produits microbiens.
Pendant I’inflammation, les macrophages, DC, NK, et les LT pathogénes vont sécréter de
I’IL-12, I’IL-1-B, I’IFN-y et du TNF ce qui peut provoquer 1’apoptose des cellules . Les
cellules B vont aussi sécréter des chimiokines attirant les macrophages et autres cellules
immunitaires. Les NK se fixent aux cellules B par I’intermédiaire de NKG2D/ RAE1 ou
NKp46 et son ligand ce qui peut provoquer leur dégranulation. Enfin les cellules B expriment

aussi FAS et PDL-1 provoquant soit I’induction de la tolérance, soit I’apoptose des LT. Issu
de (Lehuen et al., 2010).



(Hutchings et al., 1990). D’autres travaux menés in vivo et in vitro ont montré que les
macrophages peuvent induire directement la mort des cellules B en sécrétant des cytokines
pro-inflammatoires comme le TNF, I’IL-1-B et des dérivés réactifs oxygénés (ROS) (Arnush
et al., 1998; Uno et al., 2007). De facon intéressante, les macrophages pro-inflammatoires sont
recrutés dans le pancréas avant méme I’infiltration des LT (Dahlen et al., 1998). Le
recrutement de ces macrophages au site de I’inflammation serait induit par la présence de
CCL-1 et CLL-2 produits en partie par les flots (Cantor and Haskins, 2007; Martin et al., 2008).
D’apres ces études les macrophages auraient un réle initiateur dans le DT1. D’autre part, les
macrophages ont la propriété de sécréter de I’'IL-12, ce qui active les LT Thl et CD8
cytotoxiques (CTL) participant a la destruction des cellules B (Jun et al., 1999).

L’ensemble de ces études montre que les macrophages ont un effet néfaste sur le
pancréas a différents niveaux, soit en secrétant des cytokines déléteres pour les Tlots, soit en
recrutant et en présentant les auto-antigénes aux LT pathogénes. Toutefois certains travaux
ont montré que les macrophages auraient un réle protecteur du DT1 (Yin et al., 2010). L’équipe
de D Mathis et C Benoist a mis en évidence une population de macrophages régulateurs
infiltrant le pancréas. La présence de ces cellules vers 6-10 semaines déterminerait si les

souris vont devenir diabétiques ou pas (Fu et al., 2012).

1b : Les NK.

D’une fagon générale les cellules NK sont connues pour leur propriété antivirale et
leur capacité a tuer les cellules tumorales. Parmi les mécanismes d’action des NK on retrouve
aussi I’importance de la sécrétion de cytokines, comme I’IFN-y, ou des propriétés
cytotoxiques. Pourtant ces cellules jouent un rdle a la fois positif et négatif dans le DT1.

En effet, les NK recrutées dans le pancréas participeraient directement ou indirectement
a I’induction du diabete en agissant sur les cellules B. D’ailleurs la proportion de NK infiltrant
le pancréas de la souris NOD est de I’ordre de 1 a 3 % de ’infiltrat, ce qui est assez important
(nos données) (Alba et al., 2008; Feuerer et al., 2009b). Les NK isolées du pancréas de ces
souris présentent un phénotype plus activé que celles issues de la rate ou des ganglions
pancréatiques. En effet ces cellules expriment plus fortement le CD69, le PD-1, le KLRG1
(Killer cell lectin like receptor group G-1) mais aussi le CD107 qui est un marqueur de
dégranulation. De plus, une étude a montré que I’inhibition des NK par un anticorps bloquant

un récepteur spécifique, le NKp46, prévient I’apparition du diabéte. Dans cette étude, les
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Figure 24. Mécanismes cellulaire et moléculaire du développement ou de la
prévention du DT1. Dans un premier temps les cDC vont migrer dans le pancréas,
capturer les auto-antigénes et les présenter aux LT pathogeénes. L’activation de ces LT peut
étre inhibée via I’interaction de PD-1/ PDL-1 ou par I’intervention des Treg. Les iNKT
favorisent le recrutement des DC tolérogenes et des pDC ce qui provoque 1’activation des
Treg. Les LB vont aussi intervenir dans I’induction du DT1 en présentant les auto-
antigénes mais aussi en produisant des auto-anticorps (non représenté). Les NK et les
macrophages peuvent aussi induire 1’apoptose des cellules B respectivement par la
sécrétion d’IFN-y ou par lyse directe et par la sécrétion de TNF, IL-1-f ou d’oxide
nitrique. Issu de (Ghazarian et al., 2013).



auteurs mettent en évidence que les NK interagissent directement avec les cellules B via le
ligand de NKp46 (Gur et al., 2010). Les NK peuvent aussi entrer en contact avec les cellules B
via le ligand de NKG2D, le RAE-1 (Retinoic Acide Early Transcript 1), causant
potentiellement la destruction des cellules B. L’ensemble de ces données montre le role
pathogene des NK dans le DT1.

Toutefois, d’autres travaux contredisent ces observations et indiquent que les NK
auraient un role plutét protecteur. Ex vivo les NK issues des organes lymphoides de souris
NOD ou de sang de patients auraient une fonction altérée (Ogasawara et al., 2003; Rodacki et
al., 2007). L’hypothéese est que le défaut fonctionnel des NK serait présent avant 1’apparition
de la maladie et par consequent leur role dans le DT1 ne serait que secondaire. De plus, chez
les patients atteints de sclérose en plaques, il a été décrit que la proportion de NK CD56"9"

serait associée a un bon pronostic (Bielekova et al., 2006).

1c : Les NKT.

Selon le type de NKT, ces cellules peuvent étre néfastes ou protectrices du DT1. En
effet les INKT CD4+ seraient plutdt protectrices alors que les iINKT17 participeraient a
I’initiation de la maladie. D’ailleurs les souris NOD possédent plus de iNKT que d’autres
souches murines ne faisant pas de DT1. Le role protecteur des iINKT CD4" se ferait en
orientant la réponse immune vers un profil TH-2 (Beilke et al., 2005). De plus, une étude a
démontré dans un modele de diabéte in vivo-induit par le virus “ Lymphocytic Chorio-
Meningitis Virus ” (LCMV) que les iINKT activent la sécrétion de TGF-p par les pDC. Ce qui
favoriserait 1’induction de iTreg et préviendrait 1’apparition du DT1 (Diana et al., 2011).
Toutefois chez I’homme, le role de ces cellules est moins évident. En comparaison avec des
sujets sains, les patients atteints de DT1 présentent un nombre variable de iINKT CD4+ou
INKT17 a la periphérie (Lee et al., 2002). Un autre type de NKT, les NKT de type Il
reconnaissent des antigenes lipidiques via le CD1d mais possédent un TCR plus varié que
leurs homologues (Kadri et al., 2008). Ces cellules présenteraient un role protecteur du DT1.
Une étude récente a montré que le transfert adoptif de ces NKT de type Il permet la
prévention du DT1. Cette prévention dépendrait de I’interaction de ICOS/ICOS-L et de PD-1,
PDL-1 (Kadri et al., 2012).

1d : Les cellules dendritiques.
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Les DC présentent également un réle ambivalent dans la physiopathologie du DT1.
Les DC captureraient et présenteraient des antigénes d’ilots pancréatiques aux LT pathogénes.
D’ailleurs cette hypothése fut testée dans un modele de souris transgénique exprimant une
glycoprotéine du LCMV sous le controle du promoteur de I’insuline de rat : RIP (“Rat Insulin
Promotor 7). Dans ce modele, ’injection répétée de DC conventionnelles exprimant un
épitope immuno-dominant de cette glycoprotéine aboutit & une destruction massive des Tlots
pancréatiques induite par les CTL (Ludewig et al., 1998). D’autres études ont montré que les
antigenes libérés par la destruction des cellules B sont capturés par les DC et présentés aux
LT. Il en résulte une activation des LT pathogénes (Marleau et al., 2008). En 1’occurrence, la
mort initiale des cellules B serait physiologique ou causée par des infections virales. (von
Herrath et al., 2003). De fagon notable, une sous-population de DC, les pDC, a la capacité
d’étre activée par les ARN viraux, ce qui induit la production de cytokines pro-inflammatoires
telles que I’'TFN-a et I’IL-12 (Reizis et al., 2011). D’ailleurs, chez la souris NOD, une étude a
montré que I’avancement du DT1 est positivement corrélé avec 1I’augmentation des pDC dans
les ganglions drainants et & I’augmentation de la production d’IFN-y (Li et al., 2008). De plus,
une étude récente a montré que, par I’intermédiaire des LB et des neutrophiles, les pDC IFN-
o’ sont initiateurs du DT1 (Diana et al., 2013).

En revanche, d’autres études suggérent que les patients présentant une altération
fonctionnelle des DC peuvent développer un diabéte (Wang et al., 2010a). Cette étude remet en
cause les hypotheses précédentes. En effet, le traitement des souris NOD avec le G-CSF
mobilise les DC et prévient le DT1. D’ailleurs, cette étude montre une augmentation des pDC
et des DC dans la rate aprés traitement au G-CSF (Kared et al., 2005). Les DC participeraient a
la tolérance en activant les Treg par la production de TGF-f et par d’autres mécanismes
abordés précédemment, comme I’engagement de la voie PD-1 ou ICOS ...

En resume, les DC ont un rdle ambivalent dans la physiopathologie du DTL1. lls

peuvent a la fois participer a ’activation des LT auto-réactifs mais aussi favoriser les Treg.
le: Les neutrophiles.

Des études récentes suggérent que les neutrophiles participeraient a I’initiation du
DT1. En effet chez la souris NOD agée de quelques semaines, il a été observé une

augmentation des neutrophiles dans le pancréas (Diana et al., 2013). Chez I’homme, une autre
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étude montre une augmentation de ces cellules dans le pancréas de patients nouvellement
diabétiques (Valle et al., 2013). Ces données suggerent que les neutrophiles pourraient

participer a la destruction des cellules f et a I’initiation de la maladie.

2 : Les lymphocytes B, et les anticorps anti-ilots.

L’infiltrat pancréatique des souris NOD contient une forte proportion de LT mais aussi
de LB. Le r6le des LB dans le diabete est cependant debattu (Pescovitz et al., 2009). Chez les
souris NOD, I’injection d’un anticorps déplétant les LB prévient la maladie et a méme un
effet curatif (Hu et al., 2007). Chez I’homme un essai clinique récent montre que le traitement
par un anticorps anti-CD20 déplétant, le rituximab, semble avoir un effet bénéfique sur le
DT1 (Herold et al., 2011). Cependant des résultats complémentaires sont nécéssaires. Les LB
pourraient participer a la pathogéneése par différents mécanismes : (i) Les LB sont des CPA,
connus pour leur capacité a présenter les auto-antigénes aux LT auto-réactifs (Bouaziz et al.,
2007; Brodie et al., 2008), (ii) ils participeraient a I’initiation du DT1 (Diana et al., 2013), (iii)
les LB activés produisent des auto-anticorps potentiellement néfastes pour le DT1. En ce qui
concerne les auto-anticorps produits par ces cellules comme I’I-A2 (Insulinome Antigen
Associated 2), I’insuline, GAD 65 et le ZnT8 (Zinc Transportor 8) sont détectés généralement
avant 1’apparition du diabéte clinique chez I’homme. La détection de ces auto-anticorps est
d’ailleurs utilisée en clinique pour le diagnostic ou la prédiction du DT1. Toutefois chez la
souris NOD, seuls les anticorps anti-insuline ont été clairement définis comme cible
spécifique. Ces auto-anticorps peuvent détruire les cellules B par “antibody dependent cell
cytolysis > (ADCC) ou participer a la présentation antigénique en se complexant avec les
auto-antigénes (Harbers et al., 2007). Une étude a montré dans la souris NOD que la
transmission d’anticorps auto-réactifs par le lait maternel augmente les risques de développer
un DT1 (Greeley et al., 2002). Inversement, I’injection d’immunoglobulines de souris
diabétiques a des souris NOD deficientes en LB n’induit pas de DT1 (Wong et al., 2004). Cette
donnée suggére que les auto-anticorps en soi n’ont pas de role pathogéne majeur. Enfin, dans
le but de déterminer le rdle de ces auto-anticorps, une équipe a créé une souris transgénique
dont les LB expriment des IgM non sécrétoires. Ces souris développent une insulite et un

DT1, confirmant le réle secondaire des auto-anticorps dans le DT1 (Wong et al., 2004).

3 : Les LT spécifiques du pancréas.
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Les LT spécifiques d’antigénes d’ilots sont des acteurs essentiels de la destruction des
cellules B. Une des premiéres mises en évidence du role des LT CD4" et CD8" dans le DT1 a
été réalisée en transférant des LT issus de NOD a des hbtes de méme fond génétique
immunodéficients (NOD.scid) (Christianson et al., 1993).

Dans le DT1, ces LT reconnaissent une grande variété d’auto-antigenes, tels que
I’insuline, GAD, la chromogranine A ou “Islets-Glucose-6-Phosphatase catalytic submit
related Protein > (IGRP). D’ailleurs, le transfert adoptif de clones T spécifiques d’antigénes
pancréatiques est capable d’induire un diabete chez la souris NOD (Stadinski et al., 2010;
Zekzer et al., 1998). De fagon schématique, 1’activation des LT CD8" auto-réactifs peut se faire
dans le ganglion drainant (Lennon et al., 2009) ou directement au sein du pancréas (Wang et al.,
2010b). Une fois les LT CD8" activés par les APC, les CTL vont participer & la destruction des
cellules B, soit par la libération de perforine et granzyme, soit par FAS. Les LT CD4+ comme
les LT CD8" peuvent aussi détruire directement les cellules p grice a la sécrétion de cytokines
toxiques comme I’IFN-y ou le TNFa. En réponse a I’'IFN-y et a I’IL-1, les cellules  vont
exprimer plus fortement FAS ce qui augmente leur sensibilité a étre détruites par les LT
pathogenes (Amrani et al., 2000). De plus dans des conditions inflammatoires, les cellules 3
vont exprimer le TNFR-1. Une délétion de I’expression de ce récepteur a la surface de ces
cellules les protége de I’attaque auto-immune (Pakala et al., 1999).

Toutefois, il semble que les LT CD8" nécessitent le “help” des LT CD4"pour
s’activer et induire le diabéte. En effet plusieurs études appuient cette hypothése. Par
exemple, dans un modeéle de souris NOD, le transfert adoptif de LT CD8" spécifiques d’un
antigéne d’ilots pancréatiques ne peuvent pas migrer dans le pancréas en 1’absence de LT
CD4" (Verdaguer et al., 1997). En revanche une autre étude a montré que les LT CD8" issus de
souris transgéniques présentant un TCR spécifique d’ilots pancréatiques sont capables
d’induire le DT1 méme en absence des LT CD4" (Graser et al., 2000).

Enfin des études récentes ont montré que, parmi ces LT CD4+, les Th-17 pouvaient
avoir un rble dans le développement de la maladie a la fois chez I’homme et chez la souris

(Emamaullee et al., 2009; Honkanen et al., 2010; Lee et al., 2013; Mensah-Brown et al., 2006).

4 : Le rOle des Treg dans le contréle de ’auto-immunité.

Chez la souris NOD, I’infiltrat commence dés 2 semaines de vie mais les souris

deviennent diabétiques bien plus tard. Le temps trés long entre le début de I’insulite et le
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diabete clinique est d0 & de nombreux facteurs. L’un d’entre eux est le ralentissement de
I’évolution pathogénique du DT1 par les Treg. En effet, si les Treg sont déplétés vers 6-8
semaines, la maladie surgit beaucoup plus rapidement (Billiard et al., 2006). Dans un modele
de souris transgéniques TCR-BDC2.5, ou la majorité des LT est spécifique d’un antigéne
d’1lot pancréatique (Stadinski et al., 2010), celles-ci ne développent pas de DT1 (Katz et al.,
1993). Pourtant le pancréas de ces souris présente une insulite importante. Ces données
suggerent que dans ces souris les Treg pourraient controler la tolérance. Cette hypothese fut
confirmée avec la création du modele TCR-BDC 2.5x SCID. Ces souris ne possédent pas de
Treg et développent ainsi un diabéte fulminant (Kanagawa et al., 2002). Plus réecemment, chez
les souris TCR-BDC2.5 x Foxp3°™® dans lesquelles les Treg peuvent étre déplétés aprés
I’injection de toxine diphtérique, on observe une trés forte destruction de leurs cellules
seulement deux jours apres la déplétion des Treg. De facon intéressante, dans ce modele
murin, la disparition des Treg provoque une forte activation des cellules NK puis
secondairement des LT CD4 (Feuerer et al., 2009b).

Pour quelle raison la régulation du DT1 par les Treg est-elle insuffisante pour prévenir
le diabéte dans certains animaux ? Plusieurs facteurs pourraient expliquer ce phénomene,
comme une diminution de la proportion de Treg avec 1’age (Chatenoud and Bach, 2005).
Cependant, d’autres travaux menés montrent le contraire avec une augmentation de la
proportion et de la prolifération des Treg dans les ganglions drainants et le pancréas a
I’apparition des symptomes (Mellanby et al., 2007; Tang et al., 2008). Un autre facteur serait
une diminution de la fonction suppressive des Treg au cours du temps mais la aussi les
données sont discordantes. In vitro, les Treg issus de souris pré-diabétiques ou diabétiques
semblent trés bien supprimer les Tconv (D'Alise et al., 2008; You et al., 2005). En revanche, in
vivo, les Tconv diabétogénes injectés a des souris agées de 4 a 8 semaines sont supprimés par
les Treg endogeénes; alors que des résultats opposés sont obtenus avec des souris agées de 16
semaines (Gregori et al., 2003; Pop et al., 2005). Enfin, un dernier facteur serait que les Tconv
deviennent réfractaires a la suppression des Treg. D’ailleurs les Tconv des souris NOD
s’activent plus facilement et proliférent plus in vitro que d’autres lignées, ce qui pourrait
expliquer cette résistance (D'Alise et al., 2008). Des résultats similaires ont été obtenus chez
I’homme (Lawson et al., 2008). Du fait du role important des Treg dans la régulation de la

maladie, des essais de therapie cellulaire par I’injection de Treg induits in vitro ou naturels
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sont en cours ou a 1’étude (Battaglia and Roncarolo, 2011) (NCT01210664). On notera que

chez I’homme le role des Treg est plus difficile & mettre en évidence.

Il : Les thérapies du diabéte de type |

Aujourd’hui il existe un trés bon traitement palliatif du DT1, I’insuline ! L’ajout
d’insuline exogeéne permet de compenser 1’insulinopénie provoquée par la destruction des
cellules B des Tlots pancréatiques. Ce traitement contraignant oblige les patients a surveiller
réguliérement leur glycémie et a s’injecter plusieurs fois par jour de I’insuline, ou & avoir une
pompe a insuline avec débit programmeé. De plus, ce traitement ne prévient que partiellement
les complications associées a la maladie (Gan et al., 2012). Ainsi, plusieurs essais cliniques ont
été effectués ces derniéres années dans le but de trouver des traitements préventifs et curatifs.
Différentes stratégies ont été employées comme la greffe d’ilots pancréatiques, de pancréas,
de cellules souches, des traitements immunosuppresseurs... ICi, j’aborderai de fagcon non
exhaustive les différents essais cliniques immuno-modulateurs a visée curative. Hors greffe,
ces thérapies reposent sur le fait qu’a la déclaration de la maladie, il reste des cellules
fonctionnelles. Ces cellules P pourraient se régénérer et produire suffisamment d’insuline
pour réguler la glycémie tout au long de la vie.

Afin d’évaluer D’efficacité de ces thérapies les taux sanguins de peptide C et
d’hémoglobine glyquée sont mesurés. Le peptide C correspond a un fragment peptidique de la
pro-insuline qui est produit en méme temps que 1’insuline. La mesure de sa concentration
sérique permet d’avoir une estimation de I’insuline produite (endogéne). L’hémoglobine
glyquée (fraction HbA1c) est une valeur biologique qui permet de déterminer la glycémie
moyenne sur les 3 derniers mois.

Il existe de nombreux essais cliniques qui ont pour but de moduler la réaction immune
afin de stopper I’attaque auto réactive des cellules B du pancréas. Ces essais abordent
différentes stratégies comme par exemple les thérapies basées sur I’immunosuppression ou

encore le transfert de cellules.

A : Les thérapies antigene-spécifiques.

Le but de ces thérapies est d’augmenter le niveau de tolérance spécifique a certains

auto-antigénes impliqués dans le DT1.Chez la souris NOD, des stratégies d’induction de
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tolérance avec des peptides de I’insuline ou de GAD 65 se sont avérées efficaces (Kaufman et
al., 1993). Malheureusement, chez 1’homme, ces approches n’ont pas donnée d’effets
bénéfiques.

De nombreux essais cliniques ont ciblé I’insuline, cette protéine étant décrite chez la
souris NOD comme un des premiers antigénes initiateurs du DT1 et représentant un des auto-
antigénes majeurs chez I’homme (Keller, 1990). Un exemple d’essai clinique de phase | est la
vaccination avec la chaine B de I’insuline couplée avec un adjuvant incomplet de Freund,
chez des patients nouvellement diagnostiqués (Muir et al., 1995; Orban et al., 2010). Cette
vaccination ne présente pas de danger et permet une induction de Treg spécifiques de
I’insuline que I’on retrouve encore deux ans apres vaccination. Une autre approche consiste a
utiliser une vaccination par ADN codant pour la pro-insuline vectorisée dans un plasmide
(Bayhill Therapeutics). La stratégie de ce vaccin est d’induire une tolérance du systeme
immunitaire vis-a-vis d’un peptide de la pro-insuline (Urbanek-Ruiz et al., 2001). L’effet de
cette vaccination chez le modéle murin réside en I’induction des Treg spécifiques de
I’insuline. D’autre part, chez I’homme, ’essai clinique de phase I/Il mené chez des patients
récemment diagnostiqués ne montre pas de différence du taux de peptide C entre le groupe
placebo et le groupe traité.

Un autre essai clinique a consisté a immuniser des patients avec la protéine “ Glutamic
acid decarboxylase ” (GAD) humaine recombinante formulée avec un adjuvant, I’Alum
(Hydroxyde d’aluminium) (Diamyd Theérapeutics). En phase Il cet essai indiquait une réponse
specifique dirigée contre GAD mais le taux d’insuline utilisée et le taux d’hémoglobine
glyqué, HbA1, restent inchangés (Agardh et al., 2005; Wherrett et al., 2011). Actuellement en
phase 111, il inclut des patients ages de 10 a 20 ans, choisis pour leur fort taux d’auto-anticorps
anti GAD. Les résultats montrent une augmentation des Treg et du TGF-f mais une
diminution non significative du taux de peptide C chez les patients traités (Ludvigsson et al.,
2012).

Enfin un autre peptide d’intérét thérapeutique est le diapPep277. Ce peptide est un
composant de la protéine “Heat shock protein 60 > (HSP60) qui est connue comme étant un
auto-antigene dans le DT1 chez I’homme et la souris (Elias et al., 2006). Cependant, une étude
indique que DiaPep277 a un rdle régulateur dans la voie de signalisation des TLR (Horvath et
al., 2002). Un essai clinique de phase Il montre que le traitement par DiapPep277 préserve le

taux de peptide C chez les patients nouvellement diabétiques (Raz et al., 2007). De plus la
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thérapie cible / mécanisme | phase résultats références
Cvclosporine A subbression immune rémission observee pendant le traitement mais de séveres Assan. et al 1985;
yelosp PP effet secondaires. Bougneres. et al 1990;
ATG depletion des LT et phasell o )
. s . danger, peut causer un orage cytokinique Simon. et al 2008
Thyroglobuline/Atgam |régenération des Treg (arret)
Herold. et al 1992, Herold.
Anti-CD3 (hOKT3) (Ala- ) _ _ _ erold. etal 15=e, hero
. ) Phase I/l |preservation du taux de peptide C, Effet sur plus de 36 mois et al 2002, Herold. et al
Ala) Teplizumab Immunomodulation
2009.
des LT Phase Il
Teplizumab ase les resultats préliminaires ne montrent pas d'effet majeur Sherry. et al 2011.
(en cours)
Anti-CD3 (ChAglyCD3) Immunomodulation Phase I1/Il préservation du taux de peptide C, Effet sur plus del8 mois, Keymeulen. et al.; 2005;
Otelixizumab des LT et génération de risque de réactivation du virus EBV. Keymeulen. et al.; 2010
iTreg.
Otelixizumab phase Il |pas d'effet, dose probablement trop faible Torlex Inc mars 2011,
Anti-CD20 mAb ;i . . . R . Hu. Et al 2007, P itz.
.n I . m deplétion des LB Phase II/Ill [amelioration du taux de peptides C apres 12 mois vEta escovitz
Rituximab Et al 2009
2nt|-:‘l..-lB ( al:akmra/ atinfiammatoire. ot | PhAe Wil Mandrup-Poulsen. et al.;
anakinumab) , ‘ W En cours, les résultats preliminaires ne montrent pas d'effet 2012, Moran A. et al;
- préservation des ilots.
Anakinra I 2012
Canakinumah I
. diminution du taux de HbA-1 et des besions en insuline,
inhibition du TNF-a : . . . . T
Etanercent Anti-inflammatoire Phase I/l |augmentation du taux de peptide C mais l'inhibition du TNf Mastrandrea. et al 2009
Pt augmente les risques de contraction de la tuberculose.
Cellul h tauration d .
? ules so:lcl es res ?ura on u. . Phase I/Il |cas d'insulino-indépendance. NCT01285934
hématopoietique (CSH) |systéme Immunitaire
IL-2 / rapamycine Phase I/l |acceleration de la maladie, diminution du taux de peptide C Long SA. etal.; 2012
Immunomodulation en le premier essai visait a détecter a déterminer une dose ne
IL-2 seul Phase I/l |- P NCT01353833

favorisant les Treg.

présentant pas d'effets secondaires

Tableau 5. Liste non exhaustive des essais thérapeutiques non antigéne spécifique chez

I’homme.




préservation des cellules B est associée a une augmentation de I’'IL-10, cytokine
immunorégulatrice, aprés traitement (Huurman et al., 2008). Actuellement, cette cible est en
essai de phase Ill, les résultats preliminaires ne montrent pas d’effet chez les jeunes enfants

mais seraient plus prometteurs chez 1’adulte (Lazar et al., 2007).

B : Les thérapies non antigenes spécifiques (Tableau 5).
1:Les immunosuppresseurs classiques.

Depuis la découverte du réle du systéme immunitaire dans le DT1, de nombreux
essais ont émergé dans le but d’inhiber la réponse immune. De fagon notable, méme si
certains de ces essais n’ont pas d’effet direct sur la maladie, ils peuvent tout de méme étre pris

en considération comme traitement immunosuppresseur dans le cas de greffe d’ilots.
la: La cyclosprine A.

Un exemple de traitement immunosuppresseur est la cyclosporine A. Cette molécule
inhibe la calcineurine qui peut étre un activateur de la transcription de I’'IL-2. L hypothése
serait que le défaut en IL-2 ou d’autres cytokines activatrices inhiberait I’activation des Tconv
pathogenes. Chez la souris NOD, un traitement par la cyclosporine A induit une rémission du
diabéte. Le premier essai clinique indique une réduction du besoin en insuline mais les effets
secondaires sont importants (Feutren et al., 1986). Les essais suivants utilisant 1’ Azathioprine
ou la Prednisone (inhibiteurs de la prolifération lymphocytaire) présentent des effets positifs
sur le DT1 mais leur utilisation répétée induit de nombreux effets secondaires indésirables

limitant leur utilisation (Jenner et al., 1992).(Tableau 5)
2b : L’ATG.

Une autre approche ciblant les LT est 1’utilisation d’anticorps polyclonaux anti-LT et
anti-thymocyte. Chez la souris NOD, I’administration d’ATG prévient le diabéte et induit des
Treg (Simon et al., 2008). Chez I’homme, I’administration d’ATG recombinante améliore la
production du peptide C (Saudek et al., 2004). Cependant en phase II I’essai fut stoppé car le
traitement induit une lymphopénie et un orage cytokinique important (Monti et al., 2008).
Actuellement il est administré en combinaison avec la prednisone, un corticostéroide utilisé

pour contrecarrer le relargage cytokinique. Dans ce contexte, certains sujets présentaient une

79



Growth factors, cytokines,
co-stimulation and antigen receptors

Low cell Hypoxia, r N (PTEN]
energy levels | | cellular WNT proteins

|| (A AR) 1 -
] NI =N
@ () wer)”

@
Rapamycin-

LB
l FEBPI12

G —|— B ——Ea
Autophagy / @ (f@
l |

Cell proliferation | (EIF-iEBFD Actin organization |
1 |

mRMA translation
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rémission complete et sont devenus insulino-indépendants pendant prés d’un mois. De plus,
une autre étude a combiné le traitement par I’ATG avec I’anti-CD25 ou le G-CSF

(granulocytes).
1c : considération immuno-thérapeutique : la rapamycine.

-Caractérisation.

Dans les années 1970 la rapamycine fut découverte a partir de prélevements effectues
sur I’lle de Paques (Rapa Nui). La rapamycine est un macrolide produit par la bactérie
Streptomyces hygroscopicus. Dans un premier temps cette molécule fut identifiée pour ces
propriétés antifongiques (Vezina et al., 1975). Ce n’est que plus tard que I’on a découvert les
propriétés immunosuppressives de la rapamycine. Le mécanisme de la rapamycine fait encore
aujourd’hui ’objet d’investigations, bien qu’une serine/thréonine protéine kinase, “ Mamalian
Target Of Rapamacyn ” (mTOR), fut identifiée comme une cible centrale de cette molécule.
Dans le systéeme immunitaire, 1’inhibition de mTOR par la rapamycine affecte la maturation

des DC, inhibe la prolifération des Tconv et favorise 1’induction des Treg.

-Mécanismes d’action de la rapamycine, la voie de signalisation mTOR.

Les études génétiques menées sur les bactéries Saccharomyces cerevisiae ont identifié
deux genes cible de la rapamycine, nommés TORC1 et TORC2 (Heitman et al., 1991). Un seul
géne TORC nommé mTOR fut identifié chez les mammiféres. Ce géne joue un role important
dans le développement la protéine mTOR qui s’associe a d’autres molécules formant les
complexes MTORC1 et mTORC2. La rapamycine inhibe les mTORC lorsqu’elle est associée
a une immunophiline, la “ FK506-Binding protein 1A~ (FKBP12) (Sehgal, 2003). De facon
notable, mMTORCI1 serait plus sensible a I’inhibition induite par la rapamycine que mTORC2.
Les complexes mTOR sont activés par différentes voies : mTORC1 est activé par la voie
RAS/MAPK, tandis que mTORC?2 est activé par la voie PI3K/Akt. (Figure 25)

-Les cibles de la Rapa.

La rapamycine affecte de nombreux types cellulaires du systeme immunitaire ou non.
Elle bloque la prolifération et I’activation des LB via le BCR ou CD40 (Sakata et al., 1999).

Dans un modele de greffe chez le rat, le traitement a la rapamycine induit une diminution de
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la prolifération des NK mais n’altére pas leur fonction (Gourlay et al., 1998). D’autres travaux
suggérent que la rapamycine agit sur les neutrophiles ou les mastocytes (de Paulis et al., 1991;
Gomez-Cambronero, 2003). Toutefois 1’effet de la rapamycine a été décrit plus encore sur les
Tconv et les DC. Dans les DC, la rapamycine va inhiber leur maturation en régulant
I’expression de molécules de co-stimulation induites par les TLR ou par CD40 (Turnquist et
al., 2007). La rapamycine peut aussi induire 1’apoptose de ces cellules en inhibant le signal
GM-CSF. Elle peut réguler les capacités migratoires des DC (Reichardt et al., 2008). Plusieurs
travaux montrent le réle différentiel de la rapamycine dans les Tconv et les Treg. Dans le
thymus, ’administration de la rapamycine n’affecte pas le taux total de CD4" SP mais
augmente la proportion des Treg parmi ces LT CD4" (Coenen et al., 2007). La rapamycine va
inhiber la prolifération des Tconv mais aussi leur migration. Une étude récente a montré que
sous I’effet de la rapamycine les Tconv ont une expression augmentée de CD62L et CCR7.
Les Tconv vont se retrouver séquestrés dans le ganglion (Sinclair et al., 2008). A I’inverse, la
rapamycine ne semble pas affecter 1’homéostasie des Treg. In vitro des travaux ont méme
montré que la rapamycine n’affecte pas la fonction suppressive et la prolifération des Treg
alors qu’elle bloque ’activation et la prolifération des Tconv (Battaglia et al., 2006b). In vivo,
une administration prolongée de rapamycine induit une augmentation du nombre de Treg. Le
fait que la rapamycine affecte moins les Treg par rapport aux Teff peut s’expliquer par une
expression augmentée de PTEN, un inhibiteur de la Pi3K, dans les Treg (Walsh et al., 2006;
Zeiser et al., 2008). Enfin, la rapamycine favorise I’induction des iTreg par le TGF-B en

favorisant I’expression de Foxp3 (Haxhinasto et al., 2008; Song et al., 2006).

-L’effet thérapeutique de la rapa.

Actuellement, la rapamycine est utilisée en clinique principalement pour la prévention du
rejet de greffe. Ainsi la rapamycine posséde un effet benéfique sur la prévention de la GvH
chez I’homme (Antin et al., 2003; Cutler et al., 2007) et chez la souris (Shin et al., 2011). Dans le
cadre du diabete, la rapamycine induit une diminution de 1’apparition de la maladie chez les
souris NOD (Rabinovitch et al., 2002). Cependant en combinaison avec I’anti-CD3 une étude a

montré que la rapamycine peut inhiber la rémission induite par 1’anti-CD3 (Valle et al., 2009).

2 : Autres biothérapies “ plus récentes ”.
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2a : ’anti-CD3.

Un des traitements les plus prometteurs est probablement 1’anti-CD3. Son role curatif
fut décrit en premier chez la souris NOD (Chatenoud et al., 1994). En effet, chez la souris
NOD, I’injection d’anti-CD3 pendant 5 jours consécutifs induit une rémission a long terme
dans 60-80% des cas. L’anti-CD3 agit a différents niveaux. Il va induire une internalisation du
TCR et provoquer une anergie ou une mort par apoptose des Tconv. Cette apoptose pourrait
étre aussi induite par la voie FAS/FAS-L. Ceci expliquerait pourquoi la mort induite par
I’anti-CD3 touche particulierement les LT activés exprimant FAS recrutés au site
inflammatoire. Enfin, le traitement anti-CD3 induit aussi des Treg par I’intermédiaire du
TGF-B (Belghith et al., 2003; You et al., 2007) (Figure 26). La complexité de ce traitement
réside dans le choix de la dose a administrer. Si la dose est trop faible, elle ne pourra pas
induire de Treg qui sont probablement les responsables de 1’état de rémission au long terme.
Inversement, une activation trop forte risque d’activer les Tconv et d’augmenter le relargage
de cytokines pro-inflammatoires. Actuellement chez I’homme les essais cliniques avec 1’anti-
CD3 reposent sur deux types d’anticorps. Les deux sont complétement humanisés, de classe
IgG, non mitogenes et spécifiques du CD3 humain. Les deux anticorps sont nommes,
Teplizumab (hOKT3y15) et I’Otelixizumab (chAgglyCD3) (Bolt et al., 1993) (Xu et al., 2000).
Un essai de phase Il a montré que le Teplizumab, stoppe la progression du DT1 pendant plus
d’un an chez la plupart des patients (Herold et al., 2002). Un suivi sur 3 ans aprés le traitement
indique un taux de peptide C préservé et I’utilisation de plus faibles doses d’insuline (Herold
et al., 2005). Toutefois un essai clinique récent ne montre pas d’augmentation du taux de
peptide C, ni de changement du taux d’HbA;. entre le groupe placebo et le groupe traité
(Sherry et al., 2011). L’autre anti-CD3, 1’Otelixizumab, permet aussi une préservation des
cellules B et diminue les besoins en insuline (Keymeulen et al., 2005). Cependant un effet
secondaire fut constaté avec cet anticorps, a savoir 1’apparition d’anticorps anti idiotypiques 2
a 3 semaines apres traitement et une réactivation du virus Epstein-Barr. Il est important de
noter que ces effets ne sont que transitoires et isolés (Keymeulen et al., 2010).

Malgré le fait que cette thérapie soit vraiment trés prometteuse, aucun de ces essais
n’ont permis de réguler I’hyperglycémie des patients sur la durée.

Habituellement, la voie d’administration de 1’anti-CD3 est intraveineuse, or un autre

type d’administration de 1’anti-CD3 par voie orale est testé. 1l a été montré dans un modéle
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murin que I’administration de ce traitement induit une augmentation des Treg endogénes.
Chez I’homme un essai de phase I montre que 1’administration par voie orale de 1’anti CD3
pendant 5 jours entraine une diminution dans le sang peériphériqgue des TH1/TH17, une
augmentation de la production de TGF-B, d’IL-10 et une diminution de I’IL-23/IL-6 (llan et
al., 2010).

2b : Le CTLA-4 Ig: abatacept et belatacept.

Comme décrit précédemment, le CTLA-4 est exprimé majoritairement par les Treg et
les LT activés. Cette molécule de co-stimulation se fixe sur les récepteurs CD80/CD86 tout
comme la molécule de co-stimulation CD28. Le CTLA-4 a un réle suppresseur de la réponse
immune. Le CTLA-4-Ig est une protéine de fusion comprenant le domaine extra-cellulaire de
CTLA-4 et le domaine Fc de I’anticorps IgG1. Le rationel du traitement par CTLA-4-1g est
d’inhiber I’activation des Tconv par le CD28 et d’induire leur anergie via la production d’IDO
par les APC. Cependant le risque de cette stratégie est d’inhiber 1’activation des Treg qui eux
aussi ont besoin de co-stimulation par le CD28. Les résultats pré-cliniques menés chez la
souris NOD sont divergents. L’administration de CTLA-4-Ig humain a des souris jeunes
diminue P’apparition du DT1. A 'inverse I’incidence du diabéte augmente avec 1’utilisation
de CTLA-4-1g murin (Salomon et al., 2000). Chez I’homme, cette stratégie fut testée avec
succés dans d’autres maladies auto-immunes telles que le psoriasis ou la polyarthrite
rhumatoide (Abrams et al., 1999). Actuellement testé dans le DT1, les premiers résultats
indiquent que I’administration d’abatacept induit une diminution transitoire du taux de
peptide C mais aurait plutdét un effet positif sur le “long terme ”. Toutefois il est difficile
d’évaluer I’effet thérapeutique de ce traitement car il ne permet pas de restaurer une tolérance
immune et 1’étude nécessite d’étre poursuivie (Orban et al., 2011) D’autres essais avec le

belatacept, un variant de I’abatacept, sont également en cours (Cruzado et al., 2009).

2c : L’ anti-CD20, Rituximab.

Le rituximab contient un anticorps anti-CD20 utilis¢é dans d’autres maladies en
particulier les lymphomes B. Le rituximab va éliminer les LB sans affecter les plasmocytes
(Hu et al., 2007). Chez la souris NOD, les LB sont recrutés dans le pancréas. Actuellement en
essai de phase I, les résultats préliminaires montrent une préservation du taux de peptide C

(Pescovitz et al., 2009). Cet effet semble étre plus important que celui obtenu avec 1’anti-CD3.
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Figure 27. Récepteur a I’IL-2. Structure cristallographique du récepteur de 1’IL-2. Celui-ci
est constitué de 3 sous unités CD25, CD122, CD132.Ces récepteurs pourraient s’associer
entre eux formant une chaine de recepteurs a la membrane dans le but de stabiliser sa

structure. Issu de (Hulme et al., 2012).



2d : Le ciblage de I'IL-1.

L’IL-1 recombinante, IL-1RA (I’anakinra, Kineret) ou le Canakinumab qui est un
anticorps monoclonal anti-IL-1 humain sont utilisés dans le but de bloquer I’IL-1, une
cytokine inflammatoire (Dinarello, 2005). Les travaux menés dans un modéle murin montrent
une prévention du diabéte (Mandrup-Poulsen, 1996). Actuellement en phase II, les premiers
résultats ne montrent pas d’effet bénéfique sur la maladie (Moran et al., 2013). En revanche,

chez la souris NOD la combinaison de I’IL-1 et de 1’anti-CD3 a un effet curatif synergique.
2e : Le TNF-a.récepteur soluble.

Une autre cytokine ciblée est le TNF-a. Le TNF-a présente un réle ambivalent chez la
souris NOD. Il présente un effet bénéfique chez les souris agées et néfaste chez les souris
jeunes (Jacob et al., 1990; Lee et al., 2005). De plus il a été observé que le TNF-a a la capacité
d’augmenter la prolifération des Treg (Chen et al., 2007). Toutefois le potentiel curatif du
TNF-a est actuellement testé chez I’homme dans un essai de phase Il, avec 1’utilisation
d’Etanercept (un TNF-o récepteur soluble). Les premiers résultats avec 1’Etarnercept
montrent une diminution des HbA;c et une augmentation de la production d’insuline
(Tableau 5).

2f : considération thérapeutique de L 'IL-2.

-Caractérisation.

En 1965, J Gordon et J MacLean LD ont découvert dans le milieu de culture de
leucocytes actives une molécule soluble responsable de leur prolifération : I’IL-2 (Gordon and
MacLean, 1965). Cette découverte a été la premiére identification d'une molécule soluble
produite par les cellules du systéme immunitaire. Cette interleukine possede différents roles
sur le systeme immunitaire : par exemple I’IL-2 active les lymphocytes T, favorise la
dégranulation des éosinophiles, active les NK, et peut avoir un effet stimulateur des LB (Lin

and Hunig, 2003). Mais avant tout cette cytokine est essentielle a ’homéostasie des Treg.

-Les récepteurs de 1I’IL-2.
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Figure 28. Schéma simplifié des voies de signalisation induites par I’IL-2. L’IL-2 dans les
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voie Pi3K. Issu de (Lin and Hunig, 2003).



Comme décrit précédemment, 1’'TL-2 appartient a la famille des cytokines yC. Ainsi le
récepteur de I’IL-2 présente 3 sous unites : I’IL-2R-a (CD25), I'IL-2R-B, (CD122), I’'IL-2R-y
(CD132) (Figure 27). Les NK et les Tconv expriment majoritairement le récepteur d'affinité
intermédiaire constitué des chaines CD122 et le CD132, alors que les Treg, qui expriment de
fagon constitutive le CD25, présentent a leur surface le récepteur de haute affinité, constitué
des 3 chaines (CD25, CD122 et CD132) (Malek and Castro, 2010). Des études de microscopie
ont montré que les récepteurs a 1’IL-2 ne sont pas répartis de fagcon homogene a la membrane,
mais sont regroupés autour de la synapse immunologique (Doh and Krummel, 2010). De plus,
I’étude de la structure cristallographique suggere que I’IL-2 se fixe en premier au CD25 puis
au CD122 et enfin au CD132 (Stauber et al., 2006) (Figure 27). Les chaines CD122 et CD132
du récepteur a I’IL-2, peuvent se fixer a I’'IL-2 ou a I’'IL-15, ces deux interleukines peuvent
ainsi entrer potentiellement en compétition. Des études utilisant la microscopie confocale ont
identifié que le CD25 et I’'IL-15R-a sont exprimés a la membrane dans le méme micro-
domaine (Vamosi et al., 2004). De plus, une étude récente a montré aussi que 1’IL-15
complexée aux CD122 et CD132 présente une structure tertiaire trés similaire de celle de I’IL-
2 complexée aux CD25, CD122 et CD132. 1l semble que 1’assemblage du récepteur a I’'IL-15
dépend de la présence de I’'IL-15R-a qui permet une meilleur fixation au CD122. Il y aurait
une activation en trans de I’IL-15R. De plus in vitro a concentration saturante les signaux
transduits par I’'TL-15 et I’TIL-2 sont similaires (Ring et al., 2012). L’hypothese serait que toutes
les sous-unités des différents récepteurs de la famille yC sont exprimées a proximité du
CD132. Ceci permettrait un assemblage rapide lorsque la cytokine se présente (Damjanovich et
al., 1997). Une étude suggére que le récepteur de I’IL-2 de forte affinité, une fois constitug,
peut se connecter a son homologue voisin créant ainsi un complexe de récepteurs. Cette
formation peut avoir comme effet une meilleure stabilisation des récepteurs de I’IL-2 et une
augmentation de leur signal (Damjanovich et al., 1997; Wang et al., 2005). Inversement, le
relarguage par les LT d’une forme soluble de CD25 va inhiber le signal 1L-2.

Dans leur ensemble ces travaux montrent que la structure méme du récepteur

influence la capacité de réponse a I’IL-2.

-Le signal transduit par I’IL-2.

Les Treg et les Tconv vont répondre de différentes maniéres a I’induction du signal a

I’IL-2. Sous IL-2, différentes voies de signalisations vont étre activées. Dans un premier
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Rx group Control group

Rx Formulation/ Rx Concurrent Seuglycemic Yeuglycemic
age dose Frequency  duration Rx/dose (success/itotal)  (success/total)
5wk RMO.S pg Daily 15 wk N/A 80% (8/10) 56% (5/9)
10 wk  RMAOS pg Daily 10 wk  o-ll-2 mAb/S pg 95% (18/19) 39% (7/18)
10 wk  RH/S pg Daily A a-11-2 mAWAD pg A6 (21005 L0 (104100
10 wk  RHA ng Daily 15 wk N/A 0% (0/9) 0% (0/)
10wk RHA ng Daily 15wk  Rapa/).] mg/kg G7% (G 0% (04
10 wk  RH/M4 ng Daily 15wk  Rapa/l mg'kg 8% (7/9) (0 (04
6wk  RH/2Z50 [U 2 wkly 14 wk N/A A (6/12) 05 (0/12)
6wk  RIV250 [U 2% wkly 14 wk  Poly LC/50 pg 80% (10/12) 0% (0/12)
0wk AAVILZAnducible  Once§ Jwk  Dox200 mg'kg T (11/15) LO9% (1/10)
10wk AAVIL-Zindueible  Oneeéd 3 wk AAV.TGF-R/inducible Dox/200 mg/kg 0% (:3/5) L% (1/100)

Tableau 6. Liste non exhaustive des différents traitements par I’IL-2 chez la souris
NOD. Issu de (Hulme et al., 2012).
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Figure 29. Fonctionnement des différents IL-2 complexes, chez la souris. (a)
représentation du mode d’action du complexe IL-2/S4B6 qui favorise les NK et les Tconv. (b)
IL-2/JES6-1 qui lui stimule préférentiellement les Treg. Issu de (Boyman and Sprent, 2012).



temps les tyrosines kinases JAK-1/3 vont étre phosphorylées, conduisant & I’activation de la
voie STATS5, Pi3K/AKT ou ERK. La voie STATS dans les Treg va favoriser I’expression de
Foxp3.Les Treg expriment la protéine PTEN qui va réprimer la voie PI3BK/AKT. Dans les
Tconv, le signal induit par I’IL-2 va entrainer I’expression de CD25 mais aussi de 1’IL-2 elle-

méme. (Figure 28)

-L’effet thérapeutique de 1I’IL-2 (Figure 30)

Chez la souris, I’'IL-2 permet la prévention du DT1 en favorisant la survie et la
fonction suppressive des Treg (Tang et al., 2008). Toutefois, 1’effet bénéfique de 1’IL-2 dépend
principalement de la dose administrée et de la formulation (Tableau 6). En effet plusieurs
formulations visant a améliorer ’effet de I’IL-2 ont été testées, par exemple une IL-2
trimérique construite dans le but de majorer son efficacité. Cette IL-2 présente une affinité
3000 fois plus élevée que I’'TL-2 normale et semble favoriser préférentiellement les Treg
(Margolin et al., 2007).

Afin d’augmenter sa demi-vie, I’IL-2 a été complexé avec un anticorps anti IL-2. Il
existe différentes formes d’IL-2 complexée, permettant de cibler préférentiellement soit les
Treg soit les Tconv et les NK. Dans le but de favoriser 1’activation des Tconv et des NK, I’'IL-
2 va étre complexée avec un anticorps reconnaissant la partie CD25 qui est plus fortement
exprimée par les Treg. Ainsi, ce complexe murin nommé IL-2-S4B6 va pouvoir se fixer sur le
CD122 et le CD132 des récepteurs de la famille yC mais pas ou peu sur le CD25 (Letourneau
et al., 2010) (Figure 29). L’injection d’IL-2-S4B6, permetttant de stimuler les Tconv et les
NK, entraine une diminution de la croissance tumorale (Tomala et al., 2009) et permet de
favoriser les réponses antivirales (Hamilton et al., 2010). L’IL-2-JES6-1 est un autre complexe
créé dans le but de favoriser les Treg. Ce complexe est composé d’un anticorps qui reconnait
la partie de I’'IL-2 se fixant sur le CD122 et I’IL-2 (Figure 29). Cette stratégie permet de
favoriser I’induction de signal IL-2 sur les Treg sans pour autant stimuler les Tconv et les NK.
L’administration de ce traitement induit ainsi une tres forte augmentation des Treg et prévient
le diabéte (Boyman et al., 2006; Tang et al., 2008).

Chez I’homme, 1’IL-2 a été utilisée préalablement dans d’autres maladies que le diabéte.
Dans un premier temps, 1’IL-2 a forte dose a éteé utilisee dans certains cancers (Ahmadzadeh
and Rosenberg, 2006; de Vries et al., 2011) ou chez les patients infectés par le HIV (Abrams et
al., 2009). Les résultats de ces études sont assez mitigés car pour la plupart ils montrent une
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Figure 30. Représentation des cibles thérapeutiques de la voie de I’IL-2. Les cibles
thérapeutiques favorisant 1’engagement de la voie de signalisation sont entourées en vert, et

celles I’inhibant en rouge, les cibles entourées n’ont pas été testées chez I’homme. Issu de
(Hulme et al., 2012).



activation des Tconv mais aussi des Treg. A faible dose, I’'IL-2 a été testée dans le but de
stimuler les Treg soit chez des patients infectés par le virus de ’hépatite C (HCV) associés a
des vascularites, soit dans le but de prévenir la GVHD (Koreth et al., 2011; Saadoun et al.,
2011). Pour les patients atteints de vascularite, cette étude montre une amelioration des
symptdmes dans 8 cas sur 10, accompagnée d’une augmentation du taux des Treg. De plus
I'analyse du transcriptome des cellules mononuclées du sang révéle une diminution de
I’inflammation (Saadoun et al., 2011). Concernant la prévention de la GvHD, une étude montre
que des patients transplantés avec des céllules souches hématopoiétiques (CSH) puis traités a
I’IL-2, présentent une augmentation du pourcentage des Treg (Koreth et al., 2011). Enfin, un
essai clinique récent basé sur I’administration quotidienne de faibles doses d’IL-2 (3x 10° &
1,5x10° UI) pendant 12 semaines montre une augmentation du taux de Treg, une amélioration
de leur fonction suppressive et une amélioration des signes cliniques (Matsuoka et al., 2013).

L’ensemble de ces études suggere que 1’IL-2 pourrait avoir un effet bénéfique chez les
patients atteints de DT1. D’ailleurs deux essais cliniques sont actuellement en cours.

De facon notable, un essai clinique récent a consisté a combiner 1’administration d’IL-
2 et de rapamycine chez des patients DT1 (Long et al., 2012). Cette stratégie visait a favoriser
les Treg par I’administration d’IL-2 combinée au pouvoir immunosuppresseur de la
rapamycine touchant préférentiellement les Tconv. Cependant les résultats obtenus sont
négatifs et ’essai a di étre arrété. Cet essai sera abordé de facon plus détaillée dans la

discussion de ce meémoire.
C : Les thérapies basées sur le transfert de cellules.

1 : Cellules souches hématopoiétiques.

D’autres thérapies ciblent les cellules souches hématopoiétiques (CSH). Les CSH
peuvent étre facilement isolées a partir de la moelle osseuse ou de sang de cordon ombilical.
Ces cellules peuvent aussi étre collectées a partir de sang peériphérique (DiPersio, 2011).
L utilisation des CSH a pour but de restaurer un état de tolérance au soi aprés une lympho-
ablation transitoire pour éliminer les cellules pathogénes suivie d’une auto-greffe de ces
cellules (Milanetti et al., 2010). Cette stratégie permettrait aux CSH d’induire une régénération
du systéme immunitaire visant a faire disparaitre 1’auto-immunité. Pour que cette stratégie

lourde soit efficace il faut que les Tlots pancréatiques soient dans le meilleur état possible.
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Ainsi les jeunes adultes nouvellement diagnostiqués seraient privilégiés pour ce type de
traitement. Les premiers résultats de cette étude montrent que la majorité des patients auto-
greffés présentent un sevrage de 1’insulinothérapie pendant plus de deux ans (Snarski et al.,
2011). 11 reste le risque de mort induit en conditionnant les patients avant greffe. D’autre part,
il a été observé une oligospermie chez les patients traités ; ce phénomene est a prendre en

considération dans le cas ou I’on traiterait de jeunes enfants (Voltarelli and Couri, 2009).
2 : Transfert de cellules immunocompétentes.

Un essai clinique de phase I/11 est mené actuellement avec différentes quantités de
Treg polyclonaux injectés a des patients nouvellements diabétiques. Il semble qu’il n’y ait pas
d’effet secondaire mais aucune éfficacité (NCT01210664). Ceci était attendu dans la mesure
ou dans un modele NOD, 1’administration de Treg BDC 2.5 mais pas de Treg polyclonaux
induit une rémission de la maladie (Tang et al., 2004b). Une stratégie possible, serait d’isoler
les Treg spécifiques d’antigénes pancréatiques issus de patients diabétiques et de les
expendre. Toutefois, cette technique lourde et colteuse nécessite d’étre développée en
condition de grade clinique. De plus certaines questions restent en suspens. A savoir : le
risque de contamination de la préparation par des Tconv hautement pathogénes ; la quantité
de Treg a injecter aux patients, la répartition de ces Treg une fois transférés et le risque de
transformation de ces Treg en Tconv pathogenes.

D’autres stratégies de thérapies cellulaires ciblent les cellules dendritiques
tolérogénes. Nous avons abordée précédemment comment les DC peuvent favoriser les Treg.
De plus une étude a montré que le transfert de DC tolérogénes permet de prévenir le diabete
(Machen et al., 2004). Une autre approche serait de favoriser les tDC directement in vivo. Il a
été démontré que 1’administration de G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor) favorise
I’induction des tDC (Rutella et al., 2004) et des Treg (Kared et al., 2005). Chez la souris NOD,
le G-CSF permet la prévention du DT1. Un essai de phase I/l est actuellement en cours chez
I’homme ; les premiers résultats indiquent que le taux de peptide C est préserve chez les

patients traités.
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Premiére partie : Induction du “ boost ” des Treg par les Tconv.

Article 1”.

Pathogenic T cells have a paradoxical protective effect in murine autoimmune
diabetes by boosting Tregs

Yenkel Grinberg-Bleyer*, David Saadoun*, Audrey Baeyens, Fabienne Billiard, Jérémie D.
Goldstein, Sylvie Gregoire, Gaélle H. Martin, Rima Elhage, Nicolas Derian, Wassila
Carpentier, Gilles Marodon, David Klatzmann, Eliane Piaggio et Benoit L. Salomon. J Clin
Invest (2010) ; 120 :4558.

* 1 co-premiers auteurs.

Article 2.

Characterization of the boost of regulatory T cell activation by effector Tcells

Audrey Baeyens*, David Saadoun*, Fabienne Billiard, Sylvie Gregoire, Yenkel Grinberg,
Eliane Piaggio and Benoit L. Salomon

Article en préparation, pour soumission.

* 1 co-premiers auteurs.

| : Contexte du projet I.

Cette premiére partie des résultats demontre que les Tconv ont la capacité d’induire
une activation des Treg. Cette activation se manifeste par une augmentation de la
prolifération, de I’expansion et du pouvoir suppresseur des Treg.

Dans un contexte inflammatoire, le dommage tissulaire induit un accroissement de la
présentation d’auto-antigénes ainsi qu’une propagation de cytokines inflammatoires et de
chimiokines. Ceci peut mener a I’activation de LT auto-réactifs par effet “bystander”,
conduisant potentiellement a 1’auto-immunité. Les Tconv activés peuvent directement rétro-
controler ce processus par 1’intermédiaire de nombreux facteurs, par exemple : les Tconv
pathogénes fortement activés peuvent produire de 1’IL-10 (Gabrysova et al., 2009) ; les Tconv,
en sécrétant de I’IFN-y, favorisent aussi la production d’IDO (Cuffy et al., 2007). Cependant
les Treg sont les acteurs essentiels du contréle de I’inflammation et de 1’auto-immunité. De

nombreuses études observent une hausse des Treg dans le site inflammatoire ou

* . j’ai ajouté aux résultats, le premier article portant sur la description du boost Tconv>Treg dans un
contexte auto-immun. Je ne suis pas premiére auteur dans cet article mais il correspond & mes travaux de
premiére année de thése et il m’a permis de poser les bases au second article.
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dans les ganglions drainants (Tang et al., 2008). Les facteurs responsables de cette
augmentation sont probablement nombreux et variés. Nous avons mis en évidence 1’un
d’entre eux, a savoir I’impact de la présence des Tconv activés sur les Treg. Nous avons
constaté la présence de ce rétrocontréle dans deux contextes différents : (i) dans un contexte
de diabete auto-immun, ou les LT sont activés dans le pancréas et les ganglions drainants, (ii)
dans un contexte fortement inflammatoire induit par du CFA, ou les LT spécifiques d’un

antigene exogéne vont s’activer dans le ganglion drainant le site d’immunisation.

Il : Description succinte des modeles utilisés :
A : Le modele insHA.

Ce modele murin de fond génétiqgue BALB/C exprime une protéine d’enveloppe du
virus Influenza, I’hémagglutinine (nommée HA), sous le contréle du promoteur de 1’insuline
RIP (Rat Insuline Promotor). Par conséquence HA est exprimée spécifiquement dans les

cellules B du pancréas (et le thymus).

B : Les souris TCR transgéniques.

Afin de mettre en évidence un effet “bystander ” et d’avoir une activation simultanée
des Treg et des Teff, nous avons utilisé deux modéles de souris de fond Balb/c exprimant un
TCR transgénique spécifique de deux épitopes différents de HA : HA111-119, (SFE) et HA12.
138, (HNT). D’autres modéles de DT1 ont été utilisés, la souris NOD (CF introduction
troisieme partie 1 C) et les souris NOD BDC 2.5 qui possédent un TCR transgénique

spécifique d’un antigéne pancréatique, la chromogranine A (Stadinski et al., 2010).

11 : Le boost des Treg dans I’autoimmunité.

A Description du boost des Treg induit par les Tconv pathogenes dans le DT1.

Dans un contexte auto-immun, les Tconv diabétogenes activés induisent I’activation et
la prolifération des Treg. Ces travaux mettent en évidence pour la premiére fois un nouveau
mécanisme de rétrocontrole des Tconv auto-réactifs. En effet, dans les deux modeles de
diabete utilises (insHA et NOD), lorsque des Treg spécifiques d’antigénes pancréatiques
transféres seuls rencontrent leur antigéne spécifique, ils proliférent peu. En revanche, le co-
transfert de ces Treg avec des Tconv actives de méme spécificite induit une forte prolifération

et expansion des Treg. Cette expansion des Treg est d’un facteur 10 a 20 et
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se manifeste principalement dans le ganglion pancréatique et le pancréas ou leur antigéne
spécifique est présent (art 1Figurel-3). Ces Treg présentent un phénotype activé puisqu’ils
expriment plus fortement le CTLA-4, ICOS et CD44 (art. Figurel). De plus, le transfert de
Tconv BDC 2.5 a des souris NOD pré-diabétiques, agées de 4 a 7 semaines, induit une hausse
de la prolifération et de la proportion des Treg endogénes infiltrant le pancréas (art 1 Figure
4). Nous avons appelé ce phénomeéne : “boost Tconv>Treg”.

B : Le role protecteur des Tconv diabétogénes.

Dans le but d’explorer le role physiopathologique de ce “ boost ” des Treg, nous avons
utilisé le modéle insHA. Le transfert de Tconv actives spécifiques de HA aux souris insHA
induit un diabete en deux semaines dans environ 95% des cas. Lorsque ces souris sont co-
transférées avec des Tconv et des Treg de mémes spécificités, elles ne développent pas de
diabéte, probablement a cause de I’effet “ boost ” des Tconv sur les Treg. Afin de confirmer le
role protecteur de ce “boost” des Treg, des Tconv pathogénes ont été réinjectés 3 semaines
apres le premier transfert de LT. La plupart des souris posseédant préalablement des Treg
“boostés ” sont protégées de la maladie. L’ensemble de ces travaux montre que le “boost

Tconv > Treg” permet de prévenir la maladie (art 1Figure 2).

C : Etude du mécanisme du “ Tconv =>Treg boost ”.

1 : D’un point de vue cellulaire.

Les cellules dendritiques ont un role essentiel dans 1’homéostasie des Treg et ce
particulierement dans un contexte inflammatoire. Pour ces raisons, des souris insHA
transférées avec des Treg seuls ou avec des Tconv ont été traitées avec un anticorps bloguant
specifiqguement les pDC (anti-PDCAL). Nous avons observe que I’inhibition des pDC induit
une diminution de la prolifération et de I’expansion des Treg “boostés ” par les Tconv (art 2
Figure 1). Ces données indiquent que le “boost Tconv = Treg” dans un contexte auto-

immun nécessite 1’intervention d’un troisiéme facteur, les pDC.

2 : D'un point de vue moléculaire.

Le role potentiel dans le boost de plusieurs facteurs qui participent a I’homéostasie des

Treg a été évalué, comme par exemple I’IL-2 (CF introduction deuxieme partie 111 A, 1a).

+/+

Toutefois, les Tconv issus de souris 1L-2*"* ou IL-2" présentent la méme capacité a induire
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une augmentation de la prolifération et ’expansion des Treg. De plus 1’activation de la voie
de signalisation de I’IL-2 dans les Treg est inchangée par 1’ajout des Tconv (art 1 Figure 5).

D’autre part, ’analyse des transcrits issus des Treg “ boostés ” montrent que la voie de
signalisation du TNF-a est fortement activée (artl Figure 6). Par conségquence nous avons
testé le role de cette molécule dans le “boost Tconv—>Treg ” en utilisant un récepteur soluble
au TNF-a ou un anticorps bloguant le TNF-a. In vivo, en présence d’un inhibiteur de la voie
du TNF-a, I’augmentation de la prolifération et de I’expansion des Treg induite par les Tconv
est partiellement diminuée (art 1Figure 7).

De plus la voie de signalisation du TNF-a est complexe et peut étre activée par
plusieurs facteurs de la TNFRSF (CF.introduction deuxieme partie 11 D). Nous avons donc
testé d’autres facteurs de la famille du TNF tel OX40. Pour cela nous avons utilisé un
anticorps bloquant OX40-L qui est exprimé sur les APC. Dans le modele insHA,
I’administration d’un anticorps bloquant anti-OX40-L induit aussi une inhibition partielle du
“boost ” des Treg (art2 Figure 2). En revanche, I’inhibition simultanée de ces 2 facteurs
TNF-o et OX40-L n’a pas d’effet complémentaire sur le “ boost Tconv—>Treg” (art 2 Figure
sup 3).

L’ensemble de ces résultats indiquent que d’un point de vue moléculaire le “boost
Tconv>Treg” est dépendant a la fois du TNF-a et de OX40, mais qu’il existe un autre

facteur mis en jeu.

IV : Le “boost” des Tconv->Treg, dans un contexte de forte inflammation.

A : Les Tconv activés favorisent I’expansion des Treg chez la souris BALB/C immunisée
en CFA.

Pour pouvoir caractériser ce phénomene chez la souris BALB/C, nous avons transfére,
a des souris Balb/c, des Treg issus de souris transgéniques TCR spécifiques de HA126 (Treg
HA126) en présence ou non de Tconv isolés de souris transgeniques TCR specifiques de HA12
ou HA111 (Tconv HA126 ou HA111). Aprés injection, ces souris ont été immunisées dans la
patte avec les peptides cognitifs des LT transférés émulsifiés en CFA. Quatre jours apres
I’immunisation les Treg transférés seuls proliférent peu, tandis que les Treg co-transférés avec
les Tconv proliférent plus fortement et le nombre absolu de Treg divisés augmente d’un

facteur 3,5 dans le ganglion drainant le site d’immunisation (art2 Figure 3, 4). Notons
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cependant que dans ce contexte inflammatoire le “boost Tconv>Treg ” est moins élevé en
comparaison avec les modeles d’auto-immunité (facteur 10 a 20). De plus nos résultats
montrent que I’activation des Tconv est nécessaire au “boost” des Treg, puisque le co-
transfert de Tconv polyclonaux de souris BALB/C avec des Treg HAix n’induit pas
d’accroissement de la prolifération des Treg. Des résultats similaires ont été obtenus en
présence de Treg polyclonaux issu de souris BALB/C co-transférés avec des Tconv HA 2.
Inversement, lorsque les Treg sont transférés seuls, ils proliférent trop fortement, pour étre
“boostés ” par les Tconv transférés (art2 Figure 4). Enfin, dans une derniere expérience nous
avons co-transféré des Treg HA 1,6 et des Tconv HA;1; a des souris Balb/c immunisées dans la
patte droite par une émulsion HA,6-CFA et dans la patte gauche par HA;1;-CFA. Dans cette
expérience les Tconv et les Treg sont activés respectivement a distance. De facon
remarquable nous n’observons pas de “boost ” de Treg dans les ganglions poplités drainants

le site d’immunisation mais plutot a distance dans le ganglion inguinal (art 2 Figure 5).

B : L’IL-2 est indispensable au « boost Tconv = Treg » chez la souris Balb/c.

1 : D’un point de vue cellulaire.

Ayant observé que le “boost Tconv—>Treg” était dépendant des pDC dans nos
modeles de diabéte, nous avons testé son réle chez la souris BALB/C. Les résultats obtenus
montrent que la prolifération des Treg ainsi que le nombre absolu de Treg divisés tend a
diminuer mais de fagon non significative dans le ganglion drainant (art 2 Figure 6). Ceci
suggere que dans ce contexte les pDC n’ont qu’un rdle secondaire dans le “boost Tconv
>Treg’.

2 : D’un point de vue moléculaire.

L’immunisation par le CFA induit une forte activation des Tconv et une forte
production de TNF-o.. Sachant que cette molécule était responsable du “ boost Tconv >Treg ”
dans un contexte auto-immun, nous avons testé son implication chez la souris Balb/c. Comme
précédemment, I’inhibition du TNF-a par un récepteur soluble ou par un anticorps anti- TNF-
a inhibe de facon partielle le “boost Tconv >Treg” (art2 Figure 7). De fagon surprenante
nous avions constaté que dans une situation auto-immune le “boost” des Treg était

indépendant de 1’IL-2. Cette observation nous a conduits a vérifier si ¢’était toujours le cas
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dans un contexte différent. Ainsi des souris Balb/c ont recu des Treg HA126 seuls ou avec des
Tconv HA1; IL-2" ou IL-27. Les Treg HAu,6 transférés seuls présentent presque la méme
expansion que ceux co-transférés avec les Tconv IL-2 7. Ces données montrent que le “ boost
Tconv—>Treg ” dans des conditions de forte inflammation est dépendant de 1’IL-2 lorsque les

LT reconnaissent un antigene exogéne (art 2 Figure 8).

L’ensemble de ces données a permis de mettre en évidence I’existence de deux types
de “boost Tconv = Treg”. Le premier, de forte amplitude et présent dans un contexte auto-
immun, dépend fortement des pDC, du TNF-a et d’OX40 mais il est indépendant de 1’IL-2.
Le deuxiéme, de moins forte amplitude et présent dans un contexte fortement inflammatoire

dirigé contre des antigenes exogeénes, dépend principalement de 1’IL-2 mais aussi du TNF-a..
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Deuxieme partie : L effet Curatif de L’IL-2 seul ou combiné avec la
rapamycine chez la souris NOD

| : Contexte du projet Il.

L’IL-2, majoritairement produite par les Tconv est un facteur clé de I’homéostasie des
Treg. Les souris NOD, comme les patients atteints de DT1, présentent un déficit génétique
dans la production d’IL-2 (CF. Introduction troisiéme partie B 1). De plus, un travail antérieur
de notre équipe a montré que I’administration d’IL-2 exogene permet la prévention du diabete
(Tang et al., 2008). Pour ces raisons nous avons étudié le pouvoir curatif de I’IL-2 chez la

souris NOD.

Article 3 :

IL-2 reverse established typel diabestes in NOD mice by local effect on pancreatic
regulatory Tecells.

Grinberg-Bleyer Y*, Baeyens A* ; You S, Elhage R, Fourcade G, Gregoire S, Cagnard N,
Carpentier W, Tang Q, Bluestone J, Chatenoud L, Klatzmann D, Salomon BL, Piaggio E. J
exp Med (2010) 207:1871.

* 1 co-premiers auteurs.

A : L’IL-2 induit une rémission du diabete a long terme.

Nous avons traité des souris nouvellement diabétiques c'est-a-dire présentant une
hyperglycémie située entre 250 et 350 ng/dl, avec 25000 UI d’IL-2 pendant 5 jours. De fagon
remarquable, ce traitement induit une rémission du diabéte chez 60% des souris, apres
seulement 5 jours de traitement et chez 75% des souris apres 10 jours. Cette rémission est
stable dans le temps pour 65% des souris en rémission. Toutefois comme d’autres traitements
curatifs, lorsque la glycémie des souris NOD a I’apparition du diabéte est supérieure a 350
ng/dl ce traitement ne fonctionne pas. Ceci est probablement di a la quantité trop faible de
cellules B résiduelles (art3 Figure 1). L’observation des coupes histologiques du pancréas des
souris traitées ne montre pas de diminution de I’infiltrat. Ceci suggére que 1’IL-2 modifierait

la nature de Dinfiltrat.
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B : L’effet thérapeutique de I’IL-2 dans le DT1 passe au moins en partie par les Treg.

Pour comprendre si I’effet curatif de I’IL-2 passe par les Treg, nous avons traité¢ a I’IL-
2 des souris diabétiques CD28”" dépourvues de Treg. Nous n’avons pas observé de rémission
chez ces souris traitées. Cette donnée nous a permis de confirmer que 1’IL-2 agit, au moins en
partie, sur les Treg pour permettre une rémission de la maladie (art3 Figure 1). Lorsque les
souris pré-diabétiques sont traitées pendant 5 jours a I’'IL-2, I’augmentation des Treg n’est
observée qu’au sein du pancréas. On notera que ce n’est pas le cas chez les souris
nouvellement diabétiques traitées a 1’IL-2. Chez une souris NOD non manipulée, les Treg
infiltrant le pancréas expriment faiblement le CD25. Sous IL-2, I’expression de CD25 et de
Foxp3 est augmentée sur les Treg issus du pancréas. D’autres marqueurs spécifiques aux Treg
sont augmentés tels que le CTLA-4 et ICOS (art3 Figure3 et 5). Ces données montrent
qu’une dose faible d’IL-2 suffit a activer les Treg. Aussi, I'lL-2 a faibles doses rend les Treg
plus suppressifs, car sous traitement par 1’IL-2 le taux de production d’IFN-y diminue parmi
les LT dans le pancréas ou dans les ganglions drainants (art3 Figure 4). D’autre part,
I’analyse des transcrits révele que 1’IL-2 agit préférentiellement sur les Treg par rapport aux

Tconv (art3 Figure 5).

97






Article 4:

Limitations of IL-2 and rapamycin in immunotherapy of type 1 diabetes.

Audrey Baeyens*,Louis Pérol*, Gwladys Fourcade, Nicolas Cagnard, Wassila Carpentier,
Janine Woytschak, Onur Boyman, Agnes Hartemann and Eliane Piaggio. Diabetes (2013)
(sous impression) PMID: 23670972.

* . co-premiers auteurs.

Les travaux exposés dans 1’article 3, montrent que I’injection d’une dose faible d’IL-2
permet la rémission du DT1 chez la souris NOD dans 60% des cas sous 5 jours de traitement.
Dans le but d’améliorer le traitement par 1’'IL-2, nous avons testé soit des doses plus fortes
d’IL-2, soit des doses faibles d'IL-2 combinées a un immunosuppresseur, la rapamycine. Cette
drogue est couramment utilisée en clinique dans le cadre des rejets de greffe et permet la
prévention du DT1 chez la souris NOD. De plus la rapamycine combinée a 1’IL-2 présente un

effet synergique dans la prévention du DT1 chez la souris NOD.

C : Effets de I'administration de fortes doses d’IL-2 chez la souris NOD.

Afin d’améliorer 1’efficacité du traitement par I’'IL-2, nous avons augmenté la dose
d’IL-2 administrée d’un facteur 10 a 20, plus précisément 250 000 et 500 000 Ul. Dans un
premier temps nous avons testé 1’effet de cette dose dans la prévention du DT1. Ainsi des
souris NOD de 5 semaines ont regu de fortes doses d’IL-2. Ce méme traitement a des souris
plus agées peut aussi étre toxique, avec par exemple une augmentation du nombre d’cedémes
pulmonaires et il précipite 1’apparition du DT1 principalement chez les femelles (art4 Figure
1). Pourtant, une forte dose d’IL-2 n’affecte pas directement I’homéostasie du glucose. Ceci
suggere que ’effet néfaste de fortes doses d’IL-2 sur I’incidence du DT1 passerait par une
activation du systéme immunitaire.

L’analyse de l'effet des fortes doses d’IL-2 sur le systeme immunitaire des souris
NOD traitées montre une tres forte augmentation des Treg mais aussi des cellules NK,
CD11c" et CD11b" dans le pancréas (art Figure 2,3). D’un point de vue phénotypique, 1’IL-2
a forte dose augmente ’expression de Foxp3 et de CD25 sur les Treg, mais également la

sécrétion d’IFN-y parmi les NK et les CD8 dans le pancréas (art4 Figure4).
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D : Effets de I'administration de faibles doses d'IL-2 combinées avec la rapamycine chez
la souris NOD.

La rapamycine est originellement connue pour diminuer 1’activation des Tconv et
favoriser les Treg. Nous avons donc dans un premier temps analysé I’effet du traitement
combiné (IL-2 faible dose et rapamycine) sur des souris NOD pré-diabétiques. Chez ces
souris traitées, la rapamycine diminue la hausse des Treg induite par I’IL-2 dans le pancréas.
De plus, sous IL-2 nous avions constaté une augmentation de 1’expression de CD25, Foxp3,
CTLA-4, ICOS, GITR. Cependant, avec le traitement combiné IL-2/rapamycine cette
surexpression des marqueurs associés au phénotype régulateur est moins prononcée. De fagon
notable la rapamycine n’affecte pas I’augmentation des NK infiltrant le pancréas, induite par
I’IL-2 (art4 Figure 5). De méme, la rapamycine n’inhibe pas I’activation de la voie de
signalisation de I’IL-2 (art4 Figure 6).

De fagon surprenante, la combinaison du traitement & la rapamycine avec 1’IL-2 inhibe
I’effet curatif induit par ’IL-2. En effet, les souris nouvellement diabétiques traitées avec
I’IL-2 et la rapamycine ne présentent aucune rémission de la maladie (art4 Figure 7). Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que ce traitement n’induit pas de diminution d’IFN-y produit
pas les LT CD8" qui infiltrent le pancréas; contrairement a ce qu'on a pu observer chez les
souris traitées avec de faibles doses d’IL-2 seule (art3 fig 6). Ensuite nous avons cherché a
déterminer si la rapamycine interrompait 1’effet curatif induit par I’'IL-2. Pour cela des souris
précédemment diabétiques et rendues normoglycémiques par le traitement a 1’IL-2 seule ont
été traitées avec la rapamycine. De fagon remarquable toutes les souris traitées avec la
rapamycine redeviennent diabétiques. De plus dans 7 cas sur 9 le simple arrét de la
rapamycine permet a ces souris de redevenir normoglycémiques. Dans ces souris le
pourcentage de Treg infiltrant le pancréas diminue sous 1’effet de la rapamycine et tend a
augmenter lors de la seconde rémission (art4 Figure 7).

Afin de mieux comprendre le mécanisme de ce phénomene, nous avons effectué des
tests de tolérance au glucose a des souris traitées par I’'IL-2 et la rapamycine. Nos résultats
indiquent que la rapamycine seule ou en combinaison avec I’IL-2 induit une intolérance au
glucose. Enfin, I’analyse des transcrits de cellules du foie de souris NOD traitées a I’'IL-2 et /
ou a la rapamycine a permis de confirmer que la rapamycine altere aussi dans cet organe le

métabolisme du glucose (art4 figure 8).
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En résumé, 1I’I1-2 a faible dose induit une rémission a long terme du DT1, alors qu’a
forte dose elle devient toxique et accélére I’incidence de la maladie. Ceci indique que la
fenétre thérapeutique de 1’IL-2 est assez restreinte. De plus 1’association avec la rapamycine
inhibe I’effet bénéfique de 1’IL-2 probablement en modulant le phénotype et la migration des

Treg et en déréglant le métabolisme du glucose a différents niveaux.
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DISCUSSION
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Premiere Partie : Activation des Treg par les Tconv : un nouveau
mécanisme de rétrocontroéle, le < boost Tconv 2>Treg .

Les résultats des articles 1 et 2 montrent que ’activation des Tconv peut favoriser la
prolifération et/ou I’activité suppressive des Treg. Ce phénomene a été observe dans deux
situations inflammatoires différentes, 1'une ou les Tconv et les Treg sont spécifiques
d’antigénes d’ilots pancréatiques (modele murin insHA et NOD) et ’autre ou ils sont
specifiques d’antigénes exogénes (modéle BALB/C). L’étude du mécanisme révele que ce
“boost ” des Treg requiére différents facteurs selon la situation inflammatoire. Dans la suite
de cet exposé, j’utiliserai le terme de “faible inflammation” pour le “boost” des Treg observés
dans les modeles insHA ou NOD et le terme de “forte inflammation” pour celui présent dans
les souris BALB/C.

| : Implications et “régles ” du boost des Treg par les Tconv.

Lorsque le systéme immunitaire fonctionne normalement, il est capable d’orchestrer
une forte réponse inflammatoire vis-a-vis de pathogenes exogénes tout en maintenant
I’intégrité tissulaire. Ceci requiere plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires de
régulation permettant le cas échéant, I’amplification ou la diminution de la réponse
immunitaire. La balance entre les Treg et les Tconv permet de déterminer le niveau de
régulation de cette réponse. De plus, plusieurs travaux récents ont observé que
I’environnement inflammatoire influence 1’homéostasie des Treg. Nous avons donc montré
que le niveau d'activation et d'expansion des Treg est dépendant de I'activation des Tconv. Il a
été précédemment montré que la proportion des Treg a I'homéostasie dans les tissus
lymphoides dépend de la fréquence des Tconv produisant de I'IL-2. Cette observation
importante a permis de conclure que le taux des Treg est indexé a la proportion des Tconv
(Almeida et al., 2006). Dans notre projet, nous nous sommes attachés a etudier les effets de
I'activation des Tconv sur les Treg dans un contexte faiblement inflammatoire et fortement
inflammatoire. Ces résultats nous ont permis de définir certaines regles concernant le “boost
Tconv-->Treg”:

- (i) Celui-ci est observé quand les 2 types cellulaires sont activés par leur antigéne
cognitif. Si les Tconv ou les Tregs ne sont pas ou tres faiblement activés, cas de figure

lorsqu'on transfere des LT polyclonaux, nous n'observons pas de boost.
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-(ii) Les Treg et les Tconv n'ont pas besoin d'étre spécifiques du méme épitope T pour
qu'il y ait boost.

-(iii) Celui-ci n'est présent que lorsque les Treg sont faiblement actives. Dans des
contextes ou les Treg seuls sont fortement activés, I'ajout de Tconv ne fera pas encore
augmenter leur prolifération.

-(iv) Ce boost n'est pas systémique puisqu'il nécessite une activation loco-régionale
des Treg et des Tconv, soit dans le méme ganglion ou dans des ganglions drainants des zones
proches ou chevauchantes (par exemple les ganglions poplités et inguinaux collatéraux).

-(v) Enfin, les mécanismes moléculaires sont différents en fonction du contexte et
peuvent impliquer I'lL-2 ou des membres de la famille du TNF.

Mais ce phénomene de “boost Tconv—>Treg” est-il observé dans d'autres contextes et
les regles que I'on vient de décrire s'appliquent-elles a d'autres situations? Les données de la
littérature nous donnent une premiere réponse.

L’équipe d’A Abbas a observé une expansion des Treg quelques heures seulement
aprés Dactivation des Tconv. Pour cela ils ont transféré des LT CD4" issus de souris
présentant un TCR transgénique spécifique de I’OVA a des souris BALB/C. Aprés transfert
des LT, les souris BALB/C ont été immunisées avec le peptide OVA par voie intraveineuse
(i.v.). L’expansion des Treg serait meédiée par la sécrétion d’IL-2 produite par les Tconv
activés (O'Gorman et al., 2009). Ces données sont en accord avec nos travaux effectués dans le
contexte fortement inflammatoire des souris BALB/C immunisées en présence de I'adjuvant
CFA, montrant que l'augmentation de 1’expansion des Treg est dépendante de I'IL-2.
Pourtant, dans les données du groupe d'Abbas, ils ont observé un effet systémique du boost
qui peut s'expliquer par le fait que les Tconv sont actives de fagon systémique (immunisation
en iv). C'est pourquoi, dans notre modéle utilisant des LT spécifiques de HA, nous avons
étudié si un “boost Tconv>Treg” peut s'observer également lorsque les cellules sont activées
par voie i.v. ¢a n'a pas été le cas (données non montrées). Une hypothése pour expliquer cette
différence de résultats serait que le taux d'IL-2 soit plus fort dans le modéle OVA.

Dans un contexte d’infection virale induite par I’inoculation d’un rétrovirus,
I’activation des Tconv contre ce virus induit ’expansion des Treg. Celle-ci est dépendante du
TNF-o mais pas de I’IL-2 (Myers et al., 2013). Ces données sont comparables avec ce qu'on
observe dans le contexte de faible inflammation. Ainsi, le « boost » des Treg peut s’effectuer

dans un contexte inflammatoire induit par une réponse antivirale.
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De fagon plus générale, on observe souvent que I'inflammation est associée & une forte
proportion des Tregs, sans que le réle des Tconv ne soit connu ou étudié.

D’autre part, dans de nombreux cancers, la réponse anti-tumorale est corrélée a une
expansion des Treg infiltrant la tumeur (Darrasse-Jeze et al., 2009a; Gobert et al., 2009).

En ce qui concerne les maladies auto-immunes, une hausse de la proportion des Treg
est souvent corrélée avec I’avancement de la pathologie. Dans le cas du DT1, la proportion de
Treg dans le pancréas augmente progressivement jusqu’a 1’apparition de la maladie. Le taux
de Treg présents dans le site enflammé peut méme étre supérieur a celui observe dans les
organes lymphoides. En effet a 1’état basal, la proportion des Treg dans les ganglions est de
10% parmi les LT CD4" totaux alors qu’elle peut atteindre 15% dans le pancréas (Tang et al.,
2008) (nos données). Cette hausse de la proportion des Treg infiltrant le pancréas est en partie
causée par une augmentation de la prolifération de ces Treg. Toutefois cette augmentation des
Treg ne suffit pas a contrdler 1’auto-immunité, ceci pourrait s’expliquer par un défaut de
survie, une diminution de la fonction suppressive, ou encore une résistance des Tconv a la
suppression (D'Alise et al., 2008; Gregori et al., 2003). Cependant on peut supposer que les
Tconv activés participent a I’induction de la prolifération des Treg. Dans d’autres maladies
auto-immunes, la pathogéneése est aussi corrélée avec une hausse de la proportion des Treg.
Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide, une augmentation de la proportion des Treg est
observée dans le liquide synovial de I’articulation enflammée (Ruprecht et al., 2005). Enfin
dans le modéle d’EAE, la proportion des Treg est fortement augmentée jusqu’a 50% des LT
CD4" dans le systéme nerveux central lors de la rémission (Korn et al., 2007), et une déplétion
de ces cellules aggrave les signes cliniques (O'Connor and Anderton, 2008). Dans ces
conditions, comme dans le cancer, I’augmentation de 1’expansion des Treg induits par les
Tconv activés reste hypothétique.

A l'inverse, dans certains sites enflammes, les Treg peuvent étre appauvris. C'est le cas
de la lamina propria apres infection par Toxoplasma gondii. Ce résultat s'explique par un
déficit en IL-2 entrainant un défaut de survie des Treg (Belkaid and Tarbell, 2009).
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auto-immunité | induit par du CFA

description
Font génétique nod insHA Balb/c
spécificité des LT autoréactifs exogenes
Prolifération Treg seul faible forte
Amplitude du boost
P forte faible
Tconv-->Treg
mécanisme,
dépendance:
pDC oui oui/non
IL-2 non oui
TNF-a oui oui
0X40 oui n.d.

Tableau 7 : Description comparative du “ Boost Tconv>Treg” lorsque les LT sont
spécifiques d’antigenes endogénes ou éxogenes.



Il : L’augmentation de la proportion des Treg n’est-elle due qu’a ’effet du
boost sur la proliferation des Treg ?

Les causes de I’augmentation des Treg dans le site enflammé sont probablement
diverses et ne sont pas uniquement causées par une hausse de la prolifération des Treg
présents sur le site. Dans nos travaux, nous avons pu exclure le réle d'une conversion accrue
de Tconv en Treg dans la mesure ou nous regardons I'expansion de cellules déja différenciées
en Treg au moment de l'injection. Par contre, il est probable que dans certains contextes
d'inflammation, une forte proportion de Treg pourrait étre due en partie par un phénoméne
massif de conversion de Tconv en Treg. C'est probablement le cas dans certaines tumeurs du
fait de I'abondance en TGF-B, PDL1 ou d'IDO. Toutefois, I’augmentation de la proportion des
Treg sur les sites enflammeés peut étre due a un recrutement de ces cellules. Ca semble étre le
cas dans nos deux contextes inflammatoires dans la mesure ou méme la proportion des Treg
non divisés est augmentée en présence de Tconv dans le ganglion drainant et dans le tissu

exprimant leur antigene cognitif.

A : L’amplitude du “ boost ” des Treg.

Dans un contexte faiblement inflammatoire, ’amplitude du “boost” des Treg est
beaucoup plus élevée gque celle observée dans le modele induit par le CFA. En effet dans les
modeles insHA ou NOD le nombre absolu de Treg divisés augmente d’un facteur 10 a 20 en
présence de Tconv activés (artl Figure 1) alors que dans les souris BALB/C ce facteur est de
2a7 (art 2 Figure 3-4). Cette différence peut s’expliquer par le fait que la prolifération basale
des Treg transférés seuls est plus importante dans le modele BALB/C. D’ailleurs si ces Treg
transférés seuls proliferent trop fortement ils ne peuvent pas étre “boostés ” par les Tconv.
Une diminution de la quantité¢ administrée d’antigenes exogenes permet aux Treg transférés
seuls de moins proliférer et d’étre ainsi “boostés ” en présence de Tconv. Ceci suggere que le
“boost ” des Treg est limité par 1’état d’activation des Treg, s’ils sont trop activés les Tconv

ne peuvent pas les faire proliférer plus.
B : La spécificité antigénique.
Dans un contexte auto-immun, nous avons observé que le “ boost Tconv>Treg ” a lieu

lorsque ces LT sont spécifiques du méme antigene. Le transfert adoptif de Tconv BDC2.5 a

une souris NOD provoque une hausse de la prolifération des Treg endogenes dans le pancréas
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(art 1 Figure 4). En se basant sur I’hypothése que les Treg qui proliféerent ne sont pas tous
specifiques de la chromogranine A (antigene reconnu par les LT issus de souris BDC2.5)
(Stadinski et al., 2010) on peut suggeérer que les Tconv transférés induisent aussi une
prolifération des Treg de spécificités différentes. Dans ce cas, les Tconv activeraient les Treg
par effet “ bystander .

Dans un contexte de forte inflammation, 1’administration de Tconv HA 117 induit un
“boost” des Treg HA1xs (art 2 Figure 4). Cette expérience indique que le “boost
Tconv>Treg ” s’effectue en présence de Treg et de Tconv de spécificité différente vis-a-vis
d’un méme antigéne, ainsi les Tconv par effet bystander peuvent induire une hausse de la
prolifération des Treg d’une autre spécificité.

Nous avons observé que les mécanismes moléculaires du boost peuvent étre différents.

III : Les différences de mécanisme du « boost Tconv>Treg > selon les contextes
inflammatoires.

Nous avons mis en évidence dans deux situations différentes une augmentation de la
prolifération des Treg par les Tconv spécifiques d’antigénes endogénes ou exogeénes.
Toutefois ces deux “boost Tconv>Treg ” different (Tableau 7). Dans ces deux cas,

I’activation des Tconv est 1’élément principal du boost des Treg.

A : Les facteurs moléculaires.

1: L’IL-2 et le “boost Tconv=>Treg .

L’IL-2 est la cytokine essentielle au developpement et a la survie des Treg. (CF
introduction deuxiéme partie I11). L’équipe d’A Abbas a observé que suite a un transfert
adoptif de LT a des souris immunisées avec le peptide OVA, les Treg se mettent a proliférer
quelques heures apres leur activation via un signal induit par I’IL-2 (O'Gorman et al., 2009). En
revanche, dans un contexte inflammatoire induit par du CFA, I’ajout d’IL-2 seul ne permet
pas d’augmenter la prolifération des Treg ce qui montre que 1I’'IL-2 ne peut se substituer aux
Tconv pour pouvoir “ booster > les Treg. Dans ce contexte, le co-transfert de Tconv IL-2 7 ne
produit qu’un trés faible “ boost ” des Treg. Cette expérience a permis de mettre en évidence

que le “boost ” des Treg est dépendant de I’'TL-2 en cas de forte inflammation. Cette cytokine
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est donc nécessaire mais pas suffisante dans ce boost. Ainsi, les Tconv activés relarguent dans
I’environnement de fortes quantités d’IL-2 qui sont absorbées par les Treg, leur permettant de
proliférer et potentiellement d’inhiber I’activation des Tconv. D’une part cette IL-2 permet
I’activation des Treg qui par d’autres mécanismes peuvent réprimer les Tconv activés (Barron
et al., 2010; Tran et al., 2009b) (CF introduction deuxieme partie). De plus la forte expansion
des Treg pourrait limiter 1’activation des Tconv en consommant fortement I’'IL-2
environnante (Pandiyan et al., 2007). Enfin, une étude récente a montré que les Treg exprimant
fortement ICOS répondraient mieux a I’'IL-2 contrairement aux Treg I’exprimant plus
faiblement. Ces Treg 1COS™" auraient une meilleure fonction suppressive et une meilleure
capacité a proliférer (Kornete et al., 2012). Toutefois, dans une situation auto-immune,
I’injection de Tconv HAyy; IL-2 7 & des souris insHA n’empéche pas le “ boost ” des Treg.
Cette donnée indique que dans ce contexte, le “boost ” des Treg est indépendant de I'TL-2.
Les Treg boostés expriment plus fortement le CD127, le récepteur a I’'IL-7. Cette observation
suggére que 1I’IL-7 favoriserait la survie des Treg “boostés ” (Harnaha et al., 2006). De plus
une étude récente a montré que contrairement a 1’IL-2, I’IL-7 est nécessaire au maintien des
Treg mémoires dans les tissus périphériques (Gratz et al., 2013). L’IL-7 pourrait donc
permettre aux Treg boostés une meilleure survie et favoriserait leur recrutement dans le tissu
cible.

Ces données montrent que d’autres facteurs, en plus de I’'IL-2, peuvent participer au “ boost ”.

2:Le TNF-a

De facon remarquable, le TNF-a, cytokine aux propriétés inflammatoires semble
intervenir dans le mécanisme du “boost Tconv—>Treg”. Dans les deux situations
inflammatoires étudiées, le TNF-a joue un réle important dans ce mécanisme. Comme discuté
plus loin, de nombreuses questions demeurent car le TNF-o peut étre produit pas de
nombreux types cellulaires et son action est pléiotropique. Ainsi, dans les 2 situations décrites
dans les articles 1 et 2, nous ne savons pas a ce jour quelle est la source cellulaire du TNF-a
ou encore s'il y a un effet direct de la cytokine sur les Treg. Ces questions seront discutées
plus en détail plus loin. Ce qu'il est important de discuter ici concerne les controverses sur

I'effet du TNF sur la fonction suppressive des Treg.

2a : Le TNF-a et la fonction suppressive des Treg.
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Le role du TNF-a sur la fonction suppressive est controversé. In vitro chez I’homme,
une levée partielle de la suppression exercée par les Treg sur les Tconv est observée lorsque
du TNF-a est ajouté a la culture (Zanin-Zhorov et al., 2010). Dans ces conditions, il semblerait
que le TNF-a induise une résistance des Tconv a la suppression par les Treg, plutoét qu'une
diminution de la fonction suppressive des Treg (Walker, 2009). Cependant des Treg humains
pré-incubés pendant 12 a 24 heures avec du TNF-o ne sont plus capables d’inhiber les Tconv
dans une culture secondaire, suggérant un effet inhibiteur de la cytokine directement sur les
Treg (Valencia et al., 2006; Zanin-Zhorov et al., 2010). De plus, chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, certaines études montrent qu'un traitement par des anti-TNF-a est
associé a une augmentation des Treg dans le sang sur le long terme (Notley and Ehrenstein,
2010), bien que d'autres études ne confirment pas ces données (Blache et al., 2011). Les anti-
TNF-o pourraient restaurer in vitro et in vivo une fonction déficiente des Treg des patients qui
ont une polyarthrite rhumatoide (Nie et al., 2013). Toutefois, nos données et celles de JJ
Oppenheim vont a I’encontre de ces observations. En effet, nous avons observé dans le
modele ins-HA que le boost des Treg par les Tconv, qui est dépendant du TNF-a, est associé
a une augmentation de la fonction suppressive des Treg (artl Figure2). De méme, 1’équipe
de JJ Oppenheim a observé une augmentation de la fonction suppressive des Treg murins.
Cependant, il y aurait un effet délétére transitoire du TNF-a sur la fonction suppressive des
Treg qui serait remplacé par une augmentation de cette fonction suppressice aprés 48h de
culture (Chen et al., 2007). Ceci expliquerait 1’effet positif du TNF-a que nous avons observé
in vivo. De plus, les travaux de JJ Oppenheim ont révélé que la fraction de Tconv exprimant
le TNFR-2 est résistante a la suppression des Treg en présence de cette cytokine (Chen et al.,
2007). De méme, des données in vitro non publiées de notre équipe suggerent que l'effet
inhibiteur du TNF-a sur la suppression des Tconv par les Treg s'explique par le fait qu'en
présence de cette cytokine, les Tconv proliférent plus fortement, les rendant plus refractaires a
la suppression par les Treg, comme deécrit dans la littérature (par ailleurs, dans I'équipe, nous
avons également étudié l'effet direct in vivo du TNF-a sur les Treg en administrant cette
cytokine a des souris, et 1-3 jours apres en testant la fonction suppressives des Treg ex Vvivo).
En suivant ce protocole, nous n'avons pas observé d'effet sur la fonction de ces cellules
(données non publiées). Un autre parameétre est important a prendre en compte : le TNF-a

n'est pas neutre quant a la différenciation d’iTreg. En effet, un récent travail montre que
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I'administration d'anti-TNF-a ou d'anti-TNFR-2 entraine une augmentation de la
différenciation des iTreg (Zhang et al., 2013a).

Comment avoir une vue claire sur l'effet du TNF-o sur les Treg ? La premiére
possibilité, la plus simple, est qu'il y aurait une différence d'espéce. Chez la souris, le TNF-a
stimulerait plutdt la fonction suppressive des Treg (sauf a court terme), alors que la cytokine
I'inhiberait chez I'hnomme. L'explication est probablement plus compliquée car le groupe de JJ
Openheim a également observé que la fonction suppressive des Treg est également augmentée
chez I'homme par un traitement par anti- TNF-a. La difficulté de conclure vient probablement
du fait que le TNF-a stimule non seulement les Treg mais également les Tconv les rendant
réfractaires a la suppression. Enfin, I'effet inhibiteur du TNF-o sur la différenciation des iTreg
pourrait expliquer l'augmentation des Treg chez les patients qui ont une polyarthrite

rhumatoide traités par anti-TNF-a.

2b : La voie de signalisation TNF-a et NF-«B.

Le TNF-a peut activer différentes voies de signalisations qui induisent soit un signal
de mort plutdt via la voie canonique de NF-xB ou un signal de survie et de proliférationplutét
via la voie alterne de NF-«B.

La signalisation du TNF-a via le récepteur TNFR-1 entraine ’activation de la voie
canonique qui active des caspases conduisant a 1’apoptose de la cellule ou & des signaux
d’activation avec production de cytokines inflammatoires (Aggarwal, 2003). L’activation de
celle-ci conduit a la translocation d’hétérodimeres de NF-kB1/ p50, Rela ou de c-Rel (Rauert
et al., 2010). Les propriétés inflammatoires de cette voie ont été mises en évidence dans de
nombreux modgles. Par exemple les souris TNFR-17" sont protégées de ’EAE. Inversement la
signalisation du TNF-a via le TNFR-2 déclencherait plutdt la voie alterne de NF-kB.
L’activation de cette voie conduit a la translocalisation d’hétérodimeéres de RelB et de NF
kB1/p52 (Rauert et al., 2010). L’activation de cette voie de signalisation permet la survie et la
prolifération des LT. De fagcon notable, une étude récente a montré que les souris déficientes
pour IkB présentent une réduction des Treg a la périphérie. D’ailleurs cette réduction semble
étre causée par un défaut d’induction de Treg (Schuster et al., 2012).

De plus, plusieurs études ont montré le role important de cRel dans la différenciation

thymique des Treg.
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A 1’état basal, une fraction des Treg exprime le TNFR-2 et trés peu TNFR-1 (Chen et
al., 2008). Ces Treg exprimant plus fortement le TNFR-2 seraient plus fortement activés et
présenteraient une meilleure capacité suppressive (Chen et al., 2008). Enfin, 1’analyse des
transcrits des Treg boostés in vitro montre une augmentation de I’expression de geénes codants
pour des médiateurs de la voie alterne comme NIK et RelB (figl art 6). L’ensemble de ces
données suggére que I’impact du TNF-a sur le “boost ” des Treg passerait par le TNFR-2. La
source extacte du TNF-a n’est pas connue, elle peut provenir des Tconv ou des DC. De plus,
il semble que le TNF-a, augmente I’expression de TNFR-2 a la surface des Treg (Hamano et
al., 2011). Ainsi il y aurait une boucle d’amplification positive qui pourrait favoriser la voie

alterne de NF-«xB dans les Treg via le TNF-a.

2c : Le TNF dans le diabéte spontané de la souris NOD.

Plusieurs études montrent des effets opposés du TNF-a ou des anti- TNF-a dans les
maladies auto-immunes selon 1’état d’avancement de la pathologie. Dans un modéle de
diabete, I’injection de TNF-a a des souris jeunes accélére la maladie (Yang et al., 1994), ce qui
est associé a une diminution du taux de Treg endogenes (Wu et al., 2002). En revanche, ce
traitement a des souris adultes, diminue 1’incidence du diabéete. Les auteurs expliquent cette
différence de I’effet du TNF-a par un modele en deux temps. Dans un premier temps, le TNF-
a serait plutot pathogéne en activant les cellules de I’immunité innée infiltrant le pancréas.
Puis, le TNF-a aurait un role régulateur en activant les Treg ou en activant les Tconv

pathogenes (Wu et al., 2002).

3 : 0X 40.

Un autre membre de la super famille des TNFR, OX40 est une molécule de co-
stimulation qui est exprimée par les LT et particulierement par les Treg. Bien que son role
dans I’homéostasie des Treg soit debattu (CF introduction deuxiéme partie I11) des études
récentes suggerent que 1’activation d’OX40 induit la prolifération des Treg.

Dans le contexte de faible inflammation, nous avons observé que 1’ajout d’un
anticorps d’OX40-L neutralisant inhibe partiellement le “ boost ” des Treg. Cette observation
montre que cette voie est impliquée dans I’expansion des Treg induite par les Tconv activés.
Il existe trés peu de donneées sur les signaux transduits par OX40 dans les Treg. On peut

supposer qu’il y aurait une activation de NF-xB, comme avec le TNF-a. L absence d’effet
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Figure 31. Meécanismes supposés du boost” des Treg selon les conditions
inflammatoires. Dans un contexte ou les LT sont spécifiques d’antigénes endogenes, Les
Tconv peuvent sécréter le TNF et/ ou le facteur X qui vont agir directement sur les Treg
favorisant leur prolifération et leur survie. Le TNF peut induire I’expression d’OX40 sur les
Treg qui induirait I’augmentation de leur expansion via les pDC (1). Le TNF sécrété par les
Tconv peut aussi agir sur les pDC ou APC induisant I’expression de TNF et d’un facteur X
permettant I’activation des Treg (2). Dans le cas ou les LT sont activés contre des exogenes,
I’TIL-2 et le TNF sécrété par les Tconv vont activer I’expansion des Treg (3). Une autre
possibilité serait que le TNF agisse sur les APC dans le but d’induire un facteur X ou la
sécrétion du TNF afin de participer avec I’'IL-2 a I’induction du boost des Treg (4). 1l est aussi
possible que la voie OX40/0X40L participe a I’induction de ce “boost ™ Dans les deux cas la
combinaison de ces deux possibilités est envisageable.



additif ou de synergie de I’inhibition du boost lorsque les voies OX40 et TNF sont bloquées
suggere que ces deux molécules seraient impliquées de facon sequentielle dans le boost. Ceci
suggeére aussi qu’il y aurait un autre facteur intervenant dans le mécanisme du “ boost ”.

Le ligand d’OX40 est exprimé par les CPA. Ainsi I’intéraction entre les CPA et les
Treg permettrait une augmentation de leur prolifération. D’ailleurs une étude a montré que
des DC induits par le GM-CSF favorisent la prolifération des Treg via OX40/0X40-L. De
plus I’injection de ces DC permet de contréler la thyroidite expérimentale, en favorisant

I’expansion et la fonction suppressive des Treg (Gopisetty et al., 2013).

Enfin, il a été décrit qu’OX40 permet aussi I’augmentation de la sécrétion d’IL-2 par
les LT (Gramaglia et al., 1998). Dans le cas d’une inflammation induite par le CFA, on peut
supposer que la voie OX40/0X40-L favoriserait la sécrétion d’IL-2 produite par les Tconv
activés et participerait au “ boost ” des Treg. Pour cela on pourrait tester I’ implication de cette

voie en I’inhibant in vivo par un anticorps anti OX40-L.

B : Les facteurs cellulaires, I’'implication des pDC.

Nous avons abordé précédemment que les pDC jouent un rble important dans
I’homéostasie des Treg (CF introduction partie III). Dans un contexte d’auto-immunité
comme le diabéte ou I’EAE, une déplétion des pDC augmente 1’agressivité de la maladie (Irla
et al., 2010). Nos résultats montrent qu’une déplétion des pDC induit une diminution de la
prolifération des Treg dans le boost. Les pDC seraient donc impliqués. Plusieurs explications
seraient possibles pour comprendre le réle des pDC dans le boost des Treg. Il a été décrit que
les pDC expriment fortement ICOS-L lorsqu’ils sont activés (Janke et al., 2006). Or la
prolifération des Treg est en corrélation a I’augmentation de I’expression d’ICOS sur ces
cellules. Dans un contexte faiblement inflammatoire, on pourrait donc supposer que les Treg
exprimant fortement ICOS pourraient s’activer via les pDC (Faget et al., 2012). D’autre part, il
a été décrit que les pDC peuvent exprimer OX40-L (lto et al., 2004). On pourrait donc
suggérer que I’action des pDC passerait pas la voie OX40/ OX40L afin d’activer les Treg.
Dans le cas ou les LT sont spécifiques d’antigenes exogenes, 1’inhibition des pDC entraine
une baisse non significative du boost des Treg. Ceci montre que dans des conditions de forte

inflammation provoquée par du CFA, le role des pDC n’est que secondaire, probablement
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parce que I’entourage cytokinique suffit a favoriser un boost des Treg ou parce que d’autres

CPA participent a ce phénomeéne.
C : Les mécanismes possibles du boost des Treg

Nous avons mis en évidence deux types de mécanismes du boost des Treg dans
différents contextes inflammatoires. Bien que nous ayons mis en évidence le role du TNF-a,
de I'IL-2, d’0OX40/0X40-L et des pDC, le mécanisme du boost des Treg n’est pas encore
complétement éclairci et il se pourrait qu’un autre facteur X non connu a ce jour intervienne
(Figure 31).

Dans un contexte de faible inflammation, lorsque les LT sont spécifiques d’antigénes
endogénes, le boost des Treg est dépendant du TNF-a, des pDC et d’0OX40/0X40-L. On peut
supposer que le TNF-a et/ou le facteur X sécrété(s) par les Tconv agirait directement sur les
Treg en activant leur expansion. Le TNF-a favoriserait la survie et la prolifération des Treg
via le TNFR-2, mais augmenterait aussi 1I’expression d’OX40 ce qui pourrait également
booster les Treg par les pDC ou par d’autres CPA exprimant OX40-L (Chen et al., 2010). Un
autre mécanisme possible serait que le TNF-a ou le facteur X produit par les Tconv agirait sur
les pDC. Ceci aurait pour conséquence une activation de ces CPA qui se mettraient a produire
du TNF-a et a sur exprimer certaines molécules de co-stimulation qui favoriseraient la
prolifération des Treg.

Dans un contexte de forte inflammation, 1’'IL-2 produite par les Tconv joue un réle
important. Il semble que cette interleukine puisse agir directement sur les Treg en entrainant
leur prolifération et leur survie. Toutefois le TNF-a a aussi un role dans ce boost des
Treg.L’action du TNF-a peut se faire directement sur les Treg ou par 1’intermédiaire des
CPA. Dans ce contexte, on ne peut pas exclure que le TNF-a et I’IL-2 soient les seuls
responsables de ce “boost”, un facteur X pourrait participer a I’induction du “boost des

Treg”.
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Deuxieme partie : a la recherche d’une thérapie du DT1.

Ces derniéres années, les différents travaux menés montrent que 1’IL-2 a un role
majeur dans I’expansion et la survie des Treg. Nous avons donc testé son efficacité
thérapeutique dans le DT1. Les résultats obtenus chez la souris NOD montrent que 1’IL-2 peut
induire une rémission de la maladie, ceci méme aprés 1’arrét du traitement. Cet effet curatif
semble reposer préférentiellement sur les Treg. Toutefois I’IL-2 n’induit que 60% de
rémission, nous avons donc testé différentes stratégies expérimentales dans le but d’améliorer
son efficacité. Ainsi nous avons testé différentes doses d’IL-2 plus fortes ou combiné ce
traitement avec un immunosuppresseur, la rapamycine. Malheureusement, ces deux derniers
ne fonctionnent pas. Dans cette partie, je m’attacherai a discuter les causes de ce
dysfonctionnement et ce qui pourrait nous permettre d’entrevoir de nouvelles approches

thérapeutiques.

| : Le choix du modeéele NOD.

Il est évident que les modéles animaux sont indispensables au développement de
nouvelles thérapies. Ces 30 derniéres années, le modeéle NOD a été utilisé pour disséquer les
facteurs génétiques et les facteurs immunologiques conduisant au DT1. Toutefois, ce modele
présente & la fois de nombreuses similitudes et différences avec I’homme. A partir du modéle
NOD de nombreux loci génétiques, présentant des susceptibilités au DT1, ont été identifiés
chez I’homme, tels que 1I’idd1, idd2, idd3, Idd5.1.... Cependant certains de ces loci reconnus
chez la souris n’ont toujours pas trouve d’homologue humain. D’un point de vue
thérapeutique de nombreux traitements préventifs ou curatifs du DT1 ont été trouvés dans le
modeéle murin ; par exemple le traitement par I’anti-CD3, qui semble prometteur chez
I’homme, a été préalablement découvert chez la souris (Chatenoud et al., 1994). En revanche,
d’autres traitements découverts chez la souris ont été testés en clinique chez 1’homme sans
apporter les résultats escomptés. En effet certains traitements présentent une trop forte toxicité
ou tout simplement n’ont pas d’effet sur la maladie chez I’humain. Comme par exemple
I’administration d’insuline par voie intranasale ne permet pas la prévention du DT1 chez
I’homme (Nanto-Salonen et al., 2008) ; ou encore 1’administration de cyclosporine A qui a dd
étre interrompue car elle présentait des effets secondaires trop importants (Feutren et al.,

1986). A partir de ces observations on peut considérer que bien que le modele NOD soit un
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outil essentiel & la découverte de nouvelles thérapies, il y a une marche importante a franchir
pour trouver une application thérapeutique chez I’homme. Il faut prendre en considération les
différences qui existent entre I’homme et la souris, les effets secondaires potentiels et la dose
adéquate a administrer. Inversement, le modéle NOD peut aussi nous aider a comprendre
pourquoi certains traitements ne fonctionnent pas chez ’homme, c’est le cas de notre étude

avec I’IL-2 et la rapamycine.

Il : Le role des Treg comme cible thérapeutique du diabéte.

Pourquoi cibler particulierement les Treg dans le DT1? Plusieurs traitements
expérimentaux modulant directement ou indirectement le nombre ou la fonction des Treg ont
démontré leur efficacité dans le diabete (CF introduction troisieme partie II). Il a été
démontré que I’anti-CD3 induit une rémission chez 80% des souris NOD diabétiques
(Chatenoud et al., 1994). Plusieurs années plus tard, il a été compris que cette rémission est en
partie causée par la conversion des Tconv en Treg via le TGF- (Belghith et al., 2003; You et
al., 2007). D’ailleurs ce traitement fonctionne aussi dans les souris CD28™ déficientes en Treg
thymiques.

D’autre part, une autre étude a montré que I’administration d’anti-CD20 éliminant les
LB induit une rémission du DT1 chez la souris NOD (Hu et al., 2007). Cette étude montre une
augmentation des Treg a long terme dans la rate. 1l en est de méme pour la rémission induite
par I’injection d’une molécule anti-inflammatoire comme 1’al-antitrypsine, qui permet une
accumulation de Treg et une hausse de la sécrétion d’IL-10 et de TGF-B dans le pancréas
(Koulmanda et al., 2007; Lewis et al., 2008). On peut supposer que cette thérapie influencerait
I’activité suppressive des Treg. Toutefois 1’équipe de D. Mathis et C Benoist a observé que
les Treg issus des souris NOD ne posséderaient pas d’altération de leur capacité suppressive,
mais plutbt que les Tconv seraient réfractaires a cette suppression (D'Alise et al., 2008). On
notera que dans cette étude la capacité suppressive des Treg issus du pancréas n’a pas été
testée. Or d’autres travaux ont montré que chez la souris NOD la fonction suppressive des
Treg diminue en fonction de 1’age (You et al., 2005). De plus notre équipe, ainsi que d’autres,
avons montré que les Treg infiltrant le pancréas expriment faiblement le CD25, ce qui laisse

suggérer que ces cellules ont une altération de leur réle suppresseur.
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L’ensemble de ces études montrent que la rémission du DT1 serait médiée par une
augmentation du nombre et de la capacité suppressive des Treg dans le pancréas ou dans le

ganglion drainant.

111 : L’effet curatif de I’lL-2 chez la souris NOD, une question de dose !

Comme décrit précédemment I’TL-2 est une cytokine aux fonctions multiples, a forte
dose elle peut induire I’activation et ’expansion des LT, a faible dose elle favorise la survie et
la prolifération des Treg. Chez I’homme, les patients possédant certains variants géenétiques
du récepteur a I’IL-2 ont une susceptibilité augmentée de développer un diabéte. L’étude des
Tconv de ces patients montre qu’ils expriment moins de récepteurs a I’TL-2 et par consequent
produisent moins d’IL-2. Dans ce cas les Treg seraient moins activés et donc moins capables

de supprimer les Tconv diabétogénes (Garg et al., 2012).
A : L’IL-2 a faible dose.

Nous avons testé I’ajout d’IL-2 exogene dans le but de rétablir la fonction et méme
I’augmentation des Treg dans le pancréas. Contrairement a d’autres travaux nous n’observons
pas d’augmentation du pourcentage de Treg infiltrant le pancréas chez les souris guéries. En
revanche, ces Treg ont une expression augmentée d’ICOS, CTLA-4, GITR, CD25 et Foxp3,
ce qui suggere une activation de ces cellules et qu’ils réponderaient mieux a 1’IL-2
environnante. D’ailleurs une étude récente a montré que les Treg activés exprimant fortement
ICOS sont plus sensibles a I’'TL-2 et plus suppresseurs (Kornete et al., 2012). On pourrait penser
que les Treg présents dans le pancréas de la souris NOD ne sont pas réellement capables de
s’activer et que I’ajout de faibles doses d’IL-2 suffit a amorcer cette activation leur permettant
de contrdler 1’auto-immunté a long terme. Enfin, I’IL-2 augmenterait aussi la survie de ces
Treg via la diminution de Bim et I’augmentation de bcl-2 (Barron et al., 2010). A I’inverse de
’anti-CD3, il semble que 1’IL-2 seule ne permette pas I’induction de Treg (CD4" Foxp3™)
dans le pancreas (CF annexe).

Ainsi une cure a faibles doses d’IL-2 active suffisamment les Treg en favorisant leur
survie et leur fonction pour guérir les souris du DT1 a long terme. D’ailleurs a cette dose, il
semble que seuls les Treg soient touchés a 1’exception des NK infiltrant le pancréas. On

pourra remarquer que cette augmentation des NK a lieu uniquement dans le pancréas et non
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dans les ganglions drainants ni dans la rate. Toutefois une hausse de la prolifération de ces
cellules a été observée dans ces organes. Ceci suggere que 1’[L-2 favorise le recrutement,
I’activation et la survie des NK dans le pancréas enflammé. Une étude récente confirme nos
données, montrant une augmentation des NK dans le pancréas apres traitement avec 1’IL-2
complexe (Sitrin et al., 2013). En effet les NK expriment certains récepteurs de la famille yC
dont le récepteur a I’IL-7, a I’'IL-15 et plus faiblement le récepteur a I’IL-2. Toutefois, le role
pathogéne des NK dans le DT1 est controverse (Beilke et al., 2012; Gur et al., 2010) et n’affecte
pas la rémission induite par 1I’IL-2, probablement parce que les NK sont réprimés par les Treg.
D’ailleurs une étude récemment publiée montre qu’une délétion des Treg induit une
augmentation des NK infiltrant le pancréas. Les Treg controleraient les NK en consommant
I’IL-2, empéchant ainsi les NK de s’activer (Gasteiger et al., 2013; Sitrin et al., 2013).

B : L’IL-2 a forte dose (Tableau 8).

Une augmentation, d’un facteur 10 seulement, de la dose curative d’IL-2 du DT1,
induit une hyper activation de tout le systéme immunitaire et précipite I’apparition de la
maladie. En effet, nos données montrent une augmentation des LT pathogénes sécrétant de
I’IFN-y, des NK, des neutrophiles et des LB dans le pancréas ; ce malgré une augmentation de
la proportion et de la prolifération des Treg.

A cette dose nous avons observé une précipitation des signes cliniques de la maladie et
un effet toxique important. Cette augmentation de I’incidence et de I’effet toxique semble étre
plus importante chez les femelles que chez les males. Chez la souris NOD les femelles sont
plus susceptibles au diabete, on pourrait penser donc que cette toxicité dépend aussi du sexe.
D’autre part, il a été décrit que de fortes doses d’IL-2 peuvent agir directement sur les cellules
endothéliales (Baluna et al., 1999; Cotran et al., 1988) ou via l’activation du systéme
immunitaire produisant des cytokines inflammatoires (Assier et al., 2004; Baluna and Vitetta,
1997). Certaines de ces cellules, comme les cellules endothéliales pulmonaires, expriment les
récepteurs a I’IL-2. Les travaux d’0O Boyman ont montré que I’'IL-2 a forte dose agit
directement sur les cellules du poumon et provoque des oedémes (Krieg et al., 2010). Ces
travaux et nos résultats montrent 1’importance du choix de la dose d’IL-2 & administrer pour
avoir un effet toxique minimal tout en gardant un effet bénéfique maximal. De fagon notable

certaines de ces souris traitées pendant plus d’un mois avec de fortes doses d’IL-2 ne
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Tableau 8: Récapitulatif de D’effet de I'IL-2 a différentes doses sur le systeme

immunitaire chez la souris NOD.




présentent ni de diabéte ni d’effet toxique ! Cette donnée remarquable laisse suggérer qu’une
administration prolongée d’Il1-2 a un effet tolérogéne qui serait causé par la production
d’anticorps anti IL-2.

D’un point de vue immunitaire, sous de fortes doses d’IL-2 nous observons I’effet
inverse que celui observé avec de faibles doses. Sous de fortes doses d’IL-2, les LT
pathogeénes s’activent et produisent de fortes quantités d’IFN-y. Cette augmentation d’IFN-y
pourrait étre une des causes de la hausse de I’incidence du DTI1. D’autre part nous avons
constaté une augmentation des populations CD11b* Ly6-C* et CD11b" Ly6-G*. Certains
travaux indiquent que ces cellules pourraient avoir un effet initiateur du diabete (Fu et al.,
2012; Jansen et al., 1994) alors que d’autres suggérent qu’elles seraient plutdt protectrices (Yin
et al., 2010). Dans ce cas précis, les Treg ne suffisent plus a contrdler I’activation du systéme
immunitaire.

L’ensemble de ces données indiquent que la fenétre thérapeutique de 1’IL-2 reste
petite et que selon la quantité d’IL-2 administrée les effets peuvent étre opposes. Des résultats
similaires ont été observés dans le cancer ou selon la dose d’IL-2 injectée I’effet thérapeutique

diverge (Klapper et al., 2008).
IV : Dans un contexte actuel, les thérapies par I’'TL-2.

Chez I’homme, 1’administration de faibles doses d’IL-2 dans la GvHD ou la
vascularite associée a HCV permet une amélioration des signes cliniques. Ces résultats sont
tous en corrélation avec une augmentation du taux des Treg. Parmi ces essais menés chez
I’homme, une augmentation du nombre d’€osinophiles et/ou de NK a aussi été observée.
Cependant cette augmentation n’affecte pas ’amélioration des signes cliniques. Dans 1’essai
mené pour contrdler la GvH, ’augmentation des NK et des éosinophiles est particuliérement
prononcée lorsque I’'TL-2 est administrée de facon quotidienne sur une longue période (Koreth
et al.,, 2011). Alors que dans I’essai chez les patients atteints d’une vascularite a8 HCV ou
I’administration d’IL-2 était plus courte mais répétée, on ne retrouve pas d’augmentation des
éosinophiles (Saadoun et al., 2011). Pour le diabéte, il se pourrait aussi que I’efficacité du
traitement résiderait en de courtes périodes d’injection répétées dans le temps plutdt que par
des traitements de plusieurs semaines consécutives comme deéja effectués auparavant dans la

GVH. Cette stratégie permettrait de limiter les effets secondaires. Par ailleurs un essai clinique
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de phase I/Il contre le DT, visant a déterminer la dose d’IL-2 adéquate, vient juste d’étre

termine (NCT01353833).

V : Vers des thérapies combinées.

Ces derniéres années, dans le but d’améliorer les effets thérapeutiques, plusieurs
études tentent de combiner les traitements (van Belle et al., 2011). Ainsi un essai clinique
récent a combiné I’IL-2 et la rapamycine visant a stimuler les Treg et a contréler les Tconv
dans le DT1 (Long et al., 2012). La rapamycine seule permet la prévention du DT1(Baeder et
al., 1992). Ce traitement combiné avec 1’IL-2 présente un effet synergique dans la prévention
du DT1 (Shapiro et al., 2002). De méme, dans un modele expérimental de GvHD, la
combinaison de I’IL-2 avec la rapamycine augmente le nombre des Treg (Shin et al., 2011). De
plus, dans le cadre des greffes d’ilots la rapamycine permet la prévention du rejet du greffon
(Gagliani et al., 2011).

A : Effet de la combinaison IL-2 rapamycine sur le systeme immunitaire (Figure 32).

Nous avons donc combiné chez la souris NOD un traitement par IL-2 a faible dose
avec une courte cure de 5 jours de rapamycine. Or ce traitement n’induit aucune rémission du
DT1 et, au contraire, la rapamycine inhibe I’effet curatif de I’IL-2. Afin de comprendre ce
résultat surprenant nous avons dans un premier temps observé 1’effet de la rapamycine sur le
systeme immunitaire. L’administration de la rapamycine seule sur une courte durée tend a
diminuer le pourcentage total de LT CD3" de fagon systémique mais pas au sein méme du
pancréas. Cette donnée indique qu’un traitement a court terme ne permet pas le nettoyage de
I’infiltrat pancréatique comme observe avec un traitement prolongé (Shapiro et al., 2002). Chez
les souris pré-diabétiques, 1’IL-2 permet une augmentation du taux de Treg dans le pancréas.
Cette augmentation est moindre lorsque I’IL-2 est combiné avec la rapamycine. Comme
décrit précédemment 1I’IL-2 augmente aussi 1’expression des marqueurs phénotypiques des
Treg ; or sous traitement combiné cette hausse est diminuée. Cette donnée suggére que
I’augmentation de I’activation des Treg est partiellement inhibée par la rapamycine. Ainsi les
Treg présenteraient une activité suppressive alterée comme suggére par le fait que la sécrétion
d’IFN-y produite par les LT CD8" n’est pas réduite sous IL-2/rapamycine. De plus, la

combinaison de I’[L-2 avec la rapamycine n’affecte pas I’augmentation des NK, induite par
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Migration des Treg dans le pancréas

Augmentation des NK -2/
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Production d’'IFNG-y par les LT CD8"

Résistance & l'insuline

altération du métabolisme du glucose

Figure 32. Schéma comparatif des effets de I’'IL.-2 en comparaison avec les effets de I’IL-
2 combinée a la rapamycine dans le DT1 chez la NOD. Les fleches vertes et les cadrants
verts sont en accord avec la rémission du DT1. Les fleches rouges ou les cadrants rouges
favorisent la pathologie. On peut constater que 1’administration d’IL-2 seule favorise
I’expansion, la survie, et la fonction suppressive des Treg. lls contrblent aussi la production
d’IFN-y produit par les LT CDS8" infiltrant le pancréas. Toutefois I’TL-2 favorise aussi les NK
qui semblent étre réprimés par les Treg activés. Cette thérapie permet la rémission du DT1.
La combinaison de I’'IL-2 avec la rapamycine favorise elle aussi I’expansion et la survie des
Treg mais semble perturber leur fonction suppressive et leur recrutement dans le pancréas.
Ainsi la production d’IFN-y par les LT CD8" pathogénes n’est plus controlée. De plus ce
traitement présente une toxicité pour les cellules B productrices d’insuline et perturbe le
métabolisme du glucose.



I’IL-2. Des données similaires ont été obtenues a la périphérie chez I’homme (Long et al.,
2012). Dans I’hypothése que les NK ont un rdle pathologique, la rapamycine pourrait
indirectement favoriser la pathogénese en altérant la fonction des Treg sans affecter les NK.
Ceci serait une des causes de 1’effet néfaste de ce traitement.

Dans le but de confirmer 1’hypothése que la rapamycine inhibe 1’effet curatif de 1’IL-
2, des souris diabétiques préalablement traitées par 1’IL-2 et guéries ont été traitées avec la
rapamycine. Aprés 3 a 10 jours de traitement avec la rapamycine, toutes les souris
redeviennent diabétiques. Et de facon surprenante, la majorité de ces souris redeviennent
normo-glycémiques deés I’arrét du traitement a la rapamycine et sans 1’administration d’IL-2.
Cette expérience est la démonstration que la rapamycine inhibe I’effet de I’[L-2. D’ailleurs cet
effet “ réversible ” de la rapamycine a été préalablement observé lors de la combinaison de la
rapamycine avec 1’anti-CD3 (Valle et al., 2009).

Une des hypothéses expliquant I’effet inhibiteur de la rapamycine sur le traitement &
I’TL-2 serait que la rapamycine affecte le recrutement des Treg au sein du pancréas. En effet
des travaux récents ont montré que la rapamycine influence la migration des LT CD8" en
favorisant I’expression de récepteurs de “ homming ” dans le ganglion tels que CD62L, CCR7
et S1IP1 (Finlay and Cantrell, 2010; Finlay et al., 2012). Nous avons voulu vérifier cette
hypotheése en étudiant I’expression de CCR7 sur les Treg présents dans les ganglions
pancréatiques et infiltrant le pancréas. Cependant nous avons malheureusement été confrontés
a des difficultés techniques. Lors de la purification des LT infiltrant le pancréas, les cellules
sont en contact avec un grand nombre d’enzymes pancréatiques qui peuvent dégrader les
récepteurs aux chimiokines. Toutefois, sous rapamycine le taux des Treg diminue dans le
pancréas pour augmenter dans le ganglion pancréatique dans les souris guéries par 1I’'IL-2.
Lors de I’administration de rapamycine, ce taux tend a augmenter & nouveau dans le pancréas
et a diminuer dans les ganglions drainants. Cette observation suggere de maniere indirecte que
la rapamycine influencerait la migration des Treg vers les organes lymphoides.

Ces résultats sont étonnants car d’un point de vue moléculaire la rapamycine inhibe la
voie PI3K-Akt/ mTOR qui est peu utilisée par les Treg. En effet des travaux ont montré que
les Treg expriment fortement la protéine PTEN, qui est un inhibiteur de cette voie (Walsh et
al., 2006). L’ensemble des données précédentes indiquent que la rapamycine altére 1’effet de
I’IL-2 principalement sur les Treg. Sous IL-2 les Treg activent la voie de signalisation
JAK/STATS. L’étude de STATS phosphorylé dans les Treg ex vivo, apreés injection d’IL-2
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seule ou combinée avec la rapamycine indique que la rapamycine n’empéche pas 1’IL-2

d’activer cette voie dans les Treg.
B : La rapamycine a un role néfaste directement sur les Tlots.

Des patients ayant subit une greffe du rein et qui sont traités chroniquement avec la
rapamycine présentent un risque augmenté de développer un diabete lié a un
dysfonctionnement du métabolisme du glucose associé a une résistance a I’insuline (Johnston
et al., 2008). Pour ces raisons nous avons étudi¢ 1’effet de la rapamycine sur le métabolisme du
glucose en effectuant des tests de tolérance au glucose et une analyse du transcriptome au
niveau du foie. Nos données montrent que chez la souris NOD, la rapamycine induit une
intolérance au glucose et perturbe le métabolisme du glucose au niveau hépatique. D’autre
part la combinaison IL-2/rapamycine diminue la prolifération basale des cellules B
productrices d’insuline. D’ailleurs in vitro des études menées sur les Tlots humains ou sur des
lignées cellulaires Min6 ont montré que la rapamycine présente une toxicité (Lamming et al.,
2012). En effet d’un point de vue moléculaire, ’activation via la voie AKT/mTOR favorise le
développement des cellules B et participe a la régulation du métabolisme de I’insuline.
(Cunningham et al., 2007).Une autre étude a montré qu’une déficience en S6K1, un médiateur
de la voie mTORC-1, induit une diminution de la quantité de cellules et une hyperglycémie
(Pende et al., 2000).

L’ensemble de ces études suggerent que la rapamycine, principalement lorsqu’elle est
combinée a I’TIL-2 présente un effet néfaste sur les Tlots pancréatiques résiduels dans les souris

NOD, ce qui constituerait une explication plausible aux résultats négatifs de 1’essai clinique.
VI: Vers de nouvelles thérapies.

L’IL-2 peut étre couplée a d’autres molécules potentiellement curatives. Comme par
exemple le G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor). Chez la souris NOD
I’administration de G-CSF prévient du DT1 en mobilisant des pDC, qui induisent les iTreg, et
en orientant les réponses Thl vers un profil Th2 (Kared et al., 2005). Une étude a montré que le
G-CSF couplé avec I’ATG améliore I’efficacité du traitement (Parker et al., 2009). D’ailleurs
nos premiers résultats préliminaires montrent que les souris NOD présentant une glycémie

supérieure a 350 nd/dl de sang peuvent guérir avec la combinaison de 1I’IL-2 et GCSF. On
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pourrait aussi envisager d’administrer I’'IL-2 avec le TNF ; cependant il faudrait considérer ce
traitement avec beaucoup de précaution car une faible injection de TNF chez la souris NOD
augmente les Treg mais aussi les LT pathogenes (nos données personnelles, (Wu et al., 2002).
Enfin on peut envisager de nouvelles thérapies en ciblant a la fois 1’attaque auto-
immune et en favorisant la régénération et la prolifération des cellules B résiduelles. Par
exemple, une étude récente a démontré que 1’ajout d’un micro ARN mir7 favorise la

prolifération des cellules ) (Wang et al., 2013).

V11 : Appréciation personnelle.

Mon travail de thése a permis d’identifier une nouvelle molécule curative du DT1
chez la souris NOD, I’IL-2. Cependant cette cytokine a un réle pléiotrope et peut avoir a la
fois une action immuno-régulatrice ou immuno-stimulatrice selon la dose administrée. Chez
I’homme un essai clinique a montré que la combinaison de I’IL-2 avec la rapamycine ne
fonctionne pas dans le DT1. Ces résultats sont en corrélation avec mes travaux. Ceci montre
I’intérét de tester de nouvelles thérapies chez la souris avant ’homme. L’avantage de ce
modele est qu’il permet d’apprécier de fagon plus précise ’effet d’un traitement au niveau de
I’organe cible, le pancréas ; et dans notre cas d’apporter quelques explications sur 1’effet
néfaste de la rapamycine couplée a I’IL-2 dans le DT1.

Actuellement I’TL-2 est testée sous différentes formulations et dans différentes
pathologies telles que les cancers, la GvH, la vascularite a HCV, I’infection VIH ou le diabéte
autoimmun. Malgré le grand potentiel thérapeutique que représente 1’IL-2, il faut considérer
ce traitement avec beaucoup de précaution car il peut présenter des effets secondaires
importants.

- Dans les cancers, I’injection de fortes doses d’IL-2 seule permet de stimuler la
réponse immune anti cancéreuse et améliore la survie des patients, mais ne permet pas
I’éradication des tumeurs (Smith et al., 2008). Toutefois, ce traitement peut aussi augmenter les
lymphocytes Treg limitant son effet sur la tumeur et surtout présente des effets secondaires
importants comme le “ vascular leak syndrome ” (VSL), une baisse de la tension ou encore le
risque d’oedéme pulmonaire. De plus on pourrait supposer que ce traitement a 1’IL-2 puisse
diminuer les réponses immunitaires contres des agents pathogénes exogenes.

- Dans la prévention de la GvH, I’étude de modeles murins montre que 1’injection de

fortes doses d’IL-2 présente un effet bénéfique (Sykes et al., 1990). Inversement,
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I’administration de faibles doses d’IL-2 ne permet pas la prévention de la GvH aigue dans un
autre modele murin (Martin et al “soumis ”). Chez I’homme, un premier essai clinique montre
une amélioration des signes de la GvH associée a une augmentation des Treg, mais aussi une
augmentation des NK et des éosinophiles chez les patients ayant recu les plus fortes doses
(Matsuoka et al., 2013).

- Dans la vascularite associée a HCV, le traitement a de plus faibles doses d’IL-2 sur
de courtes durées et de facon répétée montre une amélioration des signes cliniques associée a
une augmentation des Treg. Toutefois ce traitement n’a pas fonctionné chez tout les patients
traités et une augmentation des NK a aussi été observee (Saadoun et al., 2011). L’ensemble de
ces travaux montrent que selon la maladie et la quantité d’IL-2 administrée, 1’effet

thérapeutique est variable.

L’IL-2 a une demi-vie faible (environ 30 min) ; dans le but d’améliorer sa durée de
vie, elle a été couplée avec un anticorps anti-IL-2 non neutralisant. Il existe plusieurs
complexes avec des effets différents, certains favoriseraient 1’expansion des Treg et d’autres
plutét des Tconv.

L’un d’entre eux, I’IL-2-S4B6, est connu pour favoriser la réponse immune anti
tumorale ou anti virale dans les modéles murins (Boyman et al., 2006). De plus, ce complexe
présenterait des effets secondaires atténues et limiterait la prolifération des Treg.

Un autre complexe, IL-2-JES6-1 connu pour stimuler les Treg présente un effet
bénéfique dans de nombreuses maladies. Par exemple il prévient le diabete chez la souris
NOD (Tang et al., 2008) mais aussi I’'EAE, le rejet de greffe d’ilots (Webster et al., 2009).ou
encore 1’arthérosclérose (Dinh et al., 2012). Toutefois ce traitement ne permet pas de prévenir
le rejet de greffe de peau malgré une augmentation des Treg (Vokaer et al., 2012).

Notons que dans la plupart de ces études, les effets secondaires comme 1’augmentation des
NK et le risque d’oedéme n’ont pas toujours été évalués.

Enfin, nous avons abordé le fait que le traitement combiné de I’'IL-2 avec la
rapamycine ne fonctionne pas chez la souris NOD. En revanche, chez la souris, celui-ci
présente un effet bénéfique dans la greffe d’ilots pancréatiques ou encore dans la GVH (Shin

etal., 2011). Chez I’homme, un essai clinique est actuellement en cours dans la GvH.
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Cette liste non exhaustive des différents traitements en relation avec 1’IL-2 montre des
résultats différents selon la maladie, la quantité et le type d’IL-2 administré. Ceci montre qu’il
est nécessaire pour les thérapies futures d’étudier plus en détail les bénéfices/ risques de ce
traitement et son intérét. De plus nos résultats chez la souris mettent en avant le besoin
d’étudier plus en détail les effets inappropriés de I’'IL-2 ou de la rapamycine dans les essais

cliniques a venir.
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Pathogenic T cells have a paradoxical
protective effect in murine autoimmune
diabetes by boosting Tregs
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CD4*CD25*Foxp3* Tregs play a major role in prevention of autoimmune diseases. The suppressive effect of
Tregs on effector T cells (Teffs), the cells that can mediate autoimmunity, has been extensively studied. How-
ever, the in vivo impact of Teff activation on Tregs during autoimmunity has not been explored. In this study,
we have shown that CD4* Teff activation strongly boosts the expansion and suppressive activity of Tregs.
This helper function of CD4" T cells, which we believe to be novel, was observed in the pancreas and draining
lymph nodes in mouse recipients of islet-specific Teffs and Tregs. Its physiological impact was assessed in
autoimmune diabetes. When islet-specific Teffs were transferred alone, they induced diabetes. Paradoxically,
when the same Teffs were cotransferred with islet-specific Tregs, they induced disease protection by boost-
ing Treg expansion and suppressive function. RNA microarray analyses suggested that TNF family members
were involved in the Teff-mediated Treg boost. In vivo experiments showed that this Treg boost was partially
dependent on TNF but not on IL-2. This feedback regulatory loop between Teffs and Tregs may be critical to

preventing or limiting the development of autoimmune diseases.

Introduction

The peripheral T cell repertoire of any individual contains autoreac-
tive T cells specific for a variety of self antigens (1). Their activation
could induce an autoimmune process, eventually leading to an auto-
immune disease. Severe and prolonged inflammation in a tissue may
lead to the activation of pathological autoreactive T cells by several
mechanisms (2, 3). At the site of inflammation or in draining LNs,
tissue damage results in an enhanced presentation of autoantigens
by newly recruited mature antigen-presenting cells. Also, released
cytokines, chemokines, and inflammatory factors may attract and
induce bystander activation of autoreactive memory/effector T cells
(Teffs), leading to initiation or exacerbation of a preexisting autoim-
mune process and eventually clinical disease.

These potentially pathologic processes are controlled by several
factors and feedback mechanisms. For example, strongly activated
Teffs can secrete the antiinflammatory IL-10 cytokine (4). Also,
IFN-y expression by Teffs may favor production of the antiinflam-
matory indoleamine 2,3-dioxygenase (5) or promote Tim-3/galec-
tin-9 interaction regulating T helper type 1 immunity (6). But one
of the major mechanisms controlling inflammation and autore-
active Teffs involves the CD4*CD25*Foxp3* Tregs (7-12). More-
over, high numbers of Tregs are observed in inflamed tissues in
various contexts (13-19). Different mechanisms may explain this
increased Treg frequency. A Treg subset with an “activated/mem-
ory” phenotype preferentially migrates to inflamed tissues (20).
Also, enhanced presentation of autoantigens by increased num-
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bers of mature DCs in inflamed tissues may favor the activation of
autoreactive Tregs (21-23), which would then turn on their sup-
pressive activity and exert bystander suppression (24, 25).

Thus, during an autoimmune process, there is a local enrichment
of both autoreactive Teffs and Tregs. Since the efficacy of Treg-
mediated suppression depends on the equilibrium between acti-
vated Teffs and activated Tregs (26), any factor that could tip this
balance to one side or the other could then determine the outcome
of the autoimmune process. In this study, we have identified what
we believe is a novel feedback mechanism, which may help maintain
this equilibrium. We hypothesized that in order to maintain a Teff/
Treg balance, in addition to the well-established suppressive activ-
ity of Tregs on Teffs, there could be a feedback mechanism allowing
Teffs to boost Treg activity. We indeed found that antigen-specific
activation of Teffs boosts Treg expansion and improves their sup-
pressive function. Thus, diabetogenic Teffs paradoxically help islet-
specific Tregs to provide sustained protection from diabetes.

Results
Teffs boost Treg activation during an autoimmune response. Tregs prolif-
erate in vivo when stimulated by their cognate antigen (21, 27-29).
In this report, we addressed whether activated conventional CD4*
T cells would have an impact on the level of Treg activation in vivo
in an autoimmune context. This was first studied in a model of
adoptive transfer of influenza virus HA-specific (transgenic) Tregs
and Teffs into ins-HA transgenic mice, which express HA under
the control of the insulin promoter. We had previously observed
that HA-specific Tregs (HA-Tregs) preferentially proliferated and
expanded at days 5-7 after transfer in draining pancreatic LNs
(PLNs) of ins-HA homozygous mice (29). When we repeated the
experiment in ins-HA hemizygous recipients, which express lower
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Figure 1

Islet-specific Teffs strongly boost the activation of islet-specific Tregs. (A—C) Ins-HA mice were injected with CFSE-labeled Thy-1.1+ freshly puri-
fied HA-Tregs alone (f-Tregs) or were cotransferred with freshly purified HA-Teffs (f-Tregs + f-Teffs) or preactivated HA-Teffs (f-Tregs + a-Teffs).
(A) Representative CFSE profile of donor Tregs (gated on CD4+Thy-1.1+ cells as shown in the left panel) in PLNs 14 days after cell injection.
(B) Absolute number of divided donor Tregs (CFSE9mCD4+Thy-1.1+ cells) were quantified in PLNs at 6, 14, and 21 days after cell transfer. The
graph shows mean data from 3 to 8 mice per time point pooled from 4 independent experiments. (C) Representative expression of the indicated
proteins on donor Tregs in PLNs 7 days after cell injection. Plots, gated on CD4+Thy-1.1+ cells (for FoxP3) or CD4+Thy-1.1+FoxP3+ cells (for the
other markers), are representative of 2 to 5 independent experiments. Horizontal dashed lines delineate positive staining. (D and E) Ins-HA mice
were injected with CFSE-labeled Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone (exp-Tregs) or were cotransferred with preactivated HA-Teffs (exp-Treg
+ a-Teffs). (D) Representative CFSE profile of donor Tregs in PLNs 10 days after cell injection. (E) Absolute numbers of divided donor Tregs
(CFSE4mCD4+Thy-1.1+ cells) were quantified in PLNs various days after cell injection. The graph shows mean data from 4 to 8 mice per time
point collected from 4 independent experiments. Error bars represent SD.

levels of HA in f cells (30), HA-Tregs proliferated at a lower level
and were detected in PLNs for 3 weeks (Figure 1). We then assessed
whether coadministration of HA-Teffs had an effect on HA-Treg
activation (Figure 1). The cotransfer of freshly purified HA-specific
T cells induced a moderate but marked increase of proliferation
and expansion of donor Tregs. Strikingly, the cotransfer of pre-
activated HA-specific T cells (HA-Teffs) induced a strong increase
in proliferation of donor Tregs over the 3-week duration of the
experiment, with a 6- to 17-fold increase in the absolute number
of divided HA-Tregs at days 6 to 21 in PLNs (Figure 1, A and B).
In this Teff-dependent Treg boost (Teff—=Treg boost), divided
HA-Tregs maintained high expression of FoxP3, glucocorticoid-
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induced TNFR-related protein (GITR), and CTLA-4, decreased
CD25 expression, and upregulated CD44 expression, consistent
with an “effector-memory” Treg phenotype (20, 29, 31). Inter-
estingly, the expression of inducible T cell costimulator (ICOS)
molecule was strongly upregulated upon division during the
Teff—Treg boost (Figure 1C). No Treg expansion was observed in
nondraining LNs. Control preactivated Teffs specific for a non-
self antigen that were not reactivated in PLNSs after transfer in ins-
HA mice did not boost activation of coinjected HA-Treg (data not
shown). Thus, activated islet-specific Teffs strongly boosted the
expansion of islet-specific Tregs, which acquired an activated phe-
notype at the site of Ag presentation.
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Figure 2

Paradoxical protective effect of diabetogenic T cells in autoimmune diabetes. (A) Diabetes incidence in ins-HA mice after transfer of freshly
purified HA-Teffs (white circles, n = 13) or preactivated HA-Teffs (black circles, n = 9) or expanded HA-Tregs (white squares) or coinjection of
preactivated HA-Teffs and expanded HA-Tregs (white triangles, n = 9). Data were from 4 experiments. (B) Ins-HA mice were transferred with
expanded HA-Tregs alone (white squares, n = 12) or with preactivated HA-Teffs (white triangles, n = 21). 3 weeks later (arrow), mice were
challenged for diabetes induction with preactivated HA-Teffs. Data were from 4 independent experiments. (C) Ins-HA mice were cotransferred
with expanded HA-Tregs and the CD4+ (white triangles, n = 14) or CD4- (black diamonds, n = 12) fractions of preactivated HA-Teffs. Mice were
challenged 3 weeks later (arrow) with preactivated HA-Teffs. Data were from 2 independent experiments. (D and E) Ins-HA mice were trans-
ferred with 20 x 10 expanded HA-Tregs alone (black squares, n = 4) or coinjected with 2 x 10% expanded HA-Tregs and 2 x 108 preactivated
HA-Teffs (white triangles, n = 21) or injected with PBS only (for E). Mice were challenged 3 weeks later with preactivated HA-Teffs to test their
susceptibility to diabetes induction (D) or with CFSE-labeled Thy-1.1+ preactivated HA-Teffs to analyze their activation 4 days later in PLNs (E).
(E) CFSE profile and IFN-y production of CD4+Thy-1.1+*FoxP3- cells (left panels) and quantification of CD4+Thy-1.1+FoxP3-IFNy* cell numbers
(right panel). In A-D, Teffs and Tregs were obtained from Thy-1.2 TCR-HA mice. Data were from 6 mice per group from 2 independent experi-

ments. *P < 0.05; **P < 0.001. Error bars represent SD.

To further study the Teff—Treg boost using pure Treg popula-
tion, we generated a high number of pure Tregs by in vitro Ag-
specific stimulation using previously described conditions (32).
Tregs expanded by a factor of 1,000 over a 4-week period and
maintained potent suppressive activity in vitro (Supplemental
Figure 1, A and B; supplemental material available online with
this article; doi:10.1172/JCI42945DS1). As with freshly purified
Tregs, a strong Teff—Treg boost was observed in ins-HA mice
cotransferred with expanded HA-Tregs and activated HA-Teffs in
PLNs (Figure 1, D and E). Expanded Tregs maintained high Foxp3
expression and the activation markers mentioned above as well
as the CD103 Treg activation marker (20) and CD127, when they
were cotransferred with Teffs (Supplemental Figure 1C). Interest-
ingly, high numbers of divided islet-specific donor Tregs were also
observed in the pancreas of mice cotransferred with expanded HA-
Treg and preactivated HA-Teff in ins-HA mice (Supplemental Fig-
ure 2). When injected alone, we could hardly detect any HA-Tregs
in the pancreas, probably due to their incapacity to migrate to this
4560
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tissue in the absence of inflammation. These findings showed that
HA-specific transgenic Teffs led to a higher level of proliferation
and expansion in PLNs and pancreas of HA-specific transgenic
Tregs after adoptive transfer in ins-HA mice.

Paradoxical protective effect of diabetogenic Teffs in diabetes due to
increased Treg activity. To explore the effect of the Teff—Treg boost
in the physiopathology of autoimmune diseases, we first set up
a model of diabetes in ins-HA mice. The transfer of preactivated
HA-Teffs in these mice, but not of freshly purified cells, triggered
a rapid autoimmune diabetes with hyperglycemia within 6 to
12 days (Figure 2A). The diabetogenic capacity of HA-Teffs was
probably due to their strong reactivation in PLNs, as suggested
by increased proliferation and IL-2 and IFN-y production com-
pared with freshly purified CD4* T cells (Supplemental Figure
3A). Ins-HA mice transferred with expanded HA-Tregs alone did
not become diabetic. The cotransfer of expanded HA-Tregs pre-
vented diabetes induced by activated HA-Teffs (Figure 2A). We
then evaluated whether the Teff—Treg boost led to sustained dia-
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betes protection by challenging the mice with activated HA-Teffs 3
weeks later. Most of the mice initially cotransferred with HA-Tregs
and HA-Teffs did not develop diabetes after the challenge (Figure
2B). In contrast, mice initially transferred with HA-Tregs alone
became diabetic 8 to 12 days after the challenge. Similar findings
were obtained with freshly purified HA-Tregs (Supplemental Fig-
ure 3B). Since activated HA-Teffs, obtained after purification of
CD25- cells and in vitro stimulation, contained both CD4* and
CD4- cells, we investigated which cell population was responsi-
ble for the sustained Treg-mediated regulation of diabetes. Only
the CD4 fraction of the Teff population led to diabetes protec-
tion after challenge with the Teffs, presumably through increased
expansion and activation of cotransferred Tregs (Figure 2C). Alto-
gether, our results demonstrate that when Tregs were boosted by
Teffs, mice were protected from diabetes induced by subsequent
injection of activated Teff.

The protection from diabetes challenge conferred by the Teff—
Treg boost could simply be explained by the increased number
of donor Tregs compared with mice injected with Tregs alone.
Additionally, the boost may also improve the intrinsic suppres-
sive function of Tregs. Since mice that received HA-Tregs and
activated HA-Teffs contained 10 times more donor Tregs in PLNs
at the time of challenge (day 21) as mice that received HA-Tregs
alone, we repeated the experiment by initial injection of either
expanded HA-Tregs plus HA-Teffs or 10 times more Tregs alone.
As expected, both groups of mice had similar numbers of HA-
Tregs in PLNs at day 21 and even at a high number, HA-Tregs were
not activated when transferred alone (Supplemental Figure 4).
At this time, mice were challenged with activated HA-Teffs. Only
mice that received HA-Tregs plus HA-Teffs were protected from
the diabetes challenge (Figure 2D), suggesting that Teffs not only
increased the proliferation/expansion of Tregs but also their sup-
pressive activity. We confirmed this finding in an in vivo suppres-
sive assay. Ins-HA mice were similarly injected with HA-Tregs plus
HA-Teffs or 10 times more HA-Tregs alone or with PBS. Three
weeks later, mice were challenged with activated HA-Teffs to

The Journal of Clinical Investigation

htep://www.jci.org

e masi mestis | Tregs (CD4+CD45.2* cells gated as

> shown in the left panel) in pancreatic
islets (islets), PLNs, and nondraining
LNs (NdLN) 5 days after transfer. (B)
Absolute number of divided donor
Tregs (CFSEYMCD4+CD45.2+*FoxP3+
cells) in PLNs at day 5. Dots repre-
sent individual mice, and bars show
the means pooled from 3 indepen-
dent experiments. ***P < 0.0001.

= Tregs
[ Tregs + Teffs

assess their activation in PLNs at day 4. In PBS control mice, HA-
Teffs strongly proliferated and secreted high amounts of IFN-y
in PLNs (Figure 2E). This activation was significantly reduced in
mice that received previously high amounts of HA-Tregs alone.
Interestingly, HA-Teff activation was further suppressed in mice
that were initially cotransferred with low amounts of HA-Tregs
and HA-Teffs (Figure 2E). These experiments showed that the
Teff—Treg boost not only increased the number and activation
of Tregs but also enhanced their suppressive function.

Islet-specific Teffs boost islet-specific and polyclonal Tregs in NOD mice.
We then explored whether the Teff—=Treg boost phenomenon was
also observed in the spontaneous and more physiological diabetes
model of NOD mice. Similar adoptive transfer experiments were
performed, using islet-specific Teffs and Tregs purified from the
BDC2.5 TCR transgenic mice (33). Young NOD mice were injected
with freshly purified Tregs from BDC2.5 mice (BDC-Tregs) alone
or coinjected with preactivated T cells from BDC2.5 mice (BDC-
Teffs). After S days, BDC-Tregs injected alone weakly divided and
accumulated in PLNs. The cotransfer of BDC-Teffs induced a
strong increase in the proliferation and expansion of BDC-Tregs
(Figure 3, A and B), as observed in the ins-HA model (Figure 1).
Interestingly, Teffs of the nontransgenic BDC2.5 clone, derived
from diabetic NOD mice (34), were also able to boost BDC-Tregs
in PLNs (data not shown). Since pancreatic islets of NOD mice
are spontaneously inflamed after 3 weeks of age, favoring migra-
tion of activated islet-specific T cells in the pancreas, we evalu-
ated the presence or not of a Teff—=Treg boost in this tissue. As
for PLNGs, the cotransfer of preactivated BDC-Teffs dramatically
increased the proliferation of BDC-Tregs in the pancreas (Figure
3A). No division was observed in the nondraining LNs because of
the absence of islet-antigen presentation.

In order to go one step further in assessing the physiological
relevance and extent of the Teff—Treg boost phenomenon, we
analyzed whether it was also observed on polyclonal endogenous
Tregs. We thus determined whether the administration of activated
BDC-Teffs in NOD mice induced an increase in the proliferation
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Islet-specific Teffs boost polyclonal endogenous Tregs. Four- to 7-week-old NOD mice were injected with PBS (Citrl) or transferred with preacti-
vated CD45.2+ BDC-Teffs. Mice were administered with the nucleotide analog EdU at days 2 to 4 and sacrificed at day 4 to analyze proliferation
of endogenous Tregs. Representative profile (A) and mean from 1 representative out of 4 independent experiments (B) of DNA incorporation of
EdU among endogenous Tregs (CD4+*FoxP3+CD45.2-) in pancreatic islets, PLN, and NdLNs. (C) Fold increase of the percentage of endogenous
FoxP3+ cells among CD4+ cells between BDC-Teff-injected mice and PBS-injected mice. Mean data were obtained from 1 representative out

of 4 independent experiments. *P < 0.05. Error bars represent SD.

of endogenous Tregs. In control mice receiving PBS, we observed
alow basal proliferation of endogenous Tregs in LNs and a higher
one in pancreatic islets (Figure 4, A and B), as we had previously
reported (29, 35). The administration of BDC-Teffs induced an
increase in the proliferation of endogenous Tregs in the pancreas
and PLNs but not in nondraining LNs (Figure 4, A and B). This led
to an increase of the proportion of Tregs among CD4* T cells only
in the pancreas (Figure 4C). Altogether, these findings show that
the Teff—=Treg boost phenomenon is observed in different genetic

backgrounds and with different T cell clones.

The Teff—Treg boost is not IL-2 dependent. We then started to explore

the molecular mechanism involved in the Teff—Treg boost. IL-2

was an obvious candidate, since this cytokine is secreted shortly
after T cell activation and is a potent Treg proliferation factor in

vivo (36-39). We thus tested whether the Teff—Treg boost was
mediated by IL-2 produced by Teffs using IL-2-deficient HA-Teffs

from TCR-HA transgenic mice crossed to IL-2 KO mice. As shown

in Figure 1, activation of transferred expanded HA-Tregs was

strongly enhanced when IL-2-sufficient HA-Teffs were coinjected

in ins-HA mice. Surprisingly, this strong Teff—Treg boost was still
observed using IL-2-deficient HA-Teffs (Figure SA). Similar find-

ings were obtained with freshly purified HA-Tregs (Supplemental

Figure 5). Thus, the Teff—Treg boost was not dependent on IL-2
produced by HA-Teffs. However, we could not rule out that IL-2-
deficient activated Teffs would increase the levels of endogenous
IL-2 produced by other cells, such as recipient Teffs or DCs. We
thus analyzed by flow cytometry phosphorylation of STATS
(p-STATS) in Tregs, as a downstream marker of IL-2 signaling (39).
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When analyzed at various time points for 4 days after cell transfer,
only a small fraction of p-STATS" cells was detected within donor
Tregs in mice that received Tregs alone. This proportion was not
increased in mice that were cotransferred with Teffs (Figure 5B).
As a control experiment, we checked that almost all Tregs became
p-STATS" after administration of high-dose IL-2 3 hours before
sacrifice at day 4 in mice receiving Teffs plus Tregs (Figure SB).
Furthermore, low- and high-dose IL-2 injected in control BALB/c
mice resulted in enrichment of p-STATS" cells in Tregs that was
detectable for at least 12 hours (Supplemental Figure 6). Thus, our
results showed that no enrichment of p-STATS over basal levels
was observed in Tregs at any time point during the Teff—Treg
boost, suggesting that IL-2 was not involved. To further rule out
a role of IL-2 in the Teff—=Treg boost, we neutralized IL-2 with a
mADb. The increased division of HA-Tregs induced by HA-Teffs was
not reduced in the presence of increasing doses of anti-IL-2 mAb
(Figure 5C). As expected (36), neutralizing IL-2 altered equally the
survival of recipient and donor Tregs depending on the dose of
anti-IL-2 mAb (Figure 5D). Altogether, these data showed that the
increased Treg proliferation of boosted Tregs was not due to IL-2.

Tregs are boosted by Teffs in vitro and acquire a distinct RNA signature.
To gain insight into the molecular mechanism of the Teff—Treg
boost, we performed a microarray gene analysis to analyze the
molecular pathway(s) modified in boosted Tregs. To gain access
to enough cells for this kind of analysis, we first set up an in vitro
model of the Teff—=Treg boost that was not dependent on IL-2. HA-
Tregs were cultivated for 5 days with HA-pulsed DCs alone or with
freshly purified IL-2-sufficient or IL-2-deficient HA-Teffs in the
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Tregs + Teffs + anti-IL-2 (ul)

The Teff—=Treg boost is not mediated by IL-2. (A) Ins-HA mice were transferred with CFSE-labeled Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone or coin-
jected with preactivated HA-Teffs from IL-2—deficient or IL-2—sufficient littermate control mice. Divided HA-Treg numbers (CFSEYmCD4+Thy-1.1+
cells) were quantified in PLNs 10 days later. Dots represent individual mice, and bars show the means from at least 2 independent experiments.
***P < 0.0001. (B) Ins-HA mice were transferred with CFSE-labeled Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone or coinjected with IL-2—sufficient HA-
Teffs. Phosphorylation of STATS5 on donor Tregs (CD4+Thy-1.1+FoxP3*) was determined at the indicated times in the PLN. Top panels show rep-
resentative data from 2 independent experiments. Horizontal and vertical lines delineate positive p-STAT5 staining and undivided cells, respec-
tively. At 96 hours, some mice were injected with 250,000 IU of human IL-2 3 hours before sacrifice as a positive control for phosphorylated
STATS5 staining (right panel). The bottom graph represents the mean of 1 to 3 mice per time point from 2 independent experiments. (C and D)
Ins-HA mice were transferred with CFSE-labeled Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone or coinjected with preactivated HA-Teffs. Various doses of
anti—IL-2 mAb (S4B6 mAb, expressed in ul of ascites) were administered to block IL-2 after cell transfer. 10 days later, percentage of divided cells
among donor Tregs (C) as well as percentages of whole donor Tregs (black circles) and endogenous Tregs (white squares) (D) were quantified

in PLNs. Representative data of 2 independent experiments with 2 or 3 mice per group. Error bars represent SD.

presence or not of exogenous IL-2. As expected, Tregs stimulated
by DCs in the presence of IL-2 proliferated in vitro (Figure 6A).
Importantly, this proliferation was increased when IL-2-sufficient
HA-Teffs were added to the culture. Surprisingly, proliferation of
Tregs cultivated with IL-2-deficient Teffs and DCs in the absence
of exogenous IL-2 was even more important (Figure 6A), despite
an expected loss of Treg survival (36) (data not shown). This data
showed the existence of an IL-2-independent Teff—Treg boost
in vitro, allowing us to use this model to compare the transcrip-
tome of nonboosted and boosted Tregs. HA-Tregs were cultured
with or without HA-Teffs for S days in the presence of exogenous
IL-2 to maintain their survival and then sorted using a congen-
ic marker to analyze their transcriptome by gene array. Boosted
Tregs exhibited a specific RNA signature. Using a 1.5-differential
fold-change expression cut-off, 133 genes were upregulated and
121 were downregulated in boosted Tregs compared with non-
boosted Tregs. Among the upregulated genes, several belong to the
so-called “Treg signature” (40), such as Ly6a, Nkg7, Lag3, Tnfrsf9
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(4-1BB), Gbp1, IL2rb, and Pdcd1lgl (PD-L1) (Figure 6B). The list of
genes with a 2-differential fold-change expression cut-off is shown
in heat-map data (Figure 6C). We confirmed by flow cytometry
that boosted Tregs upregulated Ly-6A (Sca-1), CXCR3, and 4-1BB
and downregulated neuropilin-1 (Nrp1) (Figure 6D). The modula-
tion of Sca-1 and Nrp1 expression in boosted Tregs was also con-
firmed in vivo (Supplemental Figure 7).

To have a more synthetic view of the molecular pathways modified
in boosted Tregs, the data were processed through the Ingenuity
pathway analysis software. Interestingly, the expression of the mol-
ecules of the alternative NF-kB pathway (NIK/IKKa/p52/RelB) was
upregulated in boosted Tregs (Supplemental Figure 8). This suggest-
ed that member(s) of the TNFR super-family that signal through this
pathway, such as lymphotoxin-BR or TNF receptor 2 (TNFR2) (41),
could be involved in the Teff—=Treg boost. TNF became a potential
candidate because (a) this cytokine is produced by activated Teffs,
(b) its interaction with TNFR2 expressed by activated Tregs promote
their expansion (42), and (c) boosted Tregs expressed TNFR2 (data
December 2010 4563
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Representative CFSE profile of CD4+Thy-1.1+ Tregs out of 3 independent experiments. (B and C) Comparison of the transcriptome of expanded
HA-Tregs after 5 days of culture with IL-2, HA-pulsed DCs in the presence (boosted Tregs) or absence (nonboosted Tregs) of IL-2—sufficient Teffs.
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change > 2 (P < 0.05). A color code scale indicates fold-change variation. (D) Tregs were cultured for 5 days as in B. Expression of the indicated
molecules was compared when Tregs were cultivated with or without HA-Teffs. Histograms are representative of 2 independent experiments.

not shown). We thus tested the role of TNF in the Teff—Treg boost
in NOD mice. Strikingly, when we blocked TNF using a TNFR2-Fc
soluble receptor antagonist (blocking both TNF-a and TNF-f3, also
known as lymphotoxin-a), the Teff—=Treg boost was significantly
reduced, although not fully abolished in PLNs (Figure 7, A and B)
and the pancreas (Figure 7C). Administration of a blocking mAb
that neutralized only TNF-a similarly diminished the Treg boost
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(Supplemental Figure 9). An important control was to check that
the reduced Teff—Treg boost observed when TNF was neutralized
was not due to a decreased Teff activation. This was not the case,
since proliferation and expansion of Teffs were not reduced when
blocking TNF (Figure 7, D and E). Similar findings were obtained
in ins-HA mice (Figure 7F). These findings showed that part of the
Teft—Treg boost was mediated by TNF-a.
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Figure 7

The Teff—Treg boost is TNF dependent. (A—C) Four- to 6-week-old NOD mice were transferred with freshly isolated CFSE-labeled CD45.2+
BDC2.5-Tregs alone or coinjected with preactivated CD45.1+ BDC2.5-Teffs with or without TNFR2-Fc treatment. Representative CFSE profile
(A) and absolute number of divided donor Tregs (CFSE4mCD4+CD45.2+FoxP3+ cells) in PLNs 5 days after transfer (B) from 6 independent
experiments. Each symbol represents an individual mouse and bars show the means. (C) Relative accumulation of divided donor Tregs in the
pancreas of TNFR2-Fc—treated mice compared with PBS-treated mice 5 days after transfer. Data are from 5 independent experiments with
6 mice per group. (D and E) Representative CFSE profile (D) and absolute number (E) of donor Teffs (CD4+CD45.2+FoxP3- cells) in PLNs 5 days
after cotransfer of CD45.2+ Teffs and CD45.1+ Tregs in mice treated with saline or TNFR-Fc. (F) Ins-HA mice were injected with CFSE-labeled
Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone or with preactivated HA-Teffs with or without TNFR-Fc treatment. Absolute numbers of divided donor Tregs
(CFSEYmCD4+Thy-1.1+ cells) were quantified in PLNs at day 7 after cell transfer. Each symbol represents an individual mouse, and bars show
the means pooled from 3 independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.001. Error bars represent SD.

Discussion

In this study, we show that activated Teffs boost the expansion and
suppressive function of Tregs in vivo by a TNF-dependent mecha-
nism. The Teff—Treg boost may be important to prevent or limit
autoimmunity when a tissue or organ is inflamed. We observed

that preactivated diabetogenic Teffs are more efficient than freshly

purified nondiabetogenic Teffs in boosting Treg activity. Conse-
quently, Treg-mediated suppression is strengthened when most
needed, i.e., under the condition of strong activation of autore-
active Teffs and subsequent risk of autoimmunity. Linking Treg
expansion to Teff activation would generate a feedback regulatory
loop for dynamically tuning the size of Treg populations to their
target Teffs locally. Our data also raise the intriguing conclusion
that the very same cells that have the capacity to induce diabetes
can also favor disease protection when cotransferred with islet-spe-
cific Tregs. In the ins-HA model, the cotransfer of Tregs prevented
diabetes induced by Teffs. The protective function of Tregs may be
enhanced by the Teff—Treg boost, since it was detectable as soon
as day 4, before diabetes onset in mice injected with Teffs only.
In mice that received islet-specific Teffs and Tregs, we believe that
diabetes protection at 3 weeks from a new challenge with Teffs
was due to the presence of an increased number of highly sup-
pressive donor Tregs. However, we cannot formally exclude that
disease protection was acquired because of the establishment of a
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local tolerogenic environment or because transferred Teffs became
themselves tolerogenic, even if they did not acquire FoxP3 expres-
sion (data not shown). Thus, in autoimmune diseases, Teffs should
be considered as either pathogenic or protective, as a result of the
2-way interaction between Tregs and Teffs.

The balance between activated Teffs and activated Tregs is criti-
cal for maintaining a healthy immune status. Persistent activation
of Teffs, uncontrolled by Tregs, would lead to chronic inflamma-
tion and possibly autoimmune diseases. Conversely, too strong
Treg-mediated suppression could lead to poor antiinfectious and
antitumor immune responses. In biology, stable homeostatic bal-
ance usually depends on feedback mechanisms. Our data show
that Teff activation increases proliferation of Tregs and their sup-
pressive function. This feedback mechanism would favor the main-
tenance of Teff/Treg equilibrium, as shown in a proposed model
(Supplemental Figure 10). In an inflammatory state with strong
and sustained Teff activation, Teffs promote factors favoring a
Treg boost, leading to subsequent Treg expansion. This expan-
sion strengthens Treg-mediated suppression acting on Teffs, pos-
sibly perpetuating a dynamic Teff/Treg equilibrium and a state of
localized and stable chronic inflammation, as described in some
infectious diseases (43). Alternatively, the strong inhibition of Teff
activation by boosted Tregs may lead to a decrease of factors pro-
moting the Teff—Treg boost, leading to weak Treg-mediated sup-
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pression, favoring a return to basal homeostatic Teff/Treg equilib-
rium. In a simplified view, Teff/Treg equilibrium may result from
the fact that Tregs inhibit Teff activity whereas Teffs promote
Treg activity, reminiscent of feedback mechanisms observed in
homeostatic regulation of hormone secretion (e.g., hormones of
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis glands). A defect of the
Teff—Treg boost may be one factor, among others, that coalesce
for the establishment of an autoimmune disease.

This theoretical dynamic interaction between Tregs and Teffs
inferred from our data and schematized in Supplemental Figure
10 may explain the relapsing/remitting status of several autoim-
mune diseases. During EAE, an animal model of multiple sclerosis,
Teffs first colonize the central nervous system, where they exten-
sively proliferate during the acute phase of the disease. This is fol-
lowed by a secondary active Treg proliferation and then disease
remission, due to the presence of Tregs (17, 44, 45). One may envis-
age that the primary Teff activation promotes a Teff—Treg boost,
favoring remission. Then, because of the low level of Teff activa-
tion during remission, the Teff—Treg boost is weakened, leading
to lower Treg suppressive activity, opening a window for disease
relapse when a new wave of Teffs colonizes the target tissue.

What are the factors involved in the Teff—Treg boost phenom-
enon? IL-2 was an obvious candidate. Previous studies showed that
alow level of IL-2, presumably produced by CD25 Teffs, is critical
for the survival and homeostasis of Tregs. This effect may serve to
maintain a physiological and stable equilibrium between Teffs and
Tregs at the steady state (36, 46, 47). During an immune response,
IL-2 produced by activated Teffs has also been reported to increase
Treg expansion (39). In the Teff—Treg boost described here, IL-2
was necessary to maintain Treg survival and was thus critical to
preserving a high number of boosted Tregs, but was clearly not
involved in the increased Treg proliferation mediated by Teffs. In
this line, we recently observed that administration of low-dose IL-2
induced diabetes prevention in NOD mice. This effect was associat-
ed with an increased Treg proportion in the pancreas, not due to an
increase of their division, but probably to a better survival (35, 48).
Also, administration of low-dose IL-2 in ins-HA mice that received
HA-Tregs alone did not increase their proliferation in PLN at day 8
(data not shown). Furthermore, an increased expression of CD127
was observed on boosted Tregs, suggesting that IL-7 may be also
involved in Treg survival, as previously observed in another con-
text (49). TNF-a was clearly involved, since blocking this cytokine
significantly reduced the Teff—Treg boost without inhibiting Teff
activation. Interestingly, after TNF-a blockade, the fewer divided
Tregs still went through an equal amount of divisions. This sug-
gests that this cytokine is involved either in the entry into cycling of
Tregs or in the viability of dividing Tregs. Future experiments will be
required to determine what cellular source or sources of TNF-oare
critical for the boost. In this line, TNF-a production was detected
on Teffs, Tregs, and antigen-presenting cells in mice receiving Teffs
and Tregs (data not shown). Our data are compatible with a previ-
ous report showing that interaction of TNF-o with TNFR2, but
not TNFR1, promoted expansion of Tregs in vitro (42). Blocking
TNF-o did not fully inhibit the Teff—=Treg boost, suggesting that
other molecular pathways are involved.

Further study of the transcriptome data comparing boosted ver-
sus nonboosted Tregs may provide indications on other molecule or
molecules involved in the Teff—=Treg boost. The following canonical
pathways were preferentially modified in boosted Tregs: energy and
cell cycling metabolism, costimulation (CD28, CD40, CD27, and
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4-1BB), cytokine (IL-6, IL-2, IL-12 and lymphotoxin-pR), chemo-
kine (IL-8, CCRS, CXCR4 and CXCR3), glucocorticoid receptor, aryl
hydrocarbon receptor, and NF-kB (Supplemental Table 1), reveal-
ing a complex and multifactorial phenomenon associated with the
Teff—Treg boost. 4-1BB or ICOS may play a role because of their
increased expression in boosted Tregs and their described capac-
ity to favor Treg proliferation (50, 51). IFN-y may be also involved
since boosted Tregs expressed increased level of CXCR3 and T-bet,
both upregulated by IFN-y signaling, and T-bet-positive Tregs
have increased proliferative response (31). Overall, our phenotypic,
functional, and transcriptome analyses indicate that boosted Tregs
acquire new properties with major gene expression modifications,
an activated phenotype, and increased suppressive capacity.

Our findings may help explain intriguing and unresolved obser-
vations on the role of TNF-a in certain autoimmune diseases. Con-
trary to expectation, because of the well-established proinflammato-
ry property of this cytokine, mice deficient in TNF-o. (KO or treated
with neutralizing antibody) developed more severe lupus, EAE, and
diabetes, whereas TNF-a administration has therapeutic effects
in these diseases (52-54). Also, TNF-a neutralization in patients
with multiple sclerosis exacerbated the disease (55). The immuno-
regulatory role of TNF-o. may be explained by its capacity to boost
Treg activity. Indeed, spontaneous disease remission observed in
EAE, which follows high Treg expansion (44), is abolished either by
depleting Tregs (45) or in TNF-a-deficient mice (52, 53). Further-
more, TNF-a seems to exert its regulatory role by signaling through
TNFR2 rather than TNFRI1 since EAE was exacerbated in TNFR2-
KO mice and reduced in TNFR1-KO mice (56). Again, this is com-
patible with a role of TNF-at acting on Tregs, since the interaction of
this cytokine with TNFR2, and not TNFR1, promotes Treg expan-
sion (42). We thus propose that during EAE, activated pathogenic
Teffs promote TNF-a production, which induces a Teff—Treg boost
via TNF/TNFR2 interaction, leading to disease remission. Our work
reveals a new feedback mechanism that may have an essential role in
slowdown or reduce certain immunopathologies.

Molecules able to boost Treg activity are under extensive investi-
gation for their therapeutic potential in immunopathologies. IL-2
is being investigated in the treatment of autoimmune diseases (57).
For instance, we recently showed that administration of low-dose
IL-2 induced diabetes remission in new-onset diabetic NOD mice,
probably by increasing Treg survival and function in the pancreas
(35, 48). The Teff—Treg boost described in this work may lead to
identifying other therapeutic molecules, such as TNF-a. Combin-
ing molecules promoting survival (such as IL-2) and proliferation
(such as TNF-a) of Tregs may have a therapeutic interest. Further
studies are required to define their proper utilization.

Methods
Mice. Six- to 8-week-old BALB/cByJ (BALB/c) mice were obtained from
Charles River Laboratories. Ins-HA transgenic mice expressing HA under
the control of the insulin promoter were backcrossed more than 10 genera-
tions onto a BALB/c genetic background (29). The TCR-HA transgenic mice
that express a transgenic TCR recognizing the HA1y; epitope presented by
I-E4(58) were backcrossed more than 10 generations onto a BALB/c genetic
background. Some of these mice were bred with Thy-1.1 BALB/c congenic
mice and with IL-2-KO BALB/c mice. BDC2.5-TCR transgenic mice (33) and
NOD-CD45.2 congenic mice were backcrossed more than 10 generations
onto a NOD genetic background. All of these mice were bred in our ani-
mal facility under specific pathogen-free conditions. Harald von Boehmer,
Nicolas Glaichenhaus, and Kathryn Haskins provided TCR-HA transgenic
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mice, WT15 LACK-specific TCR transgenic mice, and the BDC2.5 clone,
respectively. Manipulations were performed according to European Eco-
nomic Community guidelines and under approval of the Regional Ethics
Committee in Animal Experiment N°3 of Tle-de-France region.

Cell preparation and adoptive transfer. Cells were prepared as previously
described (29). Briefly, LNs (brachial, axillary, cervical, and inguinal) and
spleen were mechanically dissociated. Cells, incubated with biotin-labeled
anti-CD25 mAD (7D4; BD Biosciences), were coated with anti-biotin micro-
beads (Miltenyi Biotec). The CD25* cell fraction (Tregs) was obtained after
2 consecutive runs on magnetic cell separation LS columns (Miltenyi Bio-
tec), reaching 85% purity of CD25* cells. The CD25" cells were harvested
from the flow through. This fraction contained 30% CD4* T cells and 0.5%
residual CD25" cells.

To obtain in vitro-expanded HA-Tregs, we started the culture with 99%
pure CD62LMCD4*CD25" cells, purified by flow cytometry from the
CD25* cell fraction of TCR-HA mice. Then cells were stimulated every week
with splenic DCs purified using anti-CD11c-coupled beads (Miltenyi Bio-
tec) presenting the HA peptide for 3 to 4 weeks as previously described (32).
To obtain preactivated Teffs, the CD25" fractions from TCR-HA or TCR-
BDC2.5 mice were stimulated in vitro for 3-4 days by HA peptide-pulsed
(10 ug/ml; Neosystems) splenic DCs or by irradiated NOD splenocytes,
pulsed with 2 ug/ml of the p31 peptide (BDC antigenic mimotope, amino
acids sequence YVRPLWVRME; Neosystems) in the presence of 10 ng/ml
of GM-CSF. Before intravenous injection, cells were labeled with 2.5 uM
CFSE for 5 minutes in PBS at room temperature and were washed twice
in PBS. When freshly purified Tregs were used, mice received 1 x 10° Tregs
with or without 1 x 10 CD25 cells. When expanded Tregs were used, mice
received 2 x 10° Tregs with or without 2 x 10 CD25" cells.

Antibodies and flow cytometry analysis. The following mAbs from BD Bio-
sciences, e-Bioscience, and BioLegend were used: allophycocyanin-labeled
(APC-labeled), PerCP-labeled or Alexa Fluor 700-labeled anti-CD4; PE- or
PerCP-labeled anti-Thy-1.1; PE-labeled anti-CD45.2; APC-labeled anti-
CD2S5; APC-labeled anti-ICOS; APC-labeled anti-GITR; APC-labeled CD44;
PE-labeled anti-CTLA-4; biotinylated anti-TNFR2; PE-labeled anti-Sca-1;
biotinylated anti-CXCR3;, biotinylated anti-4-1BB; purified goat anti-
mouse anti-Nrp-1 (R&D Systems) followed by swine and goat-PE (Caltag);
and PE-labeled anti-IFN-y and anti-IL-2. Biotinylated antibodies were
revealed by Percp or APC streptavidins. The unlabeled 6.5 Ab was revealed by
a biotin-labeled anti-rat IgG2b (SouthernBiotech) followed by streptavidin-
APC (BD Biosciences) staining. The PE- or Pacific blue-labeled anti-Foxp3
staining was performed using the eBioscience kit and protocol. 5-ethynyl-
2'-deoxyuridine (EdU) incorporation was measured by using the Click-iT
EdU Flow Cytometry Assay Kit (Molecular Probes) after FoxP3 staining. For
intracellular cytokine staining, cells were restimulated by HA-pulsed spleno-
cytes for 6 hours (Supplemental Figure 3) or with PMA (Sigma-Aldrich) and
ionomycin (Sigma-Aldrich) for 4 hours (Figure 2E) in the presence of Golgi-
Plug (BD Biosciences). After cell surface staining, intracellular staining was
performed using the CytoFix/CytoPerm kit and protocol (BD Biosciences).
For phospho-STATS staining, LNs were dilacerated and immediately fixed in
PBS with 1.5% formaldehyde for 10 minutes. After washing and 10 minutes
permeabilization in MeOH previously chilled at 4°C, cells were washed twice
and stained in PBS with 0.2% BSA and 0.09% NaN3 medium containing a
cocktail of anti-CD4, anti-CD8, anti-CD2S5, anti-Thy1.1, anti-Foxp3, and
anti-p-STATS mAbs. In control stainings using an inhibitory peptide that
blocks specifically the binding of anti-p-STATS mAb to its target (a gift from
R. Balderas; BD), we did not detect any p-STATS" cells among Tregs. Cells
were acquired on a FACSCalibur or an LSRII (BD Biosciences) and analyzed
with CellQuest (BD Biosciences) or FlowJo (Tree Star) software.

Proliferation monitoring by EAU incorporation. To assess endogenous cell
division, NOD mice injected with PBS or 3 million activated CD25" cells
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received 4 i.p. injections every 12 hours of 1 mg of EQU (Molecular Probes),
a nucleoside analog of thymidine that incorporates into dividing DNA,
and were sacrificed 4 hours after the last EdU injection.

In vivo blockade of IL-2 and TNF. For IL-2 blockade, mice were adminis-
tered with different volumes of the neutralizing anti-IL-2 mAb (S4B6)
purified from ascites and injected at the same time as cell transfer. For TNF
blockade, mice were administered with 1 mg of soluble TNFR2 (etanercept
[Enbrel]; Wyeth) at days 0, 2, and 4 or with 0.5 mg of an anti-TNF-a. mAb
(XT3.11; BioXCell) at days 0, 2, and 4.

Diabetes induction. From 1 to 2 x 106 in vitro preactivated HA-Teffs,
obtained as described above, were injected i.v. with or without equal num-
bers of Tregs into ins-HA transgenic mice. Blood glucose levels were moni-
tored using a glucometer (OneTouch Basic, LifeScan Inc.) and were consid-
ered diabetic after 2 consecutive measurements over 250 mg/dlL

Sample generation and DNA microarvay hybridization and analysis. Expanded
HA-specific Thy-1.1 Tregs were cultured in the presence of murine IL-2
(10 ng/ml) with or without HA-specific Teffs. HA-pulsed DCs were put in
6-well plates with Tregs with or without Teffs in a ratio of 1 DC/5 Tregs/
5 Teffs. After 5 days, CD4'Thy-1.1* Tregs were sorted by flow cytometry.
RNA was generated using RNeasy Mini kit (QIAGEN) and its quality was
verified in an Agilent Bioanalyzer. Total RNA was amplified and converted
to biotinylated cRNA according to the manufacturer’s protocol (Illumina
TotalPrep RNA Amplification Kit; Ambion). Two biological duplicates
were hybridized to the Sentrix BeadChips Array mouse WG-6 v2 (Illumina)
and read at the Pitie-Salpetriere P3S platform, Paris, France. Data extrac-
tion and normalization were performed using Quantile normalization
in the BeadStudio software. The list of genes differently expressed in the
boosted Tregs was used for pathway analysis. GenBank accession numbers
(ArrayExpress E-MTAB-146) were imported into and mapped to the Inge-
nuity database using Ingenuity pathway analysis software (http://www.
ingenuity.com) to model relationships among genes and proteins and to
construct putative pathways and relevant biological processes.

Statistics. Statistical data were calculated using the 2-tailed unpaired Stu-
dent ¢ test. P < 0.05 was considered significant. For all the graphs, error
bars represent SD.
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Supplemental Figure 1. In vitro Treg expansion and phenotype of expanded boosted Tregs. (A) In vitro expansion of purified HA-
Tregs stimulated by HA-pulsed DCs. Viable cell numbers were determined after trypan blue staining. (B) The in vitro suppressive
activity of HA-Tregs was determined after 3 weeks of culture. HA-Teffs (10° cells) stimulated by DCs (2 x 10* cells) and anti-CD3
mADb (1 pug/ml of 2C11) were co-cultured with various numbers of in vitro expanded HA-Tregs for 68 hours in flat bottom 96 well
plates. Proliferation was measured by thymidine DNA incorporation during the last 12 hours. (C) Ins-HA mice were injected with
CFSE-labeled Thy-1.1* in vitro expanded HA-Tregs alone or co-transferred with pre-activated HA-Teffs. Representative expression
out of 3 independent experiments of the indicated markers on donor Tregs (CD4*Thy-1.1%) in PLNs 7 days after cell injection.
Horizontal dashed lines delineate positive staining.
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Supplemental figure 2. High numbers of divided islet-specific Tregs in the pancreas of mice co-transferred with
islet-specific Teffs and Tregs. Ins-HA mice were injected with CFSE-labeled Thy-1.1+ expanded HA-Tregs alone
(Tregs) or with pre-activated HA-Teffs (Tregs +Teffs). Representative dot plot of CD4 vs Thy-1.1 among total
lymphocytes (left) and CFSE vs FOXP3 within CD4+Thy-1.1+ cells (right) in the pancreatic islets 7 days after
transfer. Data were representative of 3 independent experiments with 2 to 3 mice per group.
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Supplemental Figure 3. Pre-activated, but not freshly-purified HA-Teffs, were strongly re-activated in PLNs of ins-HA mice
and induced long-term protection from diabetes challenge when combined with freshly purified Tregs. (A) Four days after
injection of CFSE-labeled Thy-1.1* freshly purified HA-Teffs (f-Teffs) or pre-activated HA-Teffs (a-Teffs), ins-HA mice were
sacrificed for analyses of CFSE profile, IL-2 and IFN-y production among CD4*Thy-1.1* cells in PLNs. Representative data out
of 4 experiments. (B) Ins-HA mice were transferred with freshly purified HA-Tregs alone or co-injected with freshly purified HA-
Teffs or pre-activated HA-Teffs. Three weeks later (arrow), mice were challenged with pre-activated HA-Teffs, to test their
sensitivity to diabetes. Data were pooled from 5 independent experiments.
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Supplemental Figure 4. Numbers of boosted and non-boosted Tregs 3 weeks after transfer. Ins-HA mice
were transferred with 20 x 10° CFSE-labeled expanded Thy-1.1* HA-Tregs alone, or with 2 x 108 CFSE-
labeled expanded Thy-1.1* HA-Tregs and 2 x 10° pre-activated HA-Teffs. Mice were sacrificed either at day
19 or were challenged with pre-activated HA-Teffs at day 19 and sacrificed 4 days after for flow cytometry
analyses in PLNs. (A) Representative profile of FoxP3 staining vs CFSE dilution among donor-Tregs
(CD4*Thy-1.1*FoxP3*) at day 19. (B) Absolute number of donor Tregs (CD4*Thy-1.1*FoxP3* cells) before (

0,A) and after (ll,A) the challenge with HA-Teffs. Each symbol represents an individual mouse from 3
independent experiments.
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Supplemental Figure 5. IL-2 deficient Teffs strongly boost freshly purified Tregs. Ins-HA mice were transferred with CFSE-
labeled Thy-1.1* freshly purified HA-Tregs alone (Tregs alone) or co-injected with IL-2*"* or IL-27- pre-activated HA-Teffs.
Divided HA-Treg numbers (CFSEY™CD4*Thy-1.1* cells) were quantified in PLNs 10 days later. Each dot represents individual
mice from at least 2 independent experiments. ***p<0.0001; **p<0.001.
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Supplemental Figure 6. Persistence of p-STAT-5 signal after IL-2 administration. Percentage of p-STAT-
5+ cells among FoxP3+ cells were determined by flow cytometry various time after one i.p. injection of low
(25,000 1U) or high (250,000 IU) dose of human IL-2 in BALB/c mice. (A) Representative STAT-5 staining
among Tregs (CD4*FoxP3*). Bars delimitate positive staining. (B) Percentage of p-STAT-5+ cells among
Tregs (CD4*FoxP3%).
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Supplemental Figure 7. HA-Tregs boosted in vivo acquired phenotypic modifications as in vitro. Ins-HA mice were
transferred with CFSE-labeled Thy-1.1* expanded HA-Tregs alone or were co-transferred with pre-activated HA-Teffs.

Expression of Sca-1 and Nrp1 on donor Tregs (CD4*Thy-1.1*"FoxP3*) was assessed 10 days later. Representative data
of 2 independent experiments.
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Supplemental Figure 8. Boosted Tregs upregulated the expression of molecules of the alternative NF-kB pathway.
Graphic representation of the NF-kB signaling pathway downstream of the lymphotoxin-3 receptor. Genes are represented
as nodes, and the biological relationship between two nodes is represented as an edge (line). The node color indicates the

degree of up- (red) or down- (green) regulation of gene expression in boosted Tregs versus non-boosted Tregs generated
from the transcriptome data and analyzed using the Ingenuity software.
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Supplemental Figure 9. The Teff>Treg boost was inhibited by an anti-TNF-a mAb. Four to 6 week-old NOD mice
were transferred with freshly isolated CFSE-labelled CD45.2+ BDC2.5-Tregs alone or with pre-activated CD45.1+
BDC2.5-Teffs with or without an anti-TNF-a mAb treatment. Absolute numbers of divided donor Tregs

(CFSEYmCD4*CD45.2*FoxP3" cells) were quantified in PLNs 5-6 days after transfer. Each dot represents individual
mice pooled from 3 independent experiments. *p<0.05, **p<0.001.
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Supplemental Figure 10. A new model of regulation in inflammation and auto-immunity. At the steady state (1), rare auto-reactive
Teffs and Tregs co-exist in lymphoid tissues, generating a homeostatic Teff/Treg equilibrium and tolerance. During sustained
inflammation (2), Teffs are strongly activated. These cells thus produce or induce factors favoring a strong Teff>Treg boost (3),
leading to subsequent Treg expansion. This expansion strengthens Treg-mediated suppression exerted on Teffs (4). This inhibition
of Teff activation probably reduces Treg boost factors, eventually leading to a progressive resolution and a return to the basal
homeostatic Teff/Treg equilibrium. In some conditions, the response may progress toward chronic inflammation or autoimmune
disease (5). This may be due to either ineffective Treg-mediated suppression or a defect of the Teff>Treg boost.
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Ingenuity Canonical Pathways -Log(P-value) Ratio Molecules
Glycolysis/Gluconeogenesis 3,99E+00 4,96E-02 | TPI1, ACSS1, PFKL, ENO3, PFKP, HK2, GALK1
Fructose and Mannose Metabolism 3,92E+00 3,60E-02 | TP, PFKL, PFKP, HK2, GALK1
Galactose Metabolism 2,80E+00 3,57E-02 | PFKL, PFKP, HK2, GALK1
CD40 Signaling 2,67E+00 7,35E-02 | NFKBIA, FOS, ICAM1, TRAF5, LTA
CCRS5 Signaling in Macrophages 2,64E+00 5,81E-02 | CCL4, FOS, CCL5, CCL3, GNG12
CD27 Signaling in Lymphocytes 2,47E+00 8,16E-02 | NFKBIA, FOS, TRAF5, CD70
Lymphotoxin B Receptor Signaling 2,12E+00 7,02E-02 LTB, NFKBIA, TRAFS5, LTA
Antigen Presentation Pathway 2,08E+00 7,69E-02 CALR, HLA-DQB2, HLA-DRA
Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition Receptors 1,86E+00 5,48E-02 | ZBP1, NFKBIA, ISG15 (includes EG:9636), LTA
Chemokine Signaling 1,69E+00 5,19E-02 CCL4, CXCR4, FOS, CCL5
p53 Signaling 1,43E+00 4,60E-02 | SERPINE2, GADD45G, GADD45B, E2F1
Glycosphingolipid Biosynthesis - Neolactoseries 1,40E+00 2,99E-02 | ST8SIA4, ST3GAL6
Eicosanoid Signaling 1,32E+00 3,57E-02 | PTGER2, ALOX5AP, AKR1C3
Glucocorticoid Receptor Signaling 1,21E+00 2,54E-02 | ADRB2, NFKBIA, FOS, ICAM1, CCL5, CCL3, ANXA1
4-1BB Signaling in T Lymphocytes 1,11E+00 5,41E-02 | NFKBIA, TNFRSF9
Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 8,53E-01 2,58E-02 FOS, MCM7, TGM2, E2F1
IL-6 Signaling 8,48E-01 3,12E-02 | NFKBIA, FOS, IL6R
CXCR4 Signaling 8,05E-01 2,44E-02 | CXCR4, FOS, EGR1, GNG12
IL-2 Signaling 7,47E-01 3,57E-02 | IL2RB, FOS
G-Protein Coupled Receptor Signaling 5,00E-01 1,86E-02 | ADRB2, P2RY1, NFKBIA, DUSP4
NF-kB Signaling 4,90E-01 2,08E-02 | NFKBIA, TRAF5, LTA
IL-8 Signaling 3,79E-01 2,19E-02 | ICAM1, MMP9, PLD4, GNG12
Role of NFAT in Regulation of the Immune Response 3,79E-01 1,61E-02 NFKBIA, FOS, GNG12
Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation 3,62E-01 2,33E-02 | CDC25B

Supplemental Table 1. Top canonical pathways differently used by boosted Tregs. Gene array data were processed using
Ingenuity pathway analysis software. The table shows the canonical pathways, identified from the Ingenuity canonical pathways
library, that were most significant to the data set according to the following 2 criteria: 1) Fischer's exact test was used to calculate a
p-value determining the probability that the association between the genes in the dataset and the canonical pathway is explained
by chance alone (“Log(P-value)”). 2) A ratio of the number of genes from the data set that map to the pathway divided by the total
number of genes that map to the canonical pathway is displayed (“Ratio”). “Molecules” show the genes from the data set included

in the corresponding canonical pathway
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Abstract: The CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T (Treg) cells play a major role in peripheral

tolerance. Their biology and suppressive function is influenced by environment cues. Among
them, effector T cells are able to boost their expansion, which is partially dependent on TNFa or
IL-2. Here, we further characterized conditions in which a Teff cell dependent Treg cell boost
was effective and analyzed its mechanism. This phenomenon could be observed in a context of
high as well as low inflammation. It requires that both Treg and Teff cells were activated by their
cognate antigen, being either the same or different. Also, when Treg cells highly proliferate on
their own, they could no longer being boosted by Teff cells. In a condition of low inflammation,
the Teff cell dependent Treg cell boost involved TNFa, OX40L and plasmacytoid dendritic cells,
whereas in a condition of high inflammation, it involved TNFa and IL-2. Thus, not only Treg
cells suppress Teff cells, but Teff cells are able to boost Treg cells, which depends on the immune
context for its effectiveness and mechanism. This feedback regulatory loop between Teff cells

and Treg cells may be crucial to limit some immune responses.



Introduction

When it functions properly, the immune system is able to mount strong inflammation and high
activation of innate and adaptive immune responses while maintaining tissue integrity on the long
term. This requires complex cellular and molecular networks with multiple feedforward and
feedback mechanisms to amplify and regulate various responses, respectively. The balance
between Foxp3+CD4+CD25+ regulatory T cells (Treg cells) and effector T cells (Teff cells)
determines the level of immune regulation [1]. Seminal recent works have shown that the
homeostasis and suppressive activity of Treg cells is highly influenced by environment cues,
modeling divers Treg cell subset populations in different milieus having different functions [2-4].
Some of these signals are provided by activated Teff cells, indexing Treg-mediated suppression
to Teff cell activation [5]. Among them, interleukin-2 (IL-2) plays a central role since this
cytokine is critical in thymic and peripheral differentiation, survival, proliferation and
suppressive activity of Treg cells [6]. We showed recently that Teff cell activation was able to
boost Treg cell expansion, a phenomenon thereafter called Teff>Treg boost [7]. This was
observed in pancreatic LN (pan-LN) after adoptive co-transfer of Teff and Treg cells specific for
a model antigen expressed in pancreatic islet 3-cells. Tumor necrosis factor alpha (TNFo) was
involved in this boost since neutralization of the cytokine partly suppressed this boost by IL-2

independent mechanism [7].

Here, we have determined conditions impacting on the Teff 2Treg boost showing that it is not
any more observed when Treg cells highly proliferate on their own. We also reveal that this Treg
boost involves the OX40L TNF family member in addition to TNFa, as well as IL-2 and

plasmacytoid dendritic cells (pDC) depending on the context.



Results

OX40/0X40L pathway is involved in the Teff>Treg boost in ins-HA mice.

We first observed the Teff>Treg boost in transgenic mice expressing the hemagglutin
(HA) of Influenza virus under the control of the insulin promoter, conferring specific HA
expression in the pancreas. In these ins-HA transgenic mice, adoptively transferred Treg cells
specific for the HA111-119 peptide (HA111-Treg cells) poorly proliferate in the draining pancreatic
lymph nodes (pan-LN) at day 7. The co-transfer of HA;13-Teff cells induced a high increase of
the proliferation and expansion of HA11-Treg cells in the pan-LN. This Teff>Treg boost was
only partially dependent on TNFa [7], suggesting that other pathways were involved. Using the
same system, we analyzed the role of OX40 since this other TNF receptor (TNFR) family
member is able to boost Treg cell expansion [8]. HA111-Teff cells and HA1:-Treg cells were
adoptively transferred into ins-HA recipient mice with or without a neutralizing anti-OX40L
monoclonal antibody (mAb) treatment to block the OX40 pathway. Compared to control,
blocking OX40 significantly reduced the Teff>Treg boost in pan-LN, although it was not fully
abolished. This reduction was characterized by a partial decrease of Treg cell proliferation
(Figure 1a) and numbers of divided donor HA1;:-Treg cells (Figure 1b). Importantly,
proliferation and expansion of HA11;-Teff cells were not significantly reduced in the presence of
the anti-OX40L mAb (Figure 1 c, d). This control experiment suggests that the reduced Treg
boost observed with the neutralizing Ab was not merely due to reduced HA;1;-Teff cell
activation. We then blocked simultaneously the TNFR, using the TNFR2-Fc soluble receptor
antagonist, and OX40 using the neutralizing anti-OX40L mAb. Combining the 2 treatments did
not have an additive inhibitory effect on the Teff>Treg boost since numbers of divided Treg

cells were similarly reduced in the presence of blocking TNFR alone, OX40 alone or when



combined (supplemental Figure 1). Altogether, our data showed that, in addition to TNFR, the

OX40 pathway was involve in the Teff->Treg boost in the ins-HA model.

pDC are involved in the Teff>Treg boost in ins-HA mice.

pDC seem to be involved in Treg cell expansion in an inflammatory contexts [9]. We thus
tested the role of these DC in the Teff->Treg boost by injecting a depleting mAb. HA;11-Teffs
and HAu11-Tregs were injected in ins-HA mice in the presence or not of the mAb, which induced
a profound pDC depletion, identified by expression of Siglec H, in pan-LN (Figure 2a) and the
spleen (Supplemental Figure 2). In control groups, the co-transfer of HA;1;-Teff cells boosted
HA111-Treg cells in pan-LN at day 7, as expected. When pDC were depleted, this Teff>Treg
boost was significantly reduced, with decreased proliferation (Figure 2b) and 6-fold lower
numbers of divided HA11:-Treg cells (Figure 2c). This reduced Treg cell boost was not merely
due to a lower HA;1;-Teff cells activation since neither proliferation nor numbers of divided Teff
cells were significantly reduced upon pDC depletion (Figure 2d, e). Thus, pDC were involved in

the Teff>Treg boost in the ins-HA model.

Teff cell boost of Treg cells in an inflammatory environment

After characterization of the Teff>Treg boost phenomenon in ins-HA mice, we
wondered if it could be observed in other contexts. We thus analyzed Treg cell proliferation after
adoptive transfer of T cells specific for HA126 and HA41; peptides presented by MHC class 11 A
and E¢, respectively, in various experimental settings. T cells were stimulated by injection of their
cognate antigen emulsified in complete Freund adjuvant (CFA) or of peptide-pulsed DC in rear

footpad in normal BALB/c mice. When HAi-Treg cells were injected alone and mice



immunized with HA126 emulsified in CFA (CFA/HA12), cells weakly proliferated in the draining
popliteal LN (pop-LN) at day 4, and not in non-draining LN (not shown). The co-transfer of
HA6-Teff cells induced a 3.5-fold-increase of divided HA16-Treg cell numbers (Figure 3). A
Teff->Treg boost was also observed when Treg cells and Teff cells recognized different epitopes.
Indeed, the co-transferred of HA11;-Teff cells to HA126-Treg cells, followed by immunization
with HA126 and HA;11 peptides emulsified in CFA (CFA/HA126+111), induced a mild but

significant increase of HA116-Treg cell proliferation and expansion (Figure 3).

We next studied other parameters to further characterize conditions required for a
Teff>Treg boost. It required that both Teff cells and Treg cells were activated by their cognate
antigen, since it was no longer observed when either donor Teffs or Tregs were polyclonal, and
consequently hardly activated (Figure 4a, b). Then, we assessed the presence of a Teff>Treg
boost in contexts in which Treg cells actively proliferated when transferred alone. This was
obtained in BALB/c mice transferred with HA126-Treg cells and immunized with HA;26 pulsed-
DC (DC/HA126) or in mice transferred with HA;1;1-Treg cells and immunized with CFA/HA111
(Figure 4b). In these two settings, the co-transfer of HA111-Teff cells or HA6-Teff cells did not
boost donor Treg cells in the draining LN at day 4 (Figure 4a). These data suggest that a
Teff->Treg boost was obtained only when Treg cells weakly proliferate on their own. To confirm
this hypothesis, we co-transferred HA11:-Treg cells and HA26-Teff cells and immunized mice
with fixed amount of HA12¢ peptide and decreasing amounts of the HA;1; peptide in CFA. At 2ug
of HA;1; peptide, HA111-Treg cells highly proliferated and were not boosted by HA;,6-Teff cells.
At 0.02ug of HA;111 peptide, HA;11-Treg cell proliferation was reduced and they were boosted by
HA26-Teff cells. At 0.006pg of HA;1; peptide, HA111-Treg cells very weakly proliferated and

were not anymore boosted by HA;.-Teff cells (Figure 4c, d). Together, these experiments



showed that a Teff->Treg boost could be also observed in a highly inflammatory environment, as
induced by CFA, but required that Treg an Teff cells were both activated. However, if Treg cell
activation was high on its own, co-transfer of Teff cells did not boost them. In other words, when

highly activated, Treg cells could no longer be helped by Teff cells.

Bystander effect of the Teff>Treg boost

So far, we have studied the Teff->Treg boost when both cells were stimulated in the same
draining LN, pan-LN in ins-HA mice and pop-LN in BALB/c. We then tested whether it was a
systemic or by-stander phenomenon. To address this question, we took advantage of the fact that
a Treg boost could be observed when using HA26-Treg cells and HA;1;-Teff cells stimulated in
the same pop-LN after footpad immunization with CFA/HA126+111 (Figure 4a). When mice were
similarly co-transferred with HA126-Treg cells and HA;1;-Teff cells but then immunized with
CFA/HA26 in the right rear footpad and CFA/HA1; in the left rear footpad (Figure 5a), HA126-
Treg cells weakly proliferated in the pop-LN draining the HA12¢ peptide, but their activation was
not increased by HA;11-Teff cells activated in the contra-lateral pop-LN, even if 30 times more
HA1:-Teff cells were injected (Figure 5b, c). Notably, when we analyzed HA;6-Treg
proliferation in the far draining loco-regional LN (right inguinal LN) of the same mice, in which
they hardly proliferated on their own, the co-transfer of Teff cells boosted these Treg cells in a
dose-dependent manner (Figure 5b, c). Interestingly, activated HA;1:-Teff cells were readily
observed in the right inguinal and pop-LN due to re-circulation after their initial activation in the
left draining LNs, with numbers increasing as a function of injected cell numbers (Supplemental
figure 3). Numbers of activated HA;1;-Teff cells were not higher in the inguinal LN -site where a

Treg boost was observed- than in pop-LN. Collectively, a Teff>Treg boost in BALB/c mice was



observed when Teff and Treg cells were activated in distal LN only if Treg cells minimally

proliferated on their own.

TNFa and IL-2 are involved in the Teff2>Treg boost in an inflammatory environment.

After the characterization of conditions required for a Teff->Treg boost in the BALB/c
model, we assessed its mechanism. In the ins-HA model, TNFa and pDC but not IL-2 were
involved in the Teff>Treg boost ([7] and Figure 1 and 2). We thus tested these different factors
in the Teff->Treg boost observed in inflammatory condition. BALB/c mice were transferred with
HA26-Treg cells alone or co-transferred with HA;1;-Teff cells, followed by CFA/HA126+111
immunization. To test the role of pDC, mice were injected with a depleting mAb, which induced
a partial pDC depletion in the pan-LN (Figure 6a, b) and the spleen (data not shown). This
depletion led to a tendency toward reduced Teff->Treg boost, which was not significant (Figure
6¢). Expansion of HA;i;-Teff was unaffected by pDC depletion (Figure 6d). Since pDC
depletion was only partial, it was difficult to conclude on the role of these cells in the boost.

To role of IL-2 cannot be properly evaluated by using an anti-IL-2 neutralizing mAb
because this cytokine is critical for in vivo Treg cells survival. Thus, injection of an anti-IL-2
blocking mAb induces a rapid loss of the cells [10]. That is why we used IL-2 deficient HA11;-
Teff obtained from TCR-HA11 X IL-27" mice. An important control experiment was to measure
expansion and IL-2 production by these Teff cells. In BALB/c mice immunized with CFA/HA 111,
expansion of transferred IL-2-deficient HA111-Teff cells was similar to 1L-2-sufficient HA1;-Teff
cells and former the cells did not expressed IL-2 whereas the cytokine was clearly detected in the
latter cells (Figure 7a). Then the Teff>Treg boost was evaluated. In the control group, the co-

transfer of IL-2-sufficient HA;1;-Teff cells increased expansion of HAj.-Treg as expected.



Interestingly, the Teff>Treg boost was significantly reduced, but still effective, when IL-2-
deficient HAj1;-Teff cells were co-transferred (Figure 7b). Because IL-2 deficient mice
spontaneously develop a massive lymphoproliferation [11], one may argue that the function of
IL-2 deficient mice Teff cells may be altered, hampering their capacity to boost Treg cells. This
was unlikely because when these mice were crossed with TCR-HA;1; transgenic mice, the
lymphoproliferative disease was significantly delayed [12]. Indeed, IL-2-deficient TCR-HA;1;
mice were free of disease at 6-7 weeks of age, when we sacrificed them for experiments. To
definitively rule out a putative undetected intrinsic defect of IL-2 deficient HA;1;-Teff cells,
besides their incapacity to produce IL-2, we generated bone marrow chimeric mice composed of
a 1/1 ratio of cells from TCR-HA11; x IL-2” mice and cells from wild type BALB/c mice. These
chimeric mice did not develop any signs of lymphoproliferation (data not shown). The co-transfer
of Teff cells from these chimeric mice did not increase the expansion of HA;26-Tregs, confirming
that IL-2 produced by Teff cells was necessary to boost Treg cells in this setting. But was 1L-2
sufficient? To address this question, we injected IL-2 in BALB/c mice transferred with HA;26-
Treg cells and immunized with CFA/HA2. The addition of IL-2, at a dose that induced a
biological effects in another setting [13], was not sufficient to increase expansion of HA,6-Treg
cells (Supplemental figure 4), suggesting that other factors were involved.

The role of TNFo was assessed by administration of a soluble TNF receptor that
neutralize the cytokine. In control mice immunized with CFA/HA126+111, the co-transfer of
HA11;-Teff cells boosted expansion of HAix-Treg cells, as expected. When TNFoa was
neutralized, the Teff->Treg boost was not observed any more, with proliferation (Figure 8a) and
expansion of divided Treg cells similar to the control group transferred with HA1.6-Treg cells

alone (Figure 8b). Similar results were obtained when using an anti-TNFa mAb that is another



anti-TNF drug (Supplemental figure 5). Importantly, proliferation (Figure 8c) and expansion
(Figure 8d) of HA;11-Teff cells was unaffected by anti-TNF drug administration. In conclusion,

we showed that the Teff->Treg boost in the inflammatory context involved both TNFo and IL-2.

10



Discussion.

The proper functioning of the immune system relies on complex interactions between
immune cells. In this work we have further studied a phenomenon that, we and others, have
described, which is the capacity of Teff cells to help or boost Treg cell activation [7, 14].
Depending on the system, this boost was shown to be IL-2-dependent or independent. Here, we
add two major findings to already published data. We describe immune conditions favorable for a
Teff>Treg boost and we further characterize the mechanism of this phenomenon, revealing the
involvement of IL-2, TNFo, OX40 and pDC depending on the context.

Conditions for a Teff>Treg boost. What do we learn from our present work on
conditions required or favorable for a Teff->Treg boost? One critical parameter seems to be the
level of Treg cell expansion when activated on their own. We identified 3 conditions of low level
Treg expansion in which co-transfer of Teff cells induced a Treg cell boost: (i) in pan-LN of ins-
HA mice injected with HA11:-Treg cells, (ii) in pop-LN of BALB/c mice injected with HA2-
Treg cells followed by a CFA/HA 126 immunization, (iii) and in pop-LN of BALB/c mice injected
with HA1;-Treg cells followed by immunization of low dose HA1; emulsified in CFA. On the
other side, we characterized 2 conditions of high level of Treg cell expansion, in which co-
transfer of Teff cells had no impact of their activation: (i) in pop-LN of BALB/c mice injected
with HA;26-Treg cells followed by a DC/HA126 immunization and (ii) in pop-LN of BALB/c
mice injected with HA;1:-Treg cells followed by a CFA/HA1;1 immunization. Thus, a Teff>Treg
boost phenomenon requires low level of Treg cell activation. In addition, we show here that a
Treg boost could be obtained when Treg and Teff cells were specific to different epitopes. This
property made possible to test the by-stander versus systemic effect of the boost. When mice

were immunized in one rear footpad to stimulate Teff cells and in the other rear footpad to
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stimulate the Treg cells, the Teff>Treg boost was still observed but was weak, compared to the
boost obtained when both cell types were stimulated in the same LN. We also learned from our
study that a Teff>Treg boost required that both Teff and Treg cells were stimulated because it
was no longer observed when we transferred polyclonal (either Treg or Teff) cells purified from
BALB/c non-transgenic mice. However, in a condition of high and systemic Teff cell activation
that induced a burst of IL-2, an increase of proliferation of recipient polyclonal Treg cells was
reported [14], as observed after high dose IL-2 administration [15, 16]. It is most likely that this
IL-2 dependent boost acts preferentially on the most auto-reactive Treg cells that proliferate at
the steady state [10, 13, 17].

From these different findings, we may envisage physiological implications of the
Teff->Treg boost phenomenon. In some situations, there is a high Treg cell activation due either
to release of high levels of self-reactive cognate antigens or to strong inflammation. Indeed,
different soluble and membrane-bound molecules, increased during inflammation, are able to
boost Treg cell activation, such as IL-2 [15, 16], GM-CSF [18, 19], CD28 [20, 21] and several
members of the TNF family [22]. In these contexts, the Treg cells are highly activated on their
own, leading to their expansion and eventually increased immunosuppression without further
help from Teff cells. In other contexts of low levels of autoreactivity and inflammation, inducing
weak Treg cell proliferation, the persistence of highly activated Teff cells may damage the tissue
or ignite an autoimmune disease. That is why indexing the level of Treg cell activation to the
level of Teff cell activation may be a feedback regulatory mechanism to limit sustained
pathogenic inflammation and return to healthy steady state physiology.

Molecular mechanisms of the Teff->Treg boost.

The molecular mechanisms involved in the Teff>Treg boost vary depending on the

context. In the ins-HA mouse setting, we identified a role of TNFa and OX40L whereas in the
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BALB/c mouse setting, we identified a role for TNFa and IL-2. Blocking TNFa and OX40L in
the first setting did not fully inhibit the Teff>Treg boost suggesting that other molecules were
involved. It is now clear that there are different Treg cell populations, depending on their
environment. The one in LN is not the same as the one in the fat or the intestine... because Treg
cell biology is influenced by signals from the tissues and from the inflammatory contexts [3].
Thus, it is likely that signals able to boost Treg cell expansion, some of them coming from Teff
cell activation, differ depending on the tissue and the type of inflammation. Thus, the molecular
mechanisms of the Teff>Treg boost may be diverse and different in various contexts. Besides
IL-2, TNFa and OX40L that we pointed out here, one may envisage other putative factors able to
play a role, some of them belonging to the TNFR family members that may favor Treg expansion
[22]. Conflicting data have been described for some them. For instance, TNFa promote Treg cell
expansion and suppressive activity in some reports [7, 23] but inhibit Treg-mediated suppression
in others [24-26]. OX40L ....GITRL ... Whereas there is no clear explanation for these conflicting
data, it is possible that some of them induced only a very short-term inhibition of suppression,
associated with Treg expansion, leading to increased Treg population and return to normal

suppression.

Role of pDC in the Teff>Treg boost.

Part of the Teff>Treg boost may be due a direct effect of Teff cells on Treg cells. As
shown here, IL-2 or TNFa that are produced by activated Teff cells at high levels may boost
directly Treg cells that express high level the high affinity IL-2 receptor and TNFR2. In support
of this mechanism, these 2 cytokines are able to directly promote survival and proliferation of

Treg cells [6, 23]. Alternatively and none exclusively, Teff cells may modulate or activate
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another cell population that itself boost Treg cells. Here, we showed that pDC play a role in this
indirect Teff>Treg boost. This result is interesting in regards to the known tolerogenic properties
of pDC, partly due to their capacity to induce or activate Treg cells (Matta EJI 40:2667). Indeed,
pDC may promote differentiation of peripherally induced Treg cells, mediating mucosal
tolerance [27, 28] or tolerance to allografts [29]. Also, mature pDC and pDC present in inflamed
tumors, inflamed LN or the lamina propria were able to promote high level of Treg cell
expansion [9, 30-32]. It will be interesting to assess whether the acquired capacity of pDC to
activated Treg cells in these latter settings rely on Teff cell activation and involve similar

mechanisms as in the Teff>Treg boost that we describe here.

14



Methods

Mice. Six to 8-week-old BALB/cByJ (BALB/c) mice were obtained from Charles River
Laboratories France. Ins-HA transgenic mice expressing HA of influenza virus under the control
of the insulin promoter [33] were backcrossed > 10 generations onto BALB/c genetic
background. The TCR-HA26 and the TCR-HA11; transgenic mice that express a transgenic TCR
recognizing the HA126 epitope presented by 1-A% [34] and the HA11; epitope presented by I-E°
[35] respectively were backcrossed > 10 generations onto BALB/c genetic background. Some of
these mice were bred with Thy-1.1 BALB/c congenic mice and with IL-2 knock out BALB/c
mice [36]. For obtaining IL-2 chimeric mice, BALB/c mice were lethally irradiated and engrafted
with a mix of bone marrow cells from IL-2 deficient TCR-HA;1; transgenic mice and BALB/c
mice at a 1 to 1 ratio. Experiments were performed at least 6 weeks after bone marrow
transplantation. All these mice were bred in our animal facility under specific pathogen-free

conditions.

Cell preparation and adoptive transfer. Cells were prepared as previously described [37].
Briefly, LNs (brachial, axillary, cervical and inguinal) and spleen were mechanically dilacerated.
Cells, incubated with biotin-labeled anti-CD25 mAb (7D4, BD Biosciences), were coated with
anti-biotin-microbeads (Miltenyi Biotec). The CD25" cell fraction (Tregs) was obtained with two
consecutive runs on magnetic cell separation LS columns (Miltenyi Biotec) or with AutoMacs,
reaching 85% purity of CD25" cells, >90% were Foxp3*. The CD25-depleted cells (Teffs) were
harvested from the flow through. This fraction contained 30% CD4" T cells and 0.5% residual
CD25" cells. For obtaining in vitro pre-activated HA;-Teffs, the CD25 fraction from TCR-

HA11: mice were stimulated in vitro for 3-4 days by CD11c” splenic DC (purified using anti-
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CD11c-coupled Miltentyi beads) pulsed with 10 pg/ml of HA11; peptide in the presence of 10

ng/ml of GM-CSF (R&D systems).

Before intravenous injection, Teffs or Tregs were labeled with CFSE for 5 minutes in serum-free
PBS at room temperature and were washed twice in PBS. When using freshly purified Tregs,
mice received 1 x 10° Tregs with or without 1 x 10° Teffs (except 2 x 10° cells for chimeric IL-2-

deficient Teffs because of the lower proportion of HA-specific cells).

Immunization protocols in BALB/c mice. Mice were immunized the day after the transfer of
HA-Tregs and HA-Teffs. For CFA immunization, mice were immunized by subcutaneous
injection in the footpad of 2 pug of HA126 peptide and/or 2 pg of HA;1; peptide emulsified in
CFA. Alternatively, mice were subcutaneously immunized with DC pulsed overnight with 20
pg/ml of HA126 peptide as previously described [1]. Cells were analyzed in the popliteal draining

LN.

In vivo treatment. For blocking OX40, mice were injected ip. with 500 mg of anti-OX40-L mAb
(RM134L, BioXcell) every other day from day -1 to 5 after cell transfer. For pDC depletion, mice
were injected ip daily with an anti-BST2 mAb (120G8, BioXcell) at 0.2 mg from -1 to 6 in ins-
HA mice and at 0.3mg from day -1 to 3 in BALB/c mice. For blocking TNF, mice were injected
ip with 1mg of soluble TNFR-Fc (Etanercept, Enbrel) or iv. with 0.5 mg of anti TNFa mAb
(XT3,11; BioXcell) every other day from day -1 to 5 after cell transfer. For IL-2 treatment mice

were injected ip with doses daily form -1 to 3 in BALB/C mice.

Antibodies and flow cytometry analysis. The following mAbs from BD Biosciences, e-
Bioscience, and Biolegend were used: PerCP- anti-CD3, allophycocyanin- PerCP- VV500- labeled

anti-CD4, phycoerythrin- or PerCP-labeled anti-Thy-1.1, PeCy7- or PercP-labeled anti-CD25,
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allophycocyanin- labeled anti-CD11b, allophycocyanin- labeled anti-ICOS, PeCy7-labeled anti-
CD11c, phycoerythrin-labeled anti-SiglecH, Alexa Fluor 700-labeled anti-CD45, Alexa Fluor
700-labeled anti-CD8, phycoerythrin-labeled anti-1L-2. The unlabeled 6.5 Ab was revealed by a
biotin-labeled anti-rat 1gG2b (SouthernBiotech) followed by streptavidin-allophycocyanin (BD
Biosciences) staining or phycoerythrin conjugated 6.5 was used. The phycoerythrin-labeled anti-
Foxp3 staining was performed using the eBioscience kit and protocol. For intracellular cytokine
staining, cells were re-stimulated by HAz1:-pulsed splenocytes for 6 hours in the presence of
GolgiPlug (BD Biosciences). After cell surface staining, intracellular staining was performed
using the CytoFix/CytoPerm kit and protocol (BD Biosciences). For intracellular cytokine
staining, cells were re-stimulated by HA11:-pulsed splenocytes for 6 hours in the presence of
GolgiPlug (BD Biosciences). After cell surface staining, intracellular staining was performed
using the CytoFix/CytoPerm kit and protocol (BD Biosciences) Cells were acquired on a
FACSCalibur or an LSRII (BD Biosciences) and analyzed with CellQuest (BD Biosciences) or

FlowJo (Tree Star) software.

Immunization protocols in BALB/c mice. Mice were immunized the day after the transfer of
HA-Tregs and HA-Teffs. For CFA immunization, mice were immunized by subcutaneous
injection in the footpad of 2 pug of HA126 peptide and/or 2 pg of HA;1; peptide emulsified in
CFA. Alternatively, mice were subcutaneously immunized with DCs pulsed overnight with 20
pg/ml of HA126 peptide as previously described [1]. Cells were analyzed in the popliteal draining

LN.
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Statistics. Statistical data were calculated using the 2-tailed unpaired Mann-witney t test. P< 0.05

was considered significant. For all the graphs, error bars represent SD.

18



Figures legends.

Figure 1. The Teff>Treg boost is OX40 dependent in ins-HA mice. Ins-HA mice were
injected with CFSE-labeled Thy-1.1" HA11-Treg cells alone or with HA;;-Teff cells with or
without blocking OX40L (a OX40-L). Cells were analyzed at day 7 in pancreatic lymph nodes
(pan-LN). (a) Representative CFSE profile of donor Treg cells (CD4" Thy-1.1" Foxp3®). (b)
Absolute number of divided donor Treg cells (CFSE®™ CD4" Thy-1.1" Foxp3"). (c)
Representative CFSE profile of donor Teff cells (CD4™ 6.5° Foxp3). (d) Absolute number of
divided donor Teff cells (CFSE®™ CD4" 6.5" Foxp3'). Each symbol represents an individual

mouse, and bars show the means pooled from 4 independent experiments. *** P < 0.0001.

Figure 2. The Teff->Treg boost involves pDC in ins-HA mice. Ins-HA mice were injected
with CFSE-labeled Thy-1.1" HA1;1-Treg cells alone or with HA;;-Teff cells with or without a
treatment depleting pDC. Cells were analyzed at day 7 in the draining pan-LN. (a) Representative
dot plot (left) and mean (right) of CD11c" SiglecH" cells among CD45" cells (b) Representative
CFSE profile of donor Treg cells (CD4" Thy-1.1" Foxp3™). (c) Absolute number of divided donor
Treg cells (CFSEY™ CD4" Thy-1.1" Foxp3" cells). (d) Representative CFSE profile of donor Teff
cells (CD4" 6.5 FoxP3). (e) Absolute number of divided donor Teff cells (CFSEY™ CD4" 6.5
Foxp3’). Each symbol represents an individual mouse and bars show the means from 5

independent experiments. ** P < 0.001; *** P < 0.0001.

Figure 3. A Teff>Treg boost in an inflammatory condition. BALB/c mice were injected with
CFSE-labeled Thy-1.1" HA126-Treg cells alone or co-transferred with HA111-Teff or HA - Teff

cells. Then, mice were immunized with HA1,6 peptide or with HA126 + HA11; peptides in CFA
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and cells analyzed at day 4 in pop-LN. (a) Representative CFSE profile of donor Treg cells
(CD4"* Thy-1.1" Foxp3™). (b) Absolute number of divided donor Treg cells (CFSE*™ CD4* Thy-
1.1" Foxp3™). Each symbol represents an individual mouse and bars show the means from 5

independent experiments. *** P < 0.0001.

Figure 4. Immune conditions required for a Teff2> Treg boost. (a) BALB/c mice were
injected with CFSE-labeled Thy-1.1" HA12-, or HA111- or polyclonal-Treg cells alone or co-
transferred with HA126-, or HA111- or polyclonal-Teff cells as indicated. Then, mice were
immunized peptide emulsified in CFA or peptide-pulsed DC as indicated and donor Treg cell
expansion was analyzed at day 4 in the draining pop-LN. The level of Treg cell boost (fold
increase in Treg expansion) was determined by measuring the ratio of proliferating donor Treg
cells (CFSE“™ CD4" Thy1.1* Foxp3*) in mice co-transferred with Treg and Teff cells compared
to mice transferred with the Treg cells alone. Data were obtained from 4 to 17 mice per group,
from at least 2 independent experiments. (b) BALB/c mice were adoptively transferred with
CFSE-labeled Thy-1.1" HA126-, or HA111- or polyclonal-Treg cells alone and were immunized as
indicated. Representative histograms show the CFSE profile of donor Treg cells (CD4" Thy1.1*
Foxp3™). (c, d) BALB/c mice were transferred with HA;1:-Treg cells alone or with HA;.6-Teff
cells and were immunized with HA;2 and with 2, 0.02, 0.006 pg HA;1; peptide in CFA.
Representative CFSE profile of donor Treg cells (CD4"™ Thy-1.1" Foxp3™) (c) and absolute
number of divided donor Treg cells (CFSEY™ CD4" Thy-1.1" Foxp3*) (d) in pop-LN at day 4.
Each symbol represents one mouse and bars show the means from 3 independent experiments. **

P<0.05, *** P < 0.0001.
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Figure 5. Condition for a distal Teff>Treg boost. (a) Mice were transferred with 1 x 10°
HA126-Treg cells with or without 1 x 10°, 10 x 10°, 30 x 10° HA;1; Teff cells and immunized with
CFA/HA126 and CFA/HA11;1 in the two different rear footpads. The inguinal LN (ing LN) and the
pop LN, draining the site of CFA/HA1 immunization were monitored 4 days after
immunization. (b) Representative histograms show the CFSE profile of donor HA;26-Treg cells
(CD4" Thy-1.1" Foxp3™) in the pop-LN (left panel) or in the ing-LN (right panel). (c) Absolute
number of divided donor Treg cells (CFSE“™ CD4" Thy-1.1* Foxp3*) in the pop-LN (left panel)
and ing-LN (right panel). Each symbol represents an individual mouse and bars show the means

from 4 independent experiments. ** P< 0.05, *** P < 0.0001.

Figure 6. Role of pDCs in the Teff->Treg boost in an inflammatory condition.

BALB/c mice were transferred with freshly isolated CFSE-labeled HA2-Treg alone or co-
injected with HA11-Teffs, and immunized with CFA/HA12+111 treated mice were daily injected
during 4 day with 300pug mAb blocking pDC (a pDC). At day 4, mice were sacrified, pDC
depletion and transferred Tcell proliferation and expansion was analysed. Representative dot plot
of CD11C", SiglecH" staining, gated on CD3" cells in popliteal Lymph node (a) and percentage
of pDC cells (b) (4 mice per group) Absolute number of divided donor Tregs (CFSE®™, Thy1.1",
Foxp3*, CD4") in popliteal LN 5 days after transfer (c) and fold increase of divided HA126-Tregs
are represented in (d). Absolute number of divided donor Teffs (CD4", 6.5%) in the popliteal LN
(e) (7 to 13 mice per group). Each symbol represent an individual mice and bars show the means

pooled from 2 independent experiments. * P < 0.1, ** P<0.05, n.s. P > 0.1.

Figure 7. The Teff->Treg boost in an inflammatory condition is IL-2 dependent. (a) BALB/c

mice were injected with CFSE-labeled IL-2 sufficient or IL-2-deficient HA;1;-Teff cells and
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immunized with CFA/HA1;1. Cells were analyzed at day 4 in pop-LN. Representative proportion
(% + SD) and IL-2 production of donor Teff cells (CD4" 6.5" Foxp3") from 3 independent
experiments. The dashed line depicts the limit of IL-2" cells. (b) BALB/c mice were injected with
CFSE-labeled HA26-Treg cells alone or co-injected with either IL-2-sufficient HA;1;-Teff cells,
IL-2-deficient HA;1;-Teff cells, or chimeric IL-2-deficient HA;1;-Teff cells. Then mice were
immunized with CFA/HA12+111 and cells were analyzed at day 4 in pop-LN.

Absolute number of divided donor Treg cells (CFSEY™ CD4* Thy-1.1* Foxp3*). Each symbol
represents an individual mouse, and bars show the means pooled from at least 2 independent

experiments. *** P < 0.0001; ** P < 0.001; * P <0.01.

Figure 8. The Teff>Treg boost in an inflammatory condition is TNF dependent. BALB/c
mice were injected with CFSE-labeled HA126-Treg cells alone or co-injected with HA;1;-Teff
cells and immunized with CFA/HA126+111. Mice were treated with or without TNFR-fc treatment
and cells were analyzed at day 4 in pop-LN. (a) Representative CFSE profile of donor Treg cells
(CD4"* Thy-1.1" Foxp3™). (b) Absolute number of divided donor Treg cells (CFSEY™ CD4* Thy-
1.1% Foxp3"). (c) Representative CFSE profile of donor Teff cells (CD4" 6.5" Foxp3"). (d)
Absolute number of divided donor Teff cells (CFSEY™ CD4" 6.5" Foxp3). Each symbol
represents an individual mouse, and bars show the means pooled from 3 independent

experiments. * P < 0.1, ** P< 0.05.
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Supplementary figures legend.

Supplemental figure 1. Blocking both the OX40 and TNFR pathways are not sufficient to
inhibit completely the Teff>Treg boost in ins-HA mice. Ins-HA mice were injected with
CFSE-labeled Thy-1.1" HA:11-Treg cells alone or with HA;1-Teff cells with or without a
blocking OX40L (a OX40-L) and TNF (TNFR-Fc). Cells were analyzed at day 7 in pancreatic
lymph nodes (pan-LN). Absolute number of divided donor Treg cells (CFSEY™ CD4" Thy-1.1"
Foxp3™). Each symbol represents an individual mouse, and bars show the means pooled from 3

independent experiments. * P < 0.1, ** P< 0.05.

Supplemental figure 2. pDC depletion in the spleen. Level of pDC depletion in the spleen
using the same protocol as in figure 2, evaluated by analyzing the percentage of CD11c",
SiglecH" among CD45" cells. Data were from 2 independent experiments with 4 mice per group.

** P<0.05.

Supplemental figure 3. Teff cell activation and recruitment in contralateral LN. Mice were
treated as described in figure 5. The inguinal LN (ing LN, left panels) and the pop-LN (right
panels), draining the site of CFA/HA 126 immunization were monitored 4 days after immunization.
Representative CFSE profile (upper panels) and absolute number of divided donor HA;1;.Teff
cells (CFSEY™ CD4" 6.5" Foxp3) (upper panels). Each symbol represents an individual mouse,
and bars show the means pooled from 4 independent experiments. * P < 0.1, ** P< 0.05, *** P <

0.0001.
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Supplemental figure 4. IL-2 treatment is not sufficient to boost Treg cells. BALB/c mice
were adoptively transferred with HA;.6-Treg cells alone, left unimmunized (PBS) or without
immunized with CFA/HA126 with or without IL-2 administration. At day 5 mice were euthanized,
percentage of HA126-Tregs (a), absolute number of divided HA26-Tregs (b) in popliteal LN was
shown. Cells were analyzed at day 4 in pop-LN. Absolute number of divided donor Treg cells
(CFSEY™ CD4" Thy-1.1" Foxp3*). Each symbol represents an individual mouse, and bars show

the means pooled from 2 independent experiments. ** P< 0.05.

Supplemental figure 5. The Teff->Treg boost in an inflammatory condition is inhibited by a
anti TNF-a mAb. The experiment was exactly the same as as the one described in figure 8,
except that an anti-TNF mAb was used to block TNF, instead of a TNFR-Fc reagent. Each

symbol represents an individual mouse, and bars show the means. * P < 0.1, ** P< 0.05.
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Regulatory T cells (T reg cells) play a major role in controlling the pathogenic autoimmune
process in type 1 diabetes (T1D). Interleukin 2 (IL-2), a cytokine which promotes T reg cell
survival and function, may thus have therapeutic efficacy in T1D. We show that 5 d of
low-dose IL-2 administration starting at the time of T1D onset can reverse established
disease in NOD (nonobese diabetic) mice, with long-lasting effects. Low-dose IL-2 increases
the number of T reg cells in the pancreas and induces expression of T reg cell-associated
proteins including Foxp3, CD25, CTLA-4, ICOS (inducible T cell costimulator), and GITR
(glucocorticoid-induced TNF receptor) in these cells. Treatment also suppresses interferon
v production by pancreas-infiltrating T cells. Transcriptome analyses show that low-dose
IL-2 exerts much greater influence on gene expression of T reg cells than effector T cells
(T eff cells), suggesting that nonspecific activation of pathogenic T eff cells is less likely.
We provide the first preclinical data showing that low-dose IL-2 can reverse established
T1D, suggesting that this treatment merits evaluation in patients with T1D.

In type 1 diabetes (T1D), the immune system
destroys the insulin-producing 3 cells of the pan-
creas. The conventional treatment, consisting of
life-long daily and multiple insulin injection only
imperfectly prevents severe hypoglycemia and
vascular complications. Thus, there is a clear
need for improved treatments of T1D. At clini-
cal diabetes onset, residual B cells still produce
insulin, offering a window for therapeutic inter-
vention to stop the autoimmune destruction and
rescue [3 cell function. Extensive research and
clinical studies are being developed in this direc-
tion (Chatenoud and Bluestone, 2007).

Even though the etiology and pathogenesis
of human T1D are still poorly known, major
paradigms of its physiopathology have been es-
tablished from studies in the nonobese diabetic

Y. Grinberg-Bleyer and A. Baeyens contributed equally to this
paper.
B.L. Salomon and E. Piaggo contributed equally to this paper.

(NOD) mice. We and others have shown that
the CD4"CD25%Foxp3* regulatory T cells (T reg
cells) play a major role in the control of T1D
(Salomon et al., 2000; Sakaguchi et al., 2006).
Moreover, injecting islet-specific T reg cells can
reverse established diabetes in NOD mice (Tang
et al., 2004). However, at present the lack of
good manufacture practice procedures to obtain
antigen-specific T reg cells precludes the trans-
lation of such approach to the clinic. Stimulat-
ing the patient’s own T reg cell compartment to
down-regulate the autoimmune process repre-
sents a more accessible alternative.

IL-2 was identified 30 yr ago for its strong
capacity to stimulate T cells in vitro. Therefore,
it has been used in the clinic for boosting the
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Weeks after disease onset

Weeks after disease onset

Diabetes remission by IL-2 therapy. (a and b) Spontaneous new-onset diabetic NOD mice (two consecutive blood glucose concentrations

between 250 and 350 mg/dl) were treated for 5 d with PBS or denatured IL-2 (Ctrl), 25,000 IU IL-2 (IL-2), or 0.5 pg IL-2 + 5 pg anti-IL-2 (IL-2 complex).
Blood glucose concentrations were monitored. (a) Percentage of diabetic mice. (b) Blood glucose concentrations in IL-2-treated (left) or control (right) mice.

The 250 mg/d! blood glucose value is indicated by a dashed red line. Age at

treatment onset was 26 + 9.4 wk in mice that did not revert and 24 + 7.6 wk in

the cured ones. (c) Intraislet infiltration in IL-2-treated mice that remain free of overt diabetes 12-35 wk after treatment (IL-2 cured) and diabetes-free
age-matched controls (healthy controls) was evaluated histologically. The graph shows the percentage of islets with no infiltration (0), peri-insulitis (1),
moderate insulitis with <50% islet area infiltrated (2), and severe insulitis with >500 islet area infiltrated (3). Data for the control group represent 60 islets
from four mice, and for the IL-2-treated group represent 22 islets from three mice. (d) Blood glucose concentrations in new onset diabetic mice that had
not reverted after 5 d of IL-2 treatment and were further treated for 5 more days. Age at treatment onset was 22 + 4.5 wk in mice that did not revert and
22 + 9.2 in the cured ones. * indicates a mouse that was sacrificed for analysis. (e and f) New onset diabetic CD28~/~ or WT littermate NOD mice were
treated for 5 d with 25,000 IU IL-2 and blood glucose concentrations were monitored. (e) Percentage of diabetic mice. (f) Blood glucose concentrations.

immune response in certain cancers and infectious diseases
(Zhang et al., 2005; Ahmadzadeh and Rosenberg, 2006).
However, the results were often disappointing (Zhang et al.,
2005). The unexpected and severe T cell-mediated autoim-
mune syndrome of IL-2—deficient mice showed the complex
role of this cytokine in the immune system (Sadlack et al., 1993).
These findings were then explained by the critical role of IL-2
on the peripheral survival and suppressive function of T reg cells
(Papiernik et al., 1998). Consistent with this, IL-2 administration
has been shown to expand and activate T reg cells in humans
and mice (Zhang et al., 2005; Ahmadzadeh and Rosenberg,
2006). Thus, although IL-2 has pleiotropic functions, its major
impact is to favor T reg cell activity (Malek, 2008). Besides,
NOD mice present a qualitative diminution of IL-2 production
(Yamanouchi et al., 2007), and a genetic predisposing factor to
T1D development in humans and NOD mice is linked to IL-2/
IL-2R gene polymorphisms (Vella et al., 2005).

We have recently reported that insufficient IL-2 amounts
in the pancreas are responsible for poor T reg cell survival in
this tissue, which could lead to progressive breakdown of self-
tolerance and development of diabetes in NOD mice (Tang

1872

et al., 2008). We and others also showed that young prediabetic
NOD mice treated with low-dose IL-2 alone, or together with
rapamycin, can be protected from the development of disease
(Serreze et al., 1989; Rabinovitch et al., 2002; Tang, et al.,
2008). However, although >200 different treatments can pre-
vent T1D in NOD mice, only very few are effective to cure
established disease (Shoda et al., 2005). In this paper, we show
that only 5-d administration of low-dose IL-2 at diabetes onset
can induce long-lasting remission in the treated animals. IL-2
did not stimulate the diabetogenic effector T cells (T eff cells)
but rather specifically stimulated CD4"Foxp3™ T reg cells in the
pancreas to dampen the inflammatory milieu. Thus, in the pres-
ence of pathogenic T cells, IL-2 at a low dose is a selective T reg
cell stimulator endowed with a great therapeutic potential.

RESULTS AND DISCUSSION

Short-term administration of low-dose IL-2 induces
long-lasting diabetes remission in NOD mice but

is inefficient in T reg cell-deficient mice

We assessed if 5 d of low-dose IL-2 administration could be
effective to cure clinical diabetes in NOD mice. Remarkably,

IL-2 reverses established T1D | Grinberg-Bleyer et al.
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Figure 2. The proportion of T reg cells increases with age and disease in lymphoid tissues and in the pancreas of NOD mice. The percentage
of Foxp3* cells among CD4* cells in the spleen, PLN, and pancreas of untreated nondiabetic NOD mice of different ages and recent onset diabetic NOD
mice (new onset) was quantified by FACS. Graphs show cumulative individual and mean (horizontal bars) data from two to five independent experiments.
Each symbol represents an individual mouse. *, P < 0.05; **, P < 0.001. The percentage of T reg cells in the pancreas at 8-9 wk is significantly different
from the percentage of T reg cells in the PLN (P < 0.05) and spleen (P < 0.05) of mice of the same age. The percentage of T reg cells in the pancreas at
15-16 wk is significantly different from the percentage of T reg cells in the PLN (P < 0.01) and spleen (P < 0.001) of mice of the same age.

this treatment induced diabetes remission in 60% of the mice
within 1 wk, and most of them remained normoglycemic over
the 10-wk duration of the experiment (Fig. 1, a and b). Five
mice were followed up for 30-50 wk after treatment and were
still diabetes free (unpublished data). Administration of an IL-2/
anti—IL-2 mAb complex, which induces a more dramatic T reg
cell expansion than IL-2 alone (Tang et al., 2008), provided a
similar but not better curative effect. Histological examination
of mice that remained diabetes free for 12-35 wk after IL-2
treatment showed that pancreatic islets were more infiltrated
than age-matched nondiabetic controls, indicating that the
treatment did not induce a long-lasting clearance of insulitis
(Fig. 1 ¢). We tried to optimize treatment efficacy by prolong-
ing IL-2 administration or by combining IL-2 with drugs that
are favorable for T reg cells, such as rapamycin, glucocorticoids,
and a-CD3 (Battaglia et al., 2005; Chen et al., 2006; Chatenoud
and Bluestone, 2007). Prolonging IL-2 administration from 5
to 10 d induced disease remission in three out of eight mice that
had not reverted after 5 d (Fig. 1 d). The other treatments did
no show obvious improved outcome (unpublished data).

Our previous results indicated that disease prevention by the
IL-2/anti—IL-2 mAb complex was associated with increased
T reg cell survival in the pancreas (Tang et al., 2008). To address
the role of T reg cells in IL-2 remission of overt diabetes, we re-
peated the treatment in CD28 KO NOD mice, which have a
profound deficit in T reg cells (Salomon et al., 2000). IL-2 ad-
ministration did not reverse hyperglycemia in CD28 KO mice,
whereas diabetes remission was observed in two out of three
WT littermates (Fig. 1, e and f), suggesting that low-dose IL-2
therapy is inefficient in the absence of natural T reg cells. Over-
all, our results show, for the first time, that low-dose IL-2
administration is one of the few treatments that can cure sponta-
neous overt diabetes in NOD mice (Shoda et al., 2005).

Short-term administration of low-dose IL-2 does not
modify the peripheral homeostasis of hematopoietic cells
Given that T reg cells are not the only cells sensitive to IL-2 and
that a systemic IL-2-mediated activation of T reg cells could
lead to detrimental global immunosuppression, we performed a
comprehensive analysis of the effect of IL-2 administration on

JEM VOL. 207, August 30, 2010

the different hematopoietic subpopulations potentially sensi-
tive to IL-2 in the spleen and pancreatic LN (PLN). Prediabetic
(8=14 wk old) NOD mice were treated for 5 d with 25,000 IU
(the low dose mentioned in the Introduction) or 250,000 TU
IL-2. No significant change was observed at low-dose IL-2 on
the total cell number, the proportion of CD4*, CD8,
CD4"Foxp3*, CD8"Foxp3*, NK, B, and CD11b* cells
(Table S1), or their activation status (unchanged CD44 expres-
sion; unpublished data). Also, the proportions of the different
dendritic cell subpopulations remained unchanged (unpublished
data). Only when high-dose IL-2 was used was cell homeostasis
modified, with a significant increase of the cell numbers in PLN
and the proportion of CD4*Foxp3*, CD4*CD25*Foxp3~, and
CD8*Foxp3* populations in the spleen. These data indicated
that 5 d of low-dose IL-2 administration did not modify steady-
state homeostasis of hematopoietic cells in lymphoid organs.
In contrast, we have previously reported that low-dose admin-
istration of the IL-2/anti-IL-2 complex favored the expansion
of T reg, T eff, NK, and CD8" T cells in lymphoid tissues lead-
ing to a possible undesired systemic response (Tang et al., 2008).
We thus focused on the mechanism of action of low-dose plain
IL-2 for the rest of our study.

Low-dose IL-2 shows a profound and specific effect

on pancreatic T reg cells

Data suggest that T reg cells present in the pancreas control the
progression to destructive insulitis in prediabetic mice (Feuerer
et al., 2009). However, under highly inflammatory conditions,
reduced survival or insufficient function of T reg cells may
unleash T eff cell autoimmune attack (Tang et al., 2008). To es-
tablish whether the IL-2 curative effect was related to a modifi-
cation of T reg cell numbers and/or characteristics in the
pancreas, we quantified their proportion in the spleen, PLN, and
pancreas of 8-9- and 15—16-wk-old prediabetic and new onset
diabetic NOD mice. The proportion of T reg cells gradually in-
creased with age and disease evolution in the spleen, PLN, and
islets (Fig. 2). Unexpectedly, in prediabetic mice (816 wk old),
significantly lower proportions of T reg cells (8% of CD4*
T cells) were found in the pancreas compared with normal ratios
(10-15% of CD4* T cells) in the spleen and PLN (Fig. 2 legend,
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Figure 3. IL-2 treatment increases T reg cell proportions and reinforces the T reg cell phenotype specifically in inflamed pancreas. Prediabetic

(a, ¢, and d) or new onset diabetic (e and f) NOD mice received five daily injections of PBS (Ctrl) or 25,000 IU IL-2 and were sacrificed 2 h after the last injection.

(a and €) The percentage of Foxp3* cells among CD4+* cells was determined by FACS in the spleen, PLN, and pancreas. Symbols represent individual mice and hori-
zontal bars are the means. (b) Percentage of Ki67+* cells among CD4+Foxp3* cells from islets, PLN, and nondraining LN (NDLN) of prediabetic mice untreated (day 0)
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Figure 4.

IL-2 treatment induces a decrease in IFN-y production by pancreas-infiltrating T cells. Cytokine production by CD4* and CD8* T cells from

pancreas and PLN of NOD mice, treated as in Fig. 3, was quantified after ex vivo restimulation with PMA-ionomycin. (a) Percentage of CD4* producing IL-10,
IL-2, TNF, or IL-17 in control or IL-2-treated prediabetic NOD mice. Data cumulate two to three independent experiments. (b) Representative dot plot of IFN-y
production in CD4+ (top) and CD8* (bottom) T cells in the pancreas of prediabetic mice treated or not with IL-2. Numbers in quadrants indicate percentage of
cells. (c and d) Percentage of IFN-y* CD4+ (top) and CD8* (bottom) T cells in islets and PLN of prediabetic (c) and new-onset diabetic (d) NOD mice. Data cumu-
late five and three experiments, respectively. Symbols represent individual mice and horizontal bars are the means. *, P < 0.05;**, P < 0.001; ***, P < 0.0001.

p-values). At disease onset, the percentage of pancreatic T reg
cell was significantly increased to reach 14% of CD4* T cells.
A similar increase in the proportion of T reg cell in PLN with
aging has been reported (Mellanby et al., 2007). However, in
this same study, T reg cell proportions were unchanged between
nondiabetic and recent-onset diabetic mice, which is at odds
with our results. This could be a result of variations between dif-
ferent NOD mice colonies or of the technique used to purify
islet-infiltrating T cells. Our results confirm and complete our
previous and paradoxical observation that T reg cells increase
with age and disease development but not sufficiently to control
autoimmunity (Tang et al., 2008). Also, we show for the first
time that over time, consistently lower proportions of T reg cell
are found in the pancreas compared with lymphoid tissues.

We then studied the IL-2 effect on the inflammatory pan-
creatic infiltrate of late prediabetic mice (14-19 wk old). After
5 d of low-dose IL-2 administration, the proportion of T reg cells
increased 1.7-fold in the pancreas of prediabetic mice, reaching
similar proportions to those in the spleen and PLN, where T reg
cell proportions were unchanged (Fig. 3 a). This increase was
not associated with augmented T reg cell division, as the per-
centage of cycling cells, determined by the expression of Ki67

(Fig. 3 b) and EAU incorporation (not depicted), was unaffected
during IL-2 treatment. T reg cell division in LN was also unaf-
fected by IL-2 treatment (Fig. 3 b). We also verified that T eff’
cell cycling was not modified under IL-2 treatment (Fig. S1 a).
The increase in the numbers of pancreatic T reg cells induced by
IL-2 is most probably the result of an improvement of T reg cell
survival (Tang et al., 2008) or, alternatively, of the conversion of
T eff cells into induced T reg cells (Zheng et al., 2007), the re-
expression of Foxp3 in ex—T reg cells (Zhou et al., 2009), or the
increased recruitment of T reg cells in the pancreas.

We also observed that IL-2 treatment was associated with
a rise in the expression of molecules associated with T reg cell
function such as CD25, Foxp3, CTLA-4 (CTL antigen 4),
inducible T cell costimulator (ICOS), and glucocorticoid-
induced TNF receptor (GITR; Fig. 3, ¢ and d). Again, this
effect was only noticed in pancreas-infiltrating T reg cells and
not in T eff cells of the islets or PLN (Fig. S1 b).

Similar analyses were repeated in new-onset diabetic
mice. In this case, in which high percentages of pancreatic
T reg cells are already present before treatment, we did not ob-
serve a further increase in their numbers (Fig. 3 ¢). However, and
as in prediabetic mice, IL-2 treatment induced a significant rise

or treated with daily injections of 25,000 IU IL-2 for 3 or 5 d (days 3 and 5). n = 2-5 mice per group. The graph is representative of three independent experiments.
(c and f) Mean fluorescence intensity (MFI) of CD25 and Foxp3 expression among CD4+Foxp3* cells infiltrating the spleen, PLN, and pancreas, expressed as relative
percentage from the mean fluorescence intensity value in the spleen, which has an arbitrary value of 100%. Graphs show cumulative mean data + SEM from
control mice (black) and mice treated with IL-2 for 5 d (white), from four to six independent experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.001. A representative histogram of
CD25 and Foxp3 intensities on CD4+ gated islet cells is shown for new onset diabetic animals (f, right). (d) Expression of the indicated molecules by CD4*Foxp3* cells
from mice treated with PBS (gray) or IL-2 (white) for 5 d. Graphs are representative of two to six independent experiments.
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In vivo IL-2 treatment selectively modifies the T reg cell transcriptome. Gene array analysis was performed on FACS-sorted T eff cells and T reg

cells from spleen and LN of Foxp3-GFP NOD mice treated with PBS or IL-2, as in Fig. 3. (Left) Venn diagram comparing the two gene lists (T eff cell-IL-2 vs. T eff cell-
PBS and T reg cell-IL-2 vs. T reg cell-PBS) filtered at twofold changes and with overlapping probes discarded. Probes are separated in up- or down-regulation by
IL-2 from reference PBS. Genes modified by IL-2 only in T eff cells are in red, only in T reg cells are in green, and in both subsets are in blue. Each number represents
the number of genes in each subgroup. (Right) Fc/Fc plot comparison of fold change expression values of IL-2 effect on T reg cells versus T eff cells for probes, with
detection p-values <0.05. Only significant probes with fold change >2 are colored. Data are from one experiment with biological duplicates for each condition.

in the expression of CD25 and Foxp3 in pancreatic T reg
cells but not in lymphoid tissues (Fig. 3 f).

To evaluate if the specific effect of IL-2 on pancreatic
T reg cells was unique to this nonlymphoid tissue, we studied
the effect of IL-2 on T reg cells residing in other nonlymphoid
sites, such as salivary glands, skin, colon, and liver. The per-
centage of T reg cells only significantly augmented after IL-2
administration in the salivary glands (Fig. S2 a). However,
IL-2 treatment induced the up-regulation of CD25 expression
in all the assessed tissues and a minimal increase of Foxp3 ex-
pression in salivary glands and liver (Fig. S2 b).

The dual specificity achieved by the low-dose IL-2 treat-
ment is noteworthy. IL-2 effects are more marked in tissues
with ongoing autoimmunity (pancreas and salivary glands) at
the spatial level and to the T reg cells at the cellular level. This

could be explained by the fact that there is a local deficit of

IL-2, at least in the pancreas of NOD mice (Tang et al. 2008),
and that exogenous low-dose IL-2 administration corrects
this particular deficiency.

IL-2 treatment decreases IFN-y production in the pancreas
IL-10, IL-2, and TGE-f can contribute to the control of pan-
creatic inflammation (Rabinovitch et al., 2002; You et al.,

2007; Tang et al., 2008). Thus, we assessed the production of

these cytokines by pancreas-infiltrating T cells after 5 d of IL-2

or PBS treatment in prediabetic mice. The proportions of

CD4* and CD8" T cell subsets among total CD45" cells were
similar in PBS- versus [L-2—treated animals (33 + 13 vs. 31 +
15, n = 11, respectively for CD4* T cells and 10 £ 5 vs. 9 +
7, n =10, respectively for CD8"* T cells). IL-10 and IL-2 pro-
duction were not significantly increased in the CD4" T cells

1876

of IL-2—treated animals and we could not detect TGF-3
under the same stimulation conditions (Fig. 4 a).

We then studied the production of TNF, IL-17, and IFN-y,
which are known to be toxic for  cells. TNF production by
T cells, macrophages, and dendritic cells remained unchanged
under IL-2 treatment (Fig. 4 a and not depicted) and similar
small amounts of IL-17 were detected in control and IL-2—
treated mice (Fig. 4 a). Remarkably, IL-2 treatment induced
an important reduction of IFN-y production by both CD4*
and CD8™ pancreas-infiltrating T cells but no change in the
PLN of prediabetic treated animals (Fig. 4, b and ).

Interestingly, when we repeated the experiment in new
onset diabetic mice, IFN-y production in IL-2—treated mice was
also massively suppressed, specifically in pancreatic CD8* T cells
and to a lesser extent in PLN CD4* T cells (Fig. 4 d). Consis-
tent with this, it has been shown that T reg cells limit IFN-y
production specifically in the pancreas, precluding the progres-
sion from nondestructive insulitis to diabetes (Feuerer et al.,
2009). Also, a similar reduction of intraislet IFN-y production is
associated with other treatments shown to prevent T1D devel-
opment in NOD mice, such as CFA, BCG, all-trans retinoic
acid, and p277 peptide treatments (Ablamunits et al., 1998;
Serreze et al., 2001; Van et al., 2009). These data suggest that
one of the mechanisms of action of low-dose IL-2 is the limita-
tion of IFN-y production by the pancreas-infiltrating T cells.

In vivo low-dose IL-2 treatment selectively modifies

the T reg cell transcriptome, leaving the T eff cell gene
profile practically unaltered

To have a global understanding of the mode of action of low-
dose IL-2 on T cells in vivo, we performed gene array analysis.
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We compared the transcriptome of highly purified T reg cells
and T eff cells obtained from spleen and LNs of Foxp3-GFP
NOD mice that received the same low-dose IL-2 treatment
that cured new onset diabetic mice (T reg cell-IL-2 and T eff
cell-IL-2) or PBS (T reg cell-PBS and T eft cell-PBS).

Analysis of genes with a fold change equal to or greater
than two revealed that in T reg cells, IL-2 induced the over-
expression of 81 genes and down-regulation of 39 genes
(Fig. 5, green). Surprisingly, only the expression of five genes
(out of the ~31,500 present in the gene chip) was modified
in T eff cells. Four were also up-regulated in T reg cells
(Socs2, IL2Ra, Serpina3g, and S100a8; Fig. 5, blue) and one
was up-regulated only in T eff cells (Hist1h1c; Fig. 5, red).
This result puts forward that nonspecific activation of patho-
genic T eff cells as a result of low-dose IL-2 administration is
less likely.

The complete list of genes affected by IL-2 treatment in
T reg cells is shown in Fig. S3. Globally, most of these 120
genes do not have a direct relationship with the biology and
suppressive function of T reg cells, which is in accordance with
the absence of effect of IL-2 on peripheral T reg cells that we
observed in our FACS analysis (Table S1 and Fig. 3). Only a
few genes involved in T reg cell function and survival, such as
IL-2Ra, Foxp3, Icos, and Bcl-2, were up-regulated by IL-2.
This increased mRINA expression was only reflected by a
minor, but nonstatistically significant, augmentation of the
protein expression for CD25 and Foxp3 (Fig. 3 ¢) and no
modification for ICOS protein expression (Fig. 3 d) in T reg
cells of lymphoid tissues. Interestingly, the important rise in the
expression level of these three proteins in pancreatic T reg cells
(Fig. 3, ¢ and d) could reflect an enhanced sensibility to IL-2
caused by a local deficit of this cytokine in this tissue (Tang
et al., 2008).

In conclusion, we show that a short course of low-dose
IL-2 administration at diabetes onset can reverse established
disease in NOD mice. This effect is long lasting and ineffi-
cient in the absence of naturally occurring T reg cells. The
main mechanism seems to be an increased T reg cell activity
in the pancreas. Drugs that boost the patients’T reg cell com-
partment are under extensive investigation. This approach
has been tested in a clinical trial using agonistic a-CD28
(Suntharalingam et al., 2006) and in preclinical models with
high doses of IL-2, IL-2/a—IL-2 complex, or Flt3-L (Swee
et al., 2009). However, secondary effects caused by an action
of these drugs on other cells, such as NK and T eff cells, have
been observed and these drugs can lead to a systemic increase
of T reg cells. As opposed to these treatments, low-dose IL-2
appears to act specifically on T reg cells in inflamed nonlym-
phoid tissues, with no detectable effect on other cells, mini-
mizing the risk of generalized immune suppression. There is
one ongoing clinical trial testing the use of IL-2 combined
with rapamycin to treat T1D patients (NCT00525889), a
combination which has been shown to prevent disease in
mice (Rabinovitch et al., 2002), but neither IL-2 alone nor its
association with rapamycin have ever been shown to cure
established disease. Our findings, together with the fact that
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IL-2 has been used in the clinic for >25 yr, constitute the first
preclinical data indicating that low-dose IL-2 can control
established autoimmunity and may place IL-2 as a safe thera-
peutic option for the treatment of pathologies with local and
chronic inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Mice. NOD mice were obtained from Charles River Laboratories or from
our own colony. NOD Cd287/~ (Lenschow et al., 1996) and NOD mice
expressing GFP under the control Foxp3 gene promoter (generated by
V. Kuchroo, Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA) were maintained
in our animal facility under specific pathogen-free conditions in agreement
with current European legislation on animal care, housing, and scientific
experimentation. All protocols were approved by The Regional Ethics
Committee in Animal Experiment N°3 of Ile-de-France region.

IL-2 treatment. Mice were treated with daily i.p. injections of 25,000 IU
of recombinant human IL-2 (Proleukin; Novartis), 250,000 TU IL-2, or 0.5 pg
of recombinant mouse IL-2 and 5 pg of anti-IL-2 mAb complex for 5
consecutive days. For Cd287/~ mice, treatment was done during 10 d. De-
natured IL-2 was used as control. Glycosuria was measured using colorimet-
ric strips (Multistix; Bayer) and glycemia was quantified by a glucometer
(Optium Xceed; Abbott Diabetes Care).

Spleen, LN, and tissue-infiltrating lymphocyte preparation. Spleen
and LN were isolated and dissociated in PBS 3% FCS. For the other tissues
and organs, mice were perfused with 0.9% NaCl, digested with collagenase/
DNase solution, and filtered, as previously described (Cassan et al., 2006).
For pancreas and liver, a percoll density gradient step was performed as
previously described (Baekkeskov et al., 1981).

Antibodies and flow cytometry analysis. Anti-CD4, anti-CD25, anti-
CD314 (NKG2D), anti-ICOS, anti-B220, anti-GITR, anti-CD44, anti—
CTLA-4, anti-CD11b, anti-CD11¢, anti—IL-2, anti—IL-10, anti-TNF,
anti—IL-17, anti-IFN-y, and anti-Ki67 labeled with PE, allophycocyanin,
PerCP, or Alexa Fluor 700, were purchased from BD. The PE- or Pacific blue—
labeled anti-Foxp3 staining was performed using a kit (eBioscience). In some
cases, anti-Ki67 antibody (Ab) was added together with the anti-Foxp3 Ab. For
intracellular cytokine staining, cells were restimulated with 1 pg/ml PMA
(Sigma-Aldrich) and 0.5 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich) for 4 h in the pres-
ence of 1 ul/ml GolgiPlug (BD). After cell surface staining, intracellular staining
was performed using the Cytofix/Cytoperm kit (BD). Cells were acquired on
an LSR II (BD) and analyzed with Flow]Jo (Tree Star, Inc.) software.

Histology. Pancreas were fixed in formol solution and processed for
paraffin embedding. 5-pum-thick sections were stained with hematoxylin/
eosin and the degree of insulitis was evaluated microscopically.

Sample generation and DNA microarray hybridization and
analysis. GFP-NOD mice were treated for 5 d with PBS or 25,000 TU
IL-2 and sacrificed 2 h after the last injection. Untouched CD4* T cells were
enriched by magnetic cell separation (CD4* T Cell Isolation kit; Miltenyi
Biotec), labeled with CD4-PE Ab, and FACS sorted as CD4*GFP* (T reg
cells) and CD4*GFP~ (T eff cells). RNA was generated (RNeasy Mini
kit; QIAGEN) from the sorted cells. RNA quality was verified in a Bioana-
lyzer (Agilent Technologies) and measured with a NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific).

Microarray experiments were performed on a MouseWG-6 BeadChip
(Mumina), a genome-wide array with 45,282 probes. Data were extracted
and Quantile normalized using BeadStudio software (Illumina). The working
lists were created, filtering probes with detection p-values <0.05 for at least
half of the chips involved in the comparison and discarding overlapping
probes. Each dataset was derived from two biologically independent replicate
samples. Independent samples were compared by computing fold ratios and
filtered at twofold. The Microarray data accession no. is EEMEXP-2689.
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Statistical analyses. Statistical significances were calculated using the
two-tailed unpaired Student ¢ test with 95% confidence intervals.

Online supplemental material. Fig. S1 shows that T eft cell division and
phenotype are not modified by low-dose IL-2 treatment. Fig. S2 provides infor-
mation on IL-2 effect on T reg cells in different nonlymphoid tissues. Fig. S3
shows a heat map of IL-2 effect on T reg cell gene expression. Table S1 shows
the systemic effects of low and high doses of IL-2. Online supplemental material
is available at http://www.jem.org/cgi/content/full/jem.20100209/DC1.
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change for each gene is indicated in the Fc column. Data are from one experiment with biological duplicates for each condition.
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Table S1. Systemic effects of low and high doses of IL-2

Number Absolute ~ CD4* FoxP3*+/ CD25*FoxP3-/  CD8*  FoxP3*/CD8*  CD11b*  NKG2D+CD8- B220*
of mice number CD4+ CD4+
x 106 % % % % % % % %
Spleen
Control 16-26 107 +46 26+4 14+2 1.8+ 1.4 9.1+ 2.1 0.6 + 0.2 35+ 19 20+ 0.7 44 +
IL-225000I1U 16-26 97 +26 24+3 16+3 21+ 1.4 8.8+ 1.5 0.6 + 0.2 4.6 + 3.7 1.9+ 0.6 42 +9
IL-2 250,000 IU  2-5 137+23 25+2 24 +3™ 5.8 + 3.0 10.0+28 09+0.3 3.7 +2.1 1.5+08 ND
PLN
Control 9-21 41+20 52+8 1343 1.0+ 0.4 17 £3 0.8 +0.4 0.7 + 0.4 0.6 +0.4 23.7 +6.8
IL-2 25,000 1U 10-19 53+24 52+7 1543 1.0+ 04 17 +3 0.6 + 0.1 09+04 0.6 + 0.3 259 + 3.9
IL-2 250,000 IU 2-5 11.4+22"™ 50+8 15+0.5 1.0+ 0.7 15+ 3 1.0+ 0.2 1.1+0.1 0.5+0.1 229+ 1.9

Prediabetic (8-15 wk) NOD mice were treated during 5 d with PBS (control), 25,000 IU, or 250,000 IU IL-2 and analyzed 2 h after the last injection. Total cell numbers in the
spleen and PLN were quantified and percentage of different hematopoietic populations was obtained by FACS. *, P < 0.05; **, P < 0.001. Data were obtained from two to six
independent experiments.
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Limitations of IL-2 and Rapamycin in Immunotherapy

of Type 1 Diabetes

Audrey Baeyens,'"> Louis Pérol,"">> Gwladys Fourcade,'"> Nicolas Cagnard,*® Wassila Carpentier,®

Janine Woytschak,” Onur Boyman,”® Agnés Hartemann,

Administration of low-dose interleukin-2 (IL-2) alone or com-
bined with rapamycin (RAPA) prevents hyperglycemia in NOD
mice. Also, low-dose IL-2 cures recent-onset type 1 diabetes
(T1D) in NOD mice, partially by boosting pancreatic regulatory T
cells (T,eg cells). These approaches are currently being evaluated
in humans. Our objective was to study the effect of higher IL-2
doses (250,000-500,000 IU daily) as well as low-dose IL-2 (25,000
IU daily) and RAPA (1 mg/kg daily) (RAPA/IL-2) combination. We
show that, despite further boosting of T,.g cells, high doses of IL-2
rapidly precipitated T1D in prediabetic female and male mice and
increased myeloid cells in the pancreas. Also, we observed that
RAPA counteracted IL-2 effects on T cells, failed to control IL-
2-boosted NK cells and broke IL-2-induced tolerance in a revers-
ible way. Notably, the RAPA/IL-2 combination failure to cure T1D
was associated with an unexpected deleterious effect on glucose
homeostasis at multiple levels, including p-cell division, glucose
tolerance, and liver glucose metabolism. Our data help to under-
stand the therapeutic limitations of IL-2 alone or RAPA/IL-2 com-
bination and could lead to the design of improved therapies for
T1D. Diabetes 62:1-12, 2013

n type 1 diabetes (T1D), the immune system destroys

the pancreatic B cells (1). At clinical onset, ~30% of

B cells are still able to produce insulin (2), thus

stopping autoimmune destruction, which at this
stage is a promising approach (3). Along the same lines,
there is a growing list of phase I/II clinical trials based on
immunomodulation that are currently being conducted in
T1D patients (4).

NOD mice, which develop spontaneous T1D, represent
an accepted model for testing new therapies (5), the gold
standard being that treatments that cure overt hyperglyce-
mia in these mice may be most appropriate for translation
into the clinic, as was the case for anti-CD3 antibodies (Abs)
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(6), which have been tested in patients with promising
results (7). In addition, results from our own group showing
that low-dose interleukin-2 (IL-2) can prevent (8) and revert
disease in NOD mice (9), have led to the translation of this
strategy into clinical trials in T1D patients (Clinical trial reg
. no. NCT01353833, clinicaltrials.gov).

We have shown that in NOD mice, administration of low-
dose IL-2 for 5 days induced the remission of new-onset
T1D by specifically boosting regulatory T cells (T, cells) in
the pancreas without activating pathogenic effector T cells
(Tegr cells). However, remission was obtained in only 60% of
treated mice, and half of them became diabetic again during
the following months (9). Consequently, improving IL-2
therapy by optimizing dosing or combining IL-2 with other
immunomodulatory drugs, such as rapamycin (RAPA), could
be of great importance for the goal of translating this therapy
to humans.

RAPA has been used in clinical transplantation for many
years (10), and it has been safely administered to T1D
patients during islet transplantation (11,12). In mice, RAPA
monotherapy can prevent T1D development (13); how-
ever, it is unable to induce disease reversal (14). Moreover,
RAPA and IL-2 were found to be synergistic for the pre-
vention of diabetes in NOD mice (13). Consequently, we
decided to test whether RAPA could synergize with short-
term IL-2 therapy to reverse T1D and reinforce the de-
velopment of long-term tolerance.

In this work, we have further studied the mechanisms of
action of IL-2 and RAPA alone or in combination in the NOD
model of T1D.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Mice. NOD mice were bred in our animal facility under specific pathogen-free
conditions in agreement with current European legislation. Protocols were
approved by The Ethics Committee in Animal Experiment Charles Darwin,
France (no. Ceb/2012/021).

IL-2 and RAPA treatment. Mice were treated with daily intraperitoneal
injections of 25,000, 250,000, or 500,000 IU of recombinant human IL-2 (Pro-
leukin; Novartis France) for the indicated time. RAPA (Rapamune; Wyeth-
Lederle) was administered at 1 mg/kg per os, a dose that has been previously
reported not to be toxic to pancreatic islets (13,14) and to prevent T1D onset in
NOD mice (13). Glycosuria was measured using colorimetric strips (Multistix;
Bayer), and blood glucose levels were quantified by a glucometer (Optium
Xceed; Abbott).

Spleen-, lymph node-, and tissue-infiltrating lymphocytes preparation.
Spleen and lymph nodes (LNs; axillary and brachial) and pancreatic draining
LNs (DLNs) were isolated and dissociated in PBS-3% FCS. For pancreas-in-
filtrating lymphocyte preparation, the whole pancreas was digested with col-
lagenase/DNase solution and submitted to Percoll density gradient as described
(15,16).

Abs and flow cytometry analysis. Anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45.1,
anti-inducible T-cell costimulator (ICOS), anti-B220, anti-glucocorticoid—
induced tumor necrosis factor receptor (GITR), anti-Ly6C, anti-Ly6G, anti-
CD11b, anti-CD1lc, anti-CD19, anti-Grl, anti-IFN-y, anti-Ki67, antipStatb
(pY694), and streptavidin-labeled with phycoerythrin (PE), allophycocyanin,
PerCP, PercP-Cy5.5, V500, allophycocyanin (APC)-H7, PE-Cy7, Alexa Fluor-700,
Alexa Fluor-647, or biotin, were from BD Biosciences. Anti-CD25, anti-cytotoxic
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IL-2 AND RAPAMYCIN IN T1D

T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4), anti-NKp46, and anti-F4/80 labeled with
fluorescein isothiocyanate (FITC), PE-Cy7, APC, or eFluor 450 were from
eBiosciences. The eFluor 450-anti-Foxp3 staining was performed using the
eBioscience kit. For intracellular cytokine staining, cells were restimulated
with 1 pg/mL phorbol myristic acid (PMA)/0.5u.g/mL Ionomycin (Sigma) for 3
h, in the presence of GolgiPlug (1 pL/mL) (BD Biosciences). For phospho-
STAT-5 staining, DLNs were dissociated, immediately fixed in PBS 1.5%
formaldehyde and permeabilized in MeOH. Cells were stained in PBS 0.2%
BSA medium containing anti-CD4, anti-CD25, anti-Foxp3, and antipSTAT5
monoclonal Abs. PE-conjugated NRP-V7/H-2X tetramer containing NRP-V7
peptide (KYNKANVFL) and control PE-conjugated TUM/H-2X tetramer con-
taining TUM peptide (KYQAVTTTL) were provided by Pere Santamaria. Cells
were stained in RPMI 2% medium containing NRP-V7/H-2K or TUM/H-2K at
room temperature for 2 h, washed, and further stained with anti-CD8 and anti-
CD4 Abs. Cells were acquired on a LSR II (BD Biosciences) and analyzed with
FlowJo (Tree Star) software.

Histology. Pancreas cells were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, cut
into 2-pm-thick sections, and stained with hematoxylin/eosin. Insulitis scoring
was evaluated microscopically.

For immunohistology, pancreas cells were embedded in optimal cutting
temperature medium, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C until
use. The 8-pm-thick sections were blocked with PBS 2% BSA, and stained with
anti-mouse insulin (Sigma) followed by biotinylated anti-mouse IgG1 (Abcam)
and APC-labeled streptavidin, PE-labeled anti-CD45.1 and FITC-labeled anti-
Ki67 (BD Biosciences), and counterstained with Hoechst (Dako). Proliferating 3
cells were defined as Ki67* Insulin® CD45.1~ and manually counted. For CD11b
staining, FITC-anti-CD11b (BD Biosciences) was used. Images were acquired on
a Leica epifluorescence microscope and analyzed with Metavue Software.
Determination of wet weight of organs. Organs were weighed before and
after lyophilization overnight at 58°C under vacuum, and wet weight was cal-
culated by subtracting the initial weight from the weight after lyophilization, as
described (17).

Glucose/insulin tolerance test. Twelve-week-old nondiabetic NOD female
mice were treated for 5 days with PBS, 25,000 IU IL-2, IL-2, RAPA, or 25,000 IU
IL-2 plus RAPA, and the last administration was performed 2 h before the
beginning of the intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT)/insulin toler-
ance test (ITT). For IPGTTs, a single dose of 2 g glucose/kg was injected in-
traperitoneally after 16 h overnight fast. For ITTs, a single dose of 0.75 TU
insulin/kg (Humulin R; Lilly) was injected intraperitoneally after 4 h fasting, and
blood glucose levels were determined.

Sample generation and DNA microarray hybridization and analysis.
Twelve-week-old nondiabetic NOD female mice were treated for 5 days with
PBS, 25,000 IU IL-2, RAPA, or IL-2 plus RAPA. Mice were fasted for 16 h before
the injection of a glucose bolus (2 g/kg) 2 h after the last administration of IL-2
and/or RAPA. Four hours after the glucose challenge, mice were killed, per-
fused with 0.9% NaCl, and liver was collected. Tissue was processed (Tis-
sueLyser II; Qiagen), and RNA was generated (RNeasy Mini kit; Qiagen). RNA
quality was verified in an Agilent Bioanalyzer and measured with a Nanodrop
1000 (Thermo Scientific).

Microarray experiments were performed on [llumina MouseWG-6 BeadChip.

Data were Quantile normalized using BeadStudio software. The working lists
were created by filtering probes with detection P values <0.05 for all the chips
and discarding overlapping probes. Each dataset was derived from three bi-
ologically independent replicate samples. Independent samples were com-
pared by computing fold ratios and were filtered at a 1.5-fold threshold for
Venn Diagrams and a 1.2-fold threshold for pathway analysis. For pathway
analysis, GenBank accession numbers were mapped to the Ingenuity database
(IPA, http://www.ingenuity.com) to retrieve relevant biological processes
(microarray data accession number: E-MEXP-3789).
Statistical analyses. Statistical significance was calculated using a two-tailed
unpaired Student ¢ test with 95% confidence intervals. When sample distribution
was not normal (as determined by a D’Agostino and Pearson omnibus normality
test), a Mann-Whitney-Wilcoxon nonparametric test was used. Survival pro-
portions were calculated using the Kaplan-Meier method, and statistical signif-
icance was calculated using the Gehan-Breslow-Wilcoxon test. All statistical
significances were calculated with GraphPad Prism v5.0 software.

RESULTS

High doses of IL-2 are toxic and can precipitate T1D
development. We have previously shown that five doses
of 25,000 IU IL-2 could revert new-onset T1D in NOD mice
in part by specifically boosting pancreatic T,es cells (9).
However, not all treated mice were cured, and in some of
them the beneficial effects were transient. We reasoned
that increasing the dose of IL-2 administered may further
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increase the frequency of T, cells and thus improve the
treatment efficacy.

We first tested the capacity of higher IL-2 doses to pre-
vent T1D development. We found that daily treatment of
NOD mice with 250,000 or 500,000 IU IL-2 (i.e., doses 10-
or 20-fold higher than the dose shown to prevent T1D) (8)
could be lethally toxic in a dose-dependent manner in
5-week-old mice (Fig. 14, top). In prediabetic mice at 12—
14 weeks of age, this treatment was less toxic, but it dra-
matically precipitated the onset of diabetes after only a few
daily injections and in a dose-dependent manner (Fig. 1A,
middle and bottom). At the 250,000 IU IL-2 dose, females
were significantly more sensitive than males to IL-2-induced
acceleration of diabetes (Fig. 1A, bottom).

IL-2 toxicity is mainly associated with vascular leak syn-
drome, which can lead to hypotension, pulmonary edema,
liver cell damage, and even death (17). We thus measured
organ edema after 5 days of high-dose IL-2 administration
(Fig. 1B). Unlike C57BL/6 mice (17), higher cumulative
doses of IL-2 were necessary before vascular leak syndrome
became evident in NOD mice. Moreover, we observed sex-
dependent differences, with lung edema being most prom-
inent in males and liver edema in females. Brain edema did
not develop in either group. Additionally, we measured islet
infiltration in these mice and observed that 5 days of high-
dose IL-2 administration induced a mild increase of invasive
insulitis in males (Fig. 1C).

The rapid onset of T1D, observed as early as after only
3 days of treatment, was not due to an immediate detri-
mental effect of IL-2 on glucose homeostasis, as admin-
istration of 250,000 IU IL-2 did not induce any apparent
alteration in glucose metabolism after a glucose bolus ad-
ministration 2 h after the IL-2 injection (Fig. 1D).

Low-dose IL-2-induced T1D remission was associated
with Ty.s-cell activation only in the pancreas, whereas Tegr,
CD8*, and NK cells were not noticeably affected by this
treatment (9). On the contrary, high-dose IL-2 induced
systemic effects, including increased cell numbers in sec-
ondary lymphoid organs, most significantly in the pancreas
DLN (Fig. 24). In the DLN (Fig. 2B), nondraining LNs and
spleen (not shown), significantly higher proportions of NK
cells along with lower frequencies of total CD4" T cells,
but with increased T,¢g-cell proportions, were observed.

In the islets, high-dose IL-2 effects were more pronounced
(Fig. 2B). Notably, total CD4" T cells were unchanged, but
an almost double frequency of T,.g cells was seen after IL-
2 treatment. Also NK, CDllc*, and CD11b* cells in-
creased after IL-2 administration. Interestingly, in almost
all analyzed organs, Tyegs, Tesr, CD8", NK, B, and CD11b*
cells increased their division after high-dose IL-2 admin-
istration, as assessed by quantification of Ki67 expression
(Fig. 2C). In particular, >80% of NK and CD11b" cells had
cycled in the pancreas. Indeed, by immunohistology
analysis these highly proliferative CD11b" cells were found
interspersed around the islets and surrounding blood ves-
sels (Fig. 3A). Further phenotypic analysis indicated that
two subpopulations among CD11b* cells increased during
IL-2 treatment: CD11b* Ly6C*" F4/80" cells, likely repre-
senting tissue macrophages; and CD11b* Ly6G* cells, likely
representing neutrophils (18) (Fig. 3B).

Detailed analysis of the effects of IL-2 on T, cells in-
dicated that the cytokine increased the expression of
Foxp3 and CD25 in a dose-dependent way, suggesting an
enhancement of T4 cell fitness (Fig. 44). Similarly, even
though the frequency of T cells was diminished, their
activation was potentiated by IL-2 administration, as
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ments. ns, not significant.

indicated by the dose-dependent increase in the fraction of
CD25" Toi and CD8* T cells, mainly observed in the islets
(Fig. 4B). Moreover, T.y, CD8", and NK cells showed in-
creased IFN-y production (Fig. 4C) during treatment with
high-dose IL-2. Additionally, among the expanded CD8"
T-cell population, we observed a significant increase in the
frequencies of NRPV7* islet-specific glucose-6-phosphatase
catalytic subunit-related protein-specific autoreactive CD8
T cells (19) in the blood and the islets of the treated mice
(Fig. 4D).

RAPA partially counteracts the activation of pancreatic
Tyeg cells induced by low-dose IL-2. The immunomodu-
latory effects of RAPA have been attributed to its capacity
to preferentially affect activated Tey cells, while T,., cells
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are less susceptible to its action (20). Consequently, we
hypothesized that the beneficial effect of low-dose IL-2 on
Tyeg cells could synergize with the concomitant elimination
of pathogenic Te cells by RAPA after administration of
a RAPA/low-dose IL-2 combination.

We analyzed the effects of combined treatment on lym-
phoid cells in prediabetic NOD females, in which insulitis is
already important. Administration for 5 days of RAPA alone,
low-dose IL-2 alone, or both drugs combined did not in-
duce major changes in absolute numbers and frequencies
of T cells in the spleen, LNs, and DLN (data not shown). In
the pancreas, low-dose IL-2 alone did not modify the fre-
quency of total CD8" or CD4" T cells (data not shown).
However, it modified the T,cs/Ter balance by increasing the
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percentage of T, cells (Fig. 5A), which was associated
with increased cell division (Fig. 5B) and increased ex-
pression of Foxp3, CD25, GITR, ICOS, and CTLA-4 (Fig. 5C).
A similar tendency was observed when low-dose IL-2 was
combined with RAPA. Notably, the effect of IL-2 on T,4 cell
numbers or activation was significantly less pronounced in
the presence of RAPA (Fig. 5A-C).

Finally, we examined the effects of treatment on NK cells
in the pancreas and observed that their proportion doubled
after 5 days of treatment with low-dose IL-2 alone, with the
percentage of proliferating cells increasing from low basal
levels up to ~60% after treatment (Fig. 5D-F). Addition of
RAPA to IL-2 treatment did not modify the effect of IL-2 on
NK cells.

We discarded that the partial counteraction of IL-2 effects
on T,es cells by RAPA was due to interference of the JAK/
STAT pathway, as IL-2-mediated STAT5 phosphorylation
was not modified by the administration of RAPA in vivo
(Fig. 6).

RAPA inhibits the ability of low-dose IL-2 to revert
T1D. To test whether RAPA could reinforce the develop-
ment of long-term tolerance when combined with IL-2, we
treated new onset T1D NOD mice with 25,000 IU (low-
dose) IL-2 with or without RAPA. In agreement with our
previously reported results (9), low-dose IL-2 treatment
induced diabetes remission in 57% of the mice. However,
none of the 12 mice that received the combined treatment
was cured (Fig. 7A). We assessed the effects of treatment
on pancreatic T cells from these mice: RAPA/IL-2 combi-
nation did not modify the percentage of total CD8* or
CD4" T cells (not shown), but it significantly increased the
frequency of T, cells (Fig. 7B). Interestingly, RAPA
hampered the IL-2-induced reduction in IFN-y production
by CD8" T cells infiltrating the pancreas (Fig. 7C), which
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we had previously shown to be associated with T1D re-
versal (9). These results may partially explain why RAPA
inhibits the ability of IL-2 to revert disease.

To determine whether RAPA had any effect in mice that
had reverted from new-onset T1D after low-dose IL-2
therapy, we administered RAPA to NOD mice 10 days after
II-2-induced disease remission. Surprisingly, RAPA pre-
cipitated hyperglycemia in all previously cured mice (Fig.
7D). Of note, in two of eight treated mice, RAPA induced
irreversible hyperglycemia, but in the other six IL-2-trea-
ted mice, the hyperglycemia triggered by RAPA was tran-
sient. Indeed, after RAPA withdrawal and without further
addition of IL-2, mice spontaneously became normogly-
cemic again until RAPA treatment was resumed, at which
point mice reversed to diabetes. In some of these mice, the
transient occurrence of diabetes upon adding and re-
moving RAPA could be repeated at least three times, in-
dicating that RAPA can reversibly inhibit the tolerogenic
effect of IL-2. We analyzed the temporal effect of RAPA on
the pancreatic infiltrate. Intriguingly, T,s-cell levels in the
pancreas were significantly lower in mice cured from di-
abetes with IL-2, but which had become diabetic again
after RAPA treatment compared with mice that did not
receive RAPA, and a significant parallel increase in these
cells was observed in the DLN (Fig. 7E and F). Tyeg cells
returned to initial levels after RAPA withdrawal and resto-
ration of euglycemia, suggesting that under RAPA treatment
the migration pattern of CD4" T cells may be altered.

The combination IL-2 plus RAPA impairs glucose
tolerance. The rapid reversibility of the effect of RAPA
on diabetes led us to evaluate whether RAPA was affecting
glucose homeostasis. We measured fasting blood glucose
levels and performed glucose tolerance tests in predia-
betic NOD mice previously treated with IL-2, RAPA, or both
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combined. Low-dose IL-2 treatment did not modify glucose
homeostasis (Fig. 84 and B), in agreement with results
obtained with high doses of IL-2 (Fig. 1D). However, RAPA/
IL-2 combination induced elevated fasting blood glucose
levels (Fig. 84), and also RAPA- and RAPA/IL-2-treated
mice displayed highly impaired glucose tolerance (Fig. 8B).
Mechanistically, RAPA-induced glucose intolerance could
be due to direct B-cell toxicity or to peripheral insulin re-
sistance; we thus monitored B-cell division and performed
insulin tolerance tests (Fig. 8C and D). Even if neither RAPA
nor RAPA/IL-2 treatments visibly modified the response to
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an exogenous insulin boost, RAPA/IL-2 administration sig-
nificantly reduced basal -cell proliferation in vivo.
Finally, to better understand how RAPA alone or com-
bined with IL-2 interfered with glucose homeostasis, we
studied by microarray analysis the liver response to a glu-
cose challenge. As depicted (Fig. 8E and Supplementary
Fig. 1), the liver transcriptome signature was highly modi-
fied by IL-2 alone (81 genes) or combined with RAPA (40
genes), whereas fewer genes were affected by RAPA alone
(16 genes). To retrieve relevant biological processes asso-
ciated to the different treatments, we analyzed the canonical
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pathways that were most significant to our datasets (Sup-
plementary Table 1). RAPA- and IL-2-modified transcripts
were associated mainly with metabolic and immune path-
ways, respectively. Interestingly, RAPA/IL-2 combination
modified other pathways than each drug alone, most of
them involving metabolic functions. These data further
document the complex effects of these drugs beyond im-
mune modulation and may partially explain the associated
detrimental effects on glucose homeostasis.

DISCUSSION

Low-dose IL-2 administration represents one promising
approach (9) (Clinical trial reg. no. NCT01353833, clin-
icaltrials.gov) among the novel immunotherapies being
evaluated in T1D patients (4). We reasoned that we could
enhance the efficiency with which IL-2 induces a tolero-
genic state in NOD mice (9) by increasing its dose. How-
ever, higher IL-2 doses dramatically accelerated disease
onset and demonstrated a toxicity that could even be lethal.
Interestingly, female NOD mice were significantly more
susceptible than males to diabetes induction, correlating

8 DIABETES, VOL. 62, AUGUST 2013

with the higher incidence of spontaneous T1D in female
mice (70%) compared with male mice (30%) (22). Addi-
tionally, high-dose Il-2—-associated organ edema and insuli-
tis appeared dissimilar in males and females, suggesting that
IL-2—related side effects may be sex-dependent in the NOD
mice.

T1D appeared in some of the mice treated with high-
dose IL-2 despite substantial local and systemic increase in
the frequency and activation of T,.g cells. Disease occur-
rence could be explained by the concurrent activation of
Tetr, NK, B, and CD8" T cells, all of which have been im-
plicated in T1D development (3,23). Of note, among CD8"
T cells, islet-specific ones were enriched in the pancreas,
potentially contributing to the destruction of the 3 cells.
Remarkably, high doses of IL-2 induced a previously un-
reported yet striking increase in CD11b™ myeloid cells in
the pancreas. Historically, macrophages have been regar-
ded as mediators of insulitis (24). However, recently my-
eloid cells have been associated with T1D resistance and
prevention in NOD mice (19,25,26). The role of different
myeloid subpopulations in disease pathogenesis is never-
theless still being largely unknown.
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PMA -ionomycin. Symbols represent individual mice, and horizontal bars are mean values. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (unpaired, two-tailed
Student t test). D: New-onset diabetic NOD mice were cured by low-dose IL-2 and were treated with RAPA (1 mg/kg) 10 days after remission until the
appearance of hyperglycemia (for 4 and up to 8 days). Arrows indicate RAPA administration. For some mice in which blood glucose levels normalized
after RAPA withdrawal, a subsequent RAPA treatment was initiated after 10 days of normoglycemia, and, depending on the individual mice, this cycle
could be repeated up to three times. Response to the treatment of three individual mice is shown. The term “diabetic” indicates blood glucose levels
above 250 mg/dL or positive glycosuria, and “nondiabetic” indicates blood glucose levels below 250 mg/dL or negative glycosuria. E and F: The
percentage of CD4* Foxp3* T cells among CD4" cells was analyzed by flow cytometry in the DLN and the islets of individual mice at different points
during treatment. E: Representative dot plots of Foxp3 and CD4 staining among CD4" T cells. F: Percentage of T,., cells among CD4" T cells in the
DLN (top) and in the islets (bottom). Symbols represent individual mice, and horizontal lines represent the median. Cured, IL-2 cured mice (n = 6);
diabetic after RAPA, mice that became diabetic under RAPA treatment (n = 5); reverted after RAPA withdrawal, mice that regained normal glucose
homeostasis after RAPA withdrawal (n = 3). *P < 0.05 (unpaired, two-tailed Mann-Whitney test).

Overall, higher doses of IL-2 resulted in a shift from
immune tolerance to overt destructive autoimmunity. In
the context of human therapy, these results highlight the
need to perform thorough immunomonitoring of the broad
effects of IL-2 so as to determine the dose that would
uniquely act on T,g cells or other regulatory populations.

The potent immunosuppressive properties of RAPA are
associated with its capacity to block cell cycle progression
and induce T-cell anergy and depletion (27), thus impacting
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on T-cell differentiation and function. In our model, RAPA
specifically dampened the IL-2 effect on pancreatic Ti.g
cells. Notably, diabetic animals receiving IL-2/RAPA com-
bination showed higher frequencies of pancreatic T,g cells
compared with treatment with IL-2 alone, which never-
theless were associated with inefficient control of IFN-y
production by infiltrating T cells. These Ty, cells could
originate from the expansion of pre-existing natural T,.g
cells or from the generation of induced T,.g cells from Teg
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FIG. 8. A short course of RAPA alone or combined with IL-2 induces glucose intolerance. Prediabetic female NOD mice were treated for 5 days with
PBS, 25,000 IU IL-2, 1 mg/kg RAPA, or IL-2 and RAPA combined. A, B, and C: On day 5, an IPGTT was performed after an overnight fast or mice
were Killed 4 h after the glucose bolus for transcriptome analysis of the liver. A: Fasting blood glucose levels were determined before glucose
injection. B and C: Blood glucose levels (B) and area under the blood glucose curve (AUC) (C) of the treated mice of the different groups (n = 7-8
per group). Data are cumulative of two independent experiments with seven mice per group. Symbols represent individual mice, and horizontal
lines represent the median. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (unpaired, two-tailed Student ¢ test). D: Percentage of Ki67* cells among total
B cells (insulin* CD45.17). Each column represents the mean = SEM of all islets counted for all mice of the same group (n = 3—4 per group). *P <
0.05 (Mann-Whitney test). D: On day 5, an ITT was performed after a 4 h fast. Shown are blood glucose levels and area under the blood glucose
curve of the treated mice of the different groups (n = 7 per group). Symbols represent individual mice, and horizontal lines represent the median.
E: Venn diagram comparing differentially expressed genes in the liver after glucose challenge of mice in IL-2 vs. PBS, IL-2/RAPA vs. PBS, and RAPA
vs. PBS groups. The threshold for differential expression was defined as 1.5-fold changes in expression with overlapping probes discarded. Each
number represents the number of genes in each subgroup: total number of genes (Total), and upregulated (Up, or U) and downregulated (Down, or

D) probes from reference PBS. Each dataset was derived from three biologically independent replicate samples.

cells, probably favored by the proinflammatory environ-
ment in the islets (28).

We could not attribute the deleterious impact of IL-2/
RAPA combination on Tyeg-cell function to interference of
RAPA on IL-2-mediated activation of STAT-5. However,
although T,.4 cells are less dependent for survival on the
AKT/mammalian target of RAPA pathway than Teg cells
(31), it is possible that RAPA inhibition of this pathway
may still affect IL-2 action on T,.g cells (32,33).

NK cells have been described as having no role (34) or
a pathogenic role in NOD T1D (35). In humans, they have
been seen as either potentially harmful (36,37) or regulatory
(38,39). Thus, their role in T1D progression is still debated.
Human NK cells have been found to be significantly in-
creased upon IL-2 administration (40,41), notably in T1D
patients (33). In our model, after IL-2 administration NK
cells rapidly expanded in the pancreas after IL-2 adminis-
tration. Of note, the effect of IL-2 on NK cells was not af-
fected by the addition of RAPA, raising the hypothesis that,
in comparison with IL-2 monotherapy, RAPA/IL-2 combi-
nation may negatively impact on pancreatic T,es cells, while
failing to control IL-2-boosted NK cells. This is reminiscent
of the previous observation that punctual ablation of Tyeg
cells in NOD-BDC2.5 TCR transgenic mice resulted in a
fulminant form of diabetes characterized by an initial burst
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in NK cell function, which led to IFN-y—dependent activa-
tion of pathogenic T-cell populations (42).

Although our data suggest that the deleterious effects of
RAPA in IL-2-treated NOD mice may be related to its ac-
tion on Tyeg-cell function or trafficking, we also found that
a short course of RAPA and IL-2 at low doses significantly
impaired glucose homeostasis. There have been some
reports of renal transplant patients who received long-term
treatment with RAPA becoming at risk for developing new-
onset diabetes, associated with abnormal glucose and lipid
homeostasis and with reduced insulin sensitivity (43). Fur-
thermore, in rodents, long-term RAPA treatment severely
impairs glucose tolerance, affecting hepatic gluconeogene-
sis (44,45), adipocyte lipid uptake (44), skeletal muscle in-
sulin sensitivity (46), and 3-cell homeostasis (44). However,
RAPA alone prevents T1D development in NOD mice
(13,47) and has been reported to improve T.g-cell sup-
pressive function in T1D patients (12). Here, we demon-
strate that RAPA administration even for a short period and
at doses two to five times lower than those reported in the
literature (44,45), impaired glucose tolerance, as previously
suggested (14), and modified liver glucose metabolism in
the NOD model. Moreover, when combined with IL-2, the
negative effects on glucose metabolism were broadened,;
also inducing elevated basal blood glucose levels and
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impairing B-cell proliferation. Interestingly, our results
showing that RAPA restored diabetes in NOD mice,
which had been previously cured of new-onset disease by
IL-2 treatment, evoke RAPA effects counteracting anti-
CD3 treatment in NOD mice (14).

Recently, a clinical trial testing RAPA/IL-2 combined
therapy in new onset T1D patients was halted due to a
transient drop in C-peptide levels in all patients, despite
effective T, g-cell induction (33). Our results showing that
RAPA breaks IL-2-induced tolerance and that, in combi-
nation with IL-2, it induces glucose intolerance, help to
explain the inefficacy and deleterious consequences of
the combined treatment in T1D. However, the RAPA/IL-2
combination can be efficient at boosting Ty.s cells and
inducing tolerance in graft-versus-host disease (40,48).
The latter results, which were observed in hosts devoid of
the metabolic alterations associated with T1D, demon-
strate the different potential outcomes of the combined
treatment depending on the underlying pathology. And even
when referring to T1D, it is surprising to observe that the
RAPA and IL-2 combination can have a completely different
outcome in preventive or curative schedules in the NOD
mice (13). Probably, in prediabetic mice, the effects of RAPA
are not strong enough to cause hyperglycemia because, at
odds with already diabetic mice, there are enough healthy
islets to compensate for the negative effects of RAPA, at
least for a short-term treatment.

Our results, together with the accumulated experience
in the use of IL-2 and RAPA in the context of T1D pre-
vention or reversal (see recapitulation in Supplementary
Table 2), help define the limitations of the application of
these drugs in T1D and may contribute to the design of
improved IL-2-based therapy.
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Supplementary Figure 1. RAPA alone or combined with
IL-2 impacts on liver glucose metabolism: microarray
analysis. Heat maps show the genes form the comparison of
IL-2 vs PBS, IL-2/RAPA vs PBS and RAPA vs PBS lists,
filtered at 1.5-fold change as depicted in the Venn diagram.
The intensity of green and red colors indicates the degree of

down or up-regulation, respectively.



Supplementary Table 1.

RAPA alone or combined with IL-2 impacts on liver glucose metabolism: pathway analysis.

-log(p-

Ingenuity Canonical Pathways value) Ratio Molecules
Communication between Innate and Adaptive Immune Cells 3,26E00 7,53E-02 | TLR2,IL1RN,TLR6,HLA-B,HLA-DRB1,CD86,HLA-F
Complement System 1,75E00 9,09E-02 | C8B,C1QA,C6
IL-10 Signaling 1,52E00 5,56E-02 | CCR5,BLVRA,IL1IRN,CHUK
Immune IL-8 Signaling 2,33E00 4,69E-02 | PLD4,VEGFA,RAC2,ARRB2,RHOG,CHUK,IQGAP1,FNBP1,EGFR
response | nterferon Signaling 2,57E00 1,18E-01 | OASL1,IFITM1,PSMB8,STAT1
Lipid Antigen Presentation by CD1 1,37E00 9,09E-02 | CALR,PDIA3
IL-2 ONLY NF-kB Signaling 1,63E00 4,12E-02 | SIGIRR,TLR2,TGFBRZ2,IL1RN,TLR6,CHUK,EGFR

Toll-like Receptor Signaling 2,59E00 8,77E-02 | SIGIRR,TLR2,PPARA,TLR6,CHUK
Lipoate Biosynthesis and Incorporation I 1,46E00 5E-01 LIAS
PXR/RXR Activation 1,63E00 6,25E-02 | PPARA,SCD,ALDH1A1,NR1I2

Metabolism | Sorbitol Degradation | 1,76E00 1E00 SORD
Sucrose Degradation V (Mammalian) 2,23E00 2,86E-01 | ALDOB,GALM
Superpathway of Citrulline Metabolism 1,62E00 1,43E-01 | ASL,ARG1
PI3K/AKT Signaling 1,83E00 2,96E-02 | HSP90B1,NFKBIA,HSP90AB1,EIF4EBP1
4-hydroxyproline Degradation | 1,81E00 5E-01 ALDH4A1
Acetyl-CoA Biosynthesis | (Pyruvate Dehydrogenase Complex) 1,34E00 1,67E-01 |DBT
Arginine Degradation | (Arginase Pathway) 1,51E00 2,5E-01 | ALDH4A1
Ceramide Biosynthesis 1,34E00 1,67E-01 | KDSR

RAPA ONLY | Metabolism | Citrulline-Nitric Oxide Cycle 1,42E00 2E-01 ASL
NAD Biosynthesis from 2-amino-3-carboxymuconate Semialdehyde 1,34E00 1,67E-01 | QPRT
PPAR Signaling 1,48E00 3E-02 HSP90B1,NFKBIA,HSP90AB1
PPARa/RXRa Activation 1,41E00 2,31E-02 | ADCY9,HSP90B1,NFKBIA,HSP90AB1
Proline Degradation 1,81E00 5E-01 ALDH4A1
S-methyl-5-thio-a-D-ribose 1-phosphate Degradation 1,81E00 5E-01 APIP
1D-myo-inositol Hexakisphosphate Biosynthesis V (from Ins(1,3,4)P3) 1,47E00 3,33E-01 | IPMK
Acetone Degradation | (to Methylglyoxal) 1,46E00 7,69E-02 | CYP2A13/CYP2A6,CYP51A1
Epoxysqualene Biosynthesis 1,65E00 5E-01 SQLE
IL-2/RAPA | Fatty Acid B-oxidation | 1,37E00 6,9E-02 [ HADHB,SLC27A2
ONLY Metabolism Isoleucine Degradation | 1,97E00 | 1,43E-01 |HADHB,ACADSB

L-serine Degradation 1,47E00 3,33E-01 | SRR
Stearate Biosynthesis | (Animals) 2,25E00 9,38E-02 | SLC27A2,DBT,ELOVL1
Superpathway of Geranylgeranyldiphosphate Biosynthesis | (via Mevalonate) 1,86E00 1,25E-01 | FDPS,HADHB




Tryptophan Degradation |l (Eukaryotic) 1,76E00 1,11E-01 | HADHB,HAAO
Antigen Presentation Pathway 6,78E00 1,75E-01 | PSMB9,HLA-DMA,HLA-B,HLA-DMB,PSMB8,CD74,TAPBP
CD28 Signaling in T Helper Cells 1,4E00 3,28E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
CTLA4 Signaling in Cytotoxic T Lymphocytes 1,72E00 4,21E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
Calcium-induced T Lymphocyte Apoptosis 3,3E00 8,2E-02 CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1,PRKD3
Dendritic Cell Maturation 1,35E00 2,6E-02 | HLA-DMA,HLA-B,HLA-DMB,HLA-DQB1,FCGR3A
Immune | IL-4 Signaling 2,02E00 5,33E-02 | HLA-DMA,IL13RA1,HLA-DMB,HLA-DQB1
SHARED IL-2 response | Nur77 Signaling in T Lymphocytes 2,58E00 7,02E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
AND OX40 Signaling Pathway 3,45E00 8,2E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-B,HLA-DMB,HLA-DQB1
IL-2/RAPA PKCB Signaling in T Lymphocytes 1,4E00 3,15E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
Role of NFAT in Regulation of the Immune Response 1,92E00 3,23E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1,FCGR3A,GNG10
T Helper Cell Differentiation 1,39E00 4,35E-02 | HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
iCOS-ICOSL Signaling in T Helper Cells 1,53E00 3,57E-02 | CD3G,HLA-DMA,HLA-DMB,HLA-DQB1
NAD biosynthesis Il (from tryptophan) 2,04E00 1,54E-01 | HAAO,QPRT
Metabolism | Triacylglycerol Biosynthesis 3,3E00 1,21E-01 | PPAPDC1B,AGPAT2,DBT,ELOVL1
Valine Degradation | 2,99E00 1,67E-01 | HADHB,ACADSB,DBT
Branched-chain a-keto acid Dehydrogenase Complex 1,35E00 2,5E-01 DBT
Cholesterol Biosynthesis | 3,42E00 2,31E-01 [ SQLE,NSDHL,CYP51A1
Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-dihydrolanosterol) 3,42E00 2,31E-01 [ SQLE,NSDHL,CYP51A1
SHARED Cholesterol Biosynthesis Il (via Desmosterol) 3,42E00 2,31E-01 | SQLE,NSDHL,CYP51A1
RAPA AND Metabolism | Geranylgeranyldiphosphate Biosynthesis 1,35E00 2,5E-01 | FDPS
IL-2/RAPA Superpathway of Cholesterol Biosynthesis 4,93E00 1,85E-01 | FDPS,SQLE,HADHB,NSDHL,CYP51A1
Trans, trans-farnesyl Diphosphate Biosynthesis 1,35E00 2,5E-01 | FDPS
Triacylglycerol Biosynthesis 3,3E00 1,21E-01 | PPAPDC1B,AGPAT2,DBT,ELOVL1
Zymosterol Biosynthesis 2,73E00 3,33E-01 | NSDHL,CYP51A1

Supplementary Table 1. RAPA alone or combined with IL-2 impacts on liver glucose metabolism: pathway analysis. The table shows the top canonical
pathways, identified from the Ingenuity canonical pathways library that were most significant to the data sets filtered at 1.2-fold change (see figure 6). Relevant
pathways were obtained according to the following 2 criteria: 1) Fischer’s exact test was used to calculate a p-value determining the probability that the
association between the genes in the dataset and the canonical pathway is explained by chance alone (“Log(Pvalue)”); and 2) A ratio of the number of genes
from the data set that map to the pathway divided by the total number of genes that map to the canonical pathway is displayed (“Ratio”). “Molecules” show the
genes from the data set included in the corresponding canonical pathway. Pathways were hand-cured and classified as immune (immune response) or metabolic

(metabolism) pathways. Data are from one experiment with 3 biological replicates for each condition.
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Abstract

CD4'CD25"Foxp3” regulatory T cells (Tregs) are essential players in the control of
immune responses. Recently, accordingly to their origin, two main subsets of Tregs have been
described: thymus-derived Tregs (tTregs) and peripherally derived Tregs (pTregs). Numerous
signaling pathways including the IL-2/STATS or the TGF-/Smad3 pathways play a crucial
role in segregating the two lineages. Here, we review some of the information existing on the
distinct requirements of IL-2, TGF-f3 and TNF-a.[][] three major cytokines involved in tTreg
and pTreg generation, homeostasis and function. Today it is clear that IL-2 is mandatory for
proper differentiation of tTregs and is essential for tTreg and pTreg survival in the periphery,
which are exquisitely sensitive to this cytokine. This notion has led to the development of
promising therapeutic strategies based on low-dose I1L-2 administration to boost the patients'
own Treg compartment and dampen autoimmunity and inflammation. Also, solid evidence
points to TGF-B as the master regulator of pTreg differentiation and homeostasis. However,
therapeutic administration of TGF-f is difficult to implement due to toxicity and safety issues.
Knowledge on the role of TNF-o on the biology of Tregs is fragmentary and inconsistent
between mice and humans. Moreover, emerging results from the clinical use of TNF-
a inhibitors indicate that part of their anti-inflammatory effect may be dependent on their
[Jaction on Tregs. Given the profusion of clinical trials testing cytokine administration or
blocking to modulate inflammatory diseases, a better knowledge of the effects of cytokines on
tTregs and pTregs biology is necessary to improve the efficiency of these immunotherapies.



Thymus-derived Tregs (tTregs), which emerge from the thymus as a distinct lineage,
and peripherally derived Tregs (pTregs), which are generated outside the thymus from
CD4'CD25 T cell precursors under particular conditions of stimulation, present great
similarities and differences. They are both defined by the expression of the transcription
factor Foxp3, widely recognized as the master regulator of Treg fate. This factor, expressed
quite specifically by Tregs (1, 2) is required for their suppressive function both in vitro and in
vivo (1-3). But Tregs' specific genetic signature is only partially dependent on Foxp3 (4-8).
And, in order to acquire this exclusive signature and mature into a stable lineage, both tTregs
and pTregs will go through a process of “education” in several steps and different
localizations. Here, we will describe the role of cytokines during this process. The role of the
TCR and of the antigen in Treg development has been the subject of a recent excellent review
(9) and will not be extensively discussed here.

1. Thymic derived Treg cells

tTregs have been defined by the constitutive expression of the high affinity IL-2Ra
chain, CD25 (10). They are selected in the thymus based on their recognition of self-antigens
by a TCR of high avidity (11) and represent an important fraction of the total Tregs found in
periphery (12, 13). Removal of the thymus early after birth leads to various auto-immune
symptoms (14), suggesting that tTregs participate in the continuous prevention of spontaneous
auto-immunity.

1.1. IL-2 and IL-15 play an essential role in tTreg differentiation

The role of IL-2 in tTreg differentiation and homeostasis has been extensively studied.
Early work showed that mice deficient for IL-2 or CD25 were profoundly deprived of Tregs
in the periphery but not in the thymus (15, 16), suggesting that IL-2 was mandatory for Treg
homeostasis in the periphery but not for thymic generation. However, mice doubly deficient
for IL-2 and IL-15, or for the IL-2Rp chain (CD122) common to IL-2 and IL-15, present a
quasi-complete depletion of thymic Treg cells (17, 18). Consequently, the CD122 signaling is
mandatory for proper differentiation of tTregs. At the molecular level, binding of the CD122
signaling intermediate STATS5 to the conserved non-coding DNA sequence 2 (CNS2) element
at the Foxp3 locus is required for optimal Foxp3 expression (17, 19-21). Demethylation of the
CNS2 is the hallmark of stable Tregs but the role played by IL-2 in this process appears
minimal since IL-2 cannot drive demethylation of the CNS2 in CD25h'Foxp3' tTreg precursor
if applied in the absence of TCR signals (22). Indeed, this precursor population expresses
Foxp3 in vitro upon IL-2 stimulation without requirement for additional TCR signaling (23).
Thus, a two-step model for Treg differentiation has been proposed in which TCR/CD28
signals first induce the differentiation of this precursor with enhanced sensitivity to IL-2/IL-
15, followed by direct Foxp3 induction by IL-2/IL-15 signaling in a STAT5-dependent TCR-
independent manner (23, 24). However, we believe that this two-step model is incomplete.
Indeed, we have recently demonstrated that a minority of tTreg precursors expressed pSTATS
ex vivo in unmanipulated neonates and we propose that this subset might be the direct
precursors of pSTATS" CD25 ' Foxp3™ tTregs (25). Nevertheless, the fact that not all Foxp3™ T
cells express pSTATS5 suggests the existence of a STATS5-independent pathway of
differentiation for tTreg. Thus, the exact mechanism by which CD122 signaling controls the
generation of tTregs remains to be determined.

1.2. No IL-2, no tTregs in the periphery



Results obtained in mice deficient for IL-2 (26, 27) or its receptor (28, 29), which
develop extensive lymphadenopathy and die of systemic autoimmunity early after birth,
extended the role of IL-2 from a “T-Cell Growth Factor” (30) to "the gatekeeper of
immunological tolerance”. The autoimmunity observed in IL-2/IL-2R KO mice is associated
with a profound deficit in Treg numbers and function, indicating that tTregs generated in the
absence of IL-2/IL-2R signaling cannot survive in the periphery. Furthermore, in vivo
neutralization of 1L-2 by the injection of an anti-1L-2 antibody results in the rapid depletion of
Tregs and in the appearance of systemic, albeit limited, auto-immunity (31). IL-2 is required
for the maintenance of Foxp3 protein and mRNA expression both in vitro and in vivo (31-34).
Furthermore, Tregs are crucially dependent on paracrine IL-2 production by effector T cells
(Teffs), as they cannot produce IL-2 due to direct Foxp3-mediated repression of IL-2
transcription (35). Worth mentioning, the number of Tregs is indexed to the number of IL-2
producing Teffs (36). In addition, polymorphisms in IL-2, CD25 or IL-2R downstream
adaptors genes are associated with impaired Treg numbers or function and higher
susceptibility to autoimmunity (37-40). Indeed, we and others have shown that IL-2
administration to mice (41-45) and humans (46, 47) increases Treg numbers, reinforce their
suppressive function and protects from chronic inflammation. The demonstration that IL-2 is
critical for Treg biology has opened new perspectives for the treatment of inflammatory
diseases.

1.3. A more uncertain role for TGF-f and TNF-a on tTreg development

The role of TGF-B during tTreg differentiation is controversial. Mice deficient for
TGF-B (48, 49) or for either one subunit of its receptor (50-54) develop a lethal autoimmune
syndrome associated with a deficit in Tregs (36, 48, 52-55). Interestingly, this syndrome is
only seen if TGF-p is silenced early in T cell differentiation, suggesting that besides a deficit
in tTreg, lymphopenia is an additional trigger of autoimmunity in the absence of TGF-B
signaling (56). At the molecular level, TGF-B triggers the binding of Smad3/NFAT complex
on the promoter and on the CNS1 enhancer regions of the Foxp3 gene (57). However, mice
deficient for CNS1 have no alteration in tTreg differentiation (58), suggesting that TGF- is
not required for this process. But mice deficient for both TGF-B and IL-2 are completely
deprived of tTregs (53), suggesting that TGF- might compensate a defect in IL-2 and induce
Foxp3 expression. How and when IL-2 and TGF-f signaling pathways intersect in the thymus
to generate Foxp3™ cells remains to be fully elucidated.

TNF-a, a pleiotropic cytokine, already known for its pro-inflammatory capacity, can
modulate autoimmunity partially by acting on Tregs through the type 1l TNFR (TNFR2) (59).
Interestingly, TNFR2 KO or TNFR2 ligands-deficient (TNF-o /LT-o/LT-B) triple KO mice
show a decrease of Tregs in the thymus (59), suggesting that TNF could also act on tTreg
development. These results need however to be interpreted with caution since lymphopenia
per se or alterations of the thymic stromal architecture might affect Treg generation. Further
elucidation of the role of TNF-a and TNF receptors awaits the generation of mice with
conditional ablation of TNF receptors in the Treg lineage.

2. Peripheral Tregs

The group of J. Lafaille was among the first to described pTregs in 2002. They
showed that the transfer of CD4" spleen T cells could prevent EAE in an IL-2-dependent
process involving the differentiation of CD4"CD25" Tregs from CD4"CD25 T cell precursors
(60). Induced from naive CD4" T cells in the periphery, pTregs present a distinct and broader



TCR repertoire than tTreg (61, 62). Indeed, pTreg differentiation mainly occurs in the context
of bacterial or viral infection (63-65), in tumors (66, 67) or in mucosal tissues notably in a
context of oral tolerance (13, 68-70). A recent study suggested that pTreg main function
would be the prevention of mucosal Th2-mediated immunity, notably in the gastrointestinal
tract and lungs (13). pTregs would also be involved in the induction of tolerance to
commensal microbiota (13, 70).

The differentiation of pTregs requires antigenic stimulation in a defined anti-
inflammatory environment, process orchestrated in part by dendritic cells (DC). Several DC
subsets have been associated with pTreg induction (71), including plasmacytoid DC (72, 73)
and CD103" DCs, which following education by retinoic acid (RA) differentiate into
tolerogenic DC, mainly in the intestine (68, 70). H. Von Boehmer's group showed that
targeting the antigen towards DCs through DEC205 recognition induced the conversion of
CD4" naive T cells into CD4"CD25'Foxp3* pTreg (74). This induction was shown to be
dependent on TGF-B (75). Indeed, mice deficient for TGF-f in Langerhans cells (a
specialized subset of DC in the skin) develop signs of skin auto immunity (76). The role of
IL-2 or TNF-a produced by DC in the induction of pTreg remains to be fully elucidated.

2.1. TGF-B is the master regulator of pTreg differentiation and homeostasis

The differentiation of pTregs from CD4"CD25Foxp3™ naive T cells requires TGF-B.
Initial studies showed that in vitro treatment of murine or human CD4"CD25 Foxp3 naive T
cells with TGF- induced Foxp3 expression in these cells and conferred a suppressive
function (77, 78). Then, a mandatory role for TGF-p in pTreg differentiation has been
demonstrated in vivo (48, 54, 68, 70), notably in the context of oral tolerance (63). In
addition, mice deficient for the TGF-B- sensitive CNS1 enhancer do not present any
differentiation of pTregs (13, 58) confirming the essential role of TGF-B in pTreg induction.
Interestingly, in vivo pTregs differentiation by TGF-B can occur both in physiological (68, 70)
and pathological (79) situations.

Two kinds of regulators of pTreg differentiation can be distinguished. First, those that
interfere with TGF- signaling like TNF-a (56), or those that induce PI3K signaling. Of
importance, the PI3K/Akt/mTOR pathway is a strong inhibitor of Foxp3 expression, which
prevents both tTreg and pTreg differentiation (80, 81). Consistent with these observations, a
very recent study demonstrated that pTreg differentiation cannot occur in presence of the C3a
or C5a signaling pathway. This pathway blocks Foxp3 production by induction of PI3K
signaling and repression of TGF-f expression (82). Second, pTreg differentiation can be
improved by molecules that increase TGF-B signaling (83), like CTLA-4 (84). Thus,
modulating TGF-B or PI3K signaling in the periphery might represent a promising approach
to tip the balance in favor of pTreg.

Of importance, TGF-B has a dual and opposite role in the immune system: it
participates not only in the generation of pTregs, but also, in conjunction with IL-6 or IL-4, it
induces the differentiation of pro-inflammatory Th17 cells or Th9 cells, respectively (85, 86).
Consequently, TGF-B administration could aggravate inflammation and autoimmunity.
Moreover, TGF-B pleiotropic effects outside the immune system and toxicity limit its
therapeutic application (87) and systemic administration of TGF-B has been rapidly
abandoned by the pharmaceutical industry (88). Nevertheless, therapeutic approaches that
induce TGF-B production and pTreg differentiation may represent safer and efficient future
therapies.



2.2. 1L-2 signaling is mandatory for pTreg differentiation, homeostasis and stability

Although IL-2 by itself is not sufficient to generate pTregs, it seems to be critical for
the development of functional CD4'CD25 Foxp3" pTregs induced by TGF-B (77, 89, 90).
Indeed, addition of a neutralizing anti-IL-2 antibody to the culture strikingly abolishes the
induction of Foxp3, and IL-2" or Stat5” naive T cells are unable to generate pTregs (20, 89-
91). Interestingly, the role of IL-2 is non-redundant, as other common gamma chain receptor
(CD132)-using cytokines cannot restore pTreg generation in IL-27" T cells (89, 90). Likewise,
the group of D. Horwitz reported that IL-2 also potentiates pTreg suppressive function and
expression of key Treg-signature molecules such as CTLA-4, GITR and CD122 (90).
Different mechanisms have been proposed to explain IL-2 action in the TGF- mediated
induction system: sustained Foxp3 expression via JAK3/STATS5 signaling (92), enhancement
of proliferation and survival of newly generated pTregs, or increased conversion of latent to
active TGF-B via the urokinase receptor pathway (93, 94).

In the case of lymphopenic recipients, the generation of pTregs upon transfer of naive
T cells seems dependent on IL-2 production by activated T cells (95). Along these lines, low-
dose IL-2 injection into irradiated recipients of allogeneic T cells increases the generation of
donor-derived pTregs (96). However, the specific contribution of tTregs and pTregs to the
Treg increase induced by exogenous IL-2 administration to lympho-replete mice is not known
(42-44). We approached this question by adoptively transferring CD4*GFP (Foxp3)T cells
into wild-type NOD mice treated with IL-2 (Figure 1). We observed that IL-2 administration
increases endogenous Treg proportions, but is unable to induce Foxp3 expression in the
transferred cells, even in the pancreas, where auto-antigen encounter is likely to provide
enough TCR and co-stimulation signals. These data suggest that at least in this model,
exogenous IL-2 acts mainly by expanding tTregs.

In vitro and in vivo recently differentiated pTregs present unstable Foxp3 expression
(97, 98), which can be lost in an inflammatory context, giving rise to “ex-Tregs” producing
pro-inflammatory cytokines (99). Importantly, in most of the studies describing Foxp3
instability, Tregs were put in an environment lacking IL-2 (43, 99-101). However, IL-2
administration could prevent the conversion of Tregs (43, 99-101). Furthermore, unstable
pTregs are exclusively located in the CD4*CD25 Foxp3'° compartment and, upon time and
“education”, they acquire increased CD25 and Foxp3 expression as well as a demethylated
CNS2 — a well known marker of Treg stability (97, 98, 102, 103). Also, IL-2 could prevent
conversion of recently differentiated pTregs by the induction and regulation of GATA3
expression (104, 105). Taken together, all these studies suggest that IL-2 plays an important
role in the “education” of pTregs. However, further studies are required to determine the
additional factors involved in the stability of the Treg lineage.

2.3. The emerging role of TNF-a in pTreg homeostasis and function

Data on the effect of TNF-a. on Treg function are fragmented and sometimes
controversial. In vitro, TNF-a increased tTreg proliferation in the presence of IL-2, associated
with Foxp3 upregulation in mice (106). Also, TNF-a increased the expression of receptors of
the TNF super family, such as TNFR2, 4-1BB, and OX40 (107), and TNF-a-induced
proliferation of Tregs involved the TNFR2 pathway (59, 108) (and our unpublished data). In
addition, it has been described that pre-incubation of Tregs with TNF-a can improve their in
vitro suppressive function (106). However, Tregs obtained from WT or TNFR2-/- mice
appear to have similar in vitro suppressive activity (109) (our unpublished data). At odds with
mice results, TNF-a seems to reduce Treg suppressive function in humans (106, 110-112).



The main issue of these experiments is that TNF-a can act on both Treg and Teff populations
and that activated Teffs, which express TNFR2, are less sensitive to Treg-mediated
suppression (113).

In vivo, the stimulatory effect of TNF-a on Tregs has been demonstrated in different
conditions. We have recently shown that in vivo, activated Teffs can boost Treg proliferation
and suppressive function, partly by a TNF-o-mediated mechanism (114). It has also been
shown that TNF-a could improve Treg proliferation and accumulation in mouse models of
caecal ligation puncture, colitis and cancer (59, 106, 108). Moreover, the fact that TNF-o"
LTo"LTB” and TNFR2” mice possess less Tregs in the periphery supports the idea that
TNF-a, like IL-2, plays a role in Treg homeostasis (59, 108). However, neither TNF-a™ nor
TNFR2” mice develop spontaneous autoimmunity, and Tregs recovered from these mice
express the same level of Foxp3 (59). Nevertheless, as the lack of TNFR2 expression on Teffs
could impact on their pathogenic capacity, it is difficult to evaluate the individual contribution
of the TNF-a-TNFR2 pathway to Treg and Teff function. Interestingly, recent work using
transfer of highly purified WT or TNFR2” Tregs in RAG” mice suggests that colitis
suppression could be dependent on TNFR2 expression by Tregs in vivo (59, 115).
Interestingly, H. Clark et al point out that pTregs, contrary to tTregs, may not require TNFR2
expression to suppress in vivo. However, TGF-B pre-incubation can render tTregs from
TNFR2” mice as efficient as WT cells, suggesting that in this study, the implication of
TNFR2 in the suppressive capacity of pTregs may be hidden by the TGF- pre-incubation
(115). Collectively, these data point to an important role of signaling though TNFR2 in the
suppressive function of Tregs in vivo.

In humans, TNF-o has been implicated in the physiopathology of autoimmune
diseases and consequently anti-TNF-a treatments (antibodies or soluble receptor) have been
used with successful results obtained in Crohn's disease and rheumatoid arthritis (116).
Interestingly, beyond dampening TNF-a’s pro-inflammatory effect, anti-TNF-o treatment has
been associated with an accumulation of Tregs (117) and with improved Treg function (111,
117, 118). Likewise, a recent study showed that TNF-a present in the synovial fluid of RA
patients reduced Treg suppressive function and this effect was lost in anti-TNF-a treated
patients (119). However, increased frequencies of Tregs, could be alternatively explained by a
relative reduction of the activated Foxp3™ cells without a direct change in Treg homeostasis.
Indeed, in mice transgenic for human TNF-a, which develop spontaneous arthritis, both pools
of Teffs and Tregs decrease during the disease course and increase during anti-TNF-a
treatment (120). Otherwise, it could be possible that TNF-a exposure may hamper pTreg
induction. It is not clear whether the accumulated Tregs observed after anti-TNF-a treatment
are tTreg or pTreg. Then, it could be possible that TNF-a may have a negative effect on the
induction of pTreg cells that would be removed during anti-TNF-a administration. Indeed, it
was shown that blocking TNF-a increased susceptibility to Histoplasma capsulatum infection
and induced a population of CD4"CD25" T cells possessing IL-10-dependent suppressive
function in mice (121). Besides, TNF-o can inhibit TGF-f-driven pTreg induction from
Foxp3™ Teffs in an EAE model (122). Finally, it has been pointed out that soluble TNF-o and
membrane-bound TNF-a may differently affect the process of pTreg induction in vitro (123).

3. Concluding remarks

We focused our review on three major cytokines that regulate different aspects of Treg
biology, namely IL-2, TGF-B and TNF-a, because they are of great fundamental and clinical
importance. Indeed, immunotherapies based on a better knowledge of the impact of cytokines



on Treg biology are emerging (46, 47, 116). However, we need to better understand the
division of labor of pTreg and tTreg in the fine control of the immune response. It is not yet
clear if each cell type acts preferentially at different localizations, at different timepoints
during the initiation, expansion, contraction, and memory generation of the immune response,
or has specific targets for suppression. Also, we need to dissect the specific cytokine
requirements for tTreg and pTreg generation, homeostasis and function, which are sometimes
distinct and sometimes shared. Only with that information at hands will the extraordinary
power of tTregs and pTregs be fully exploited in safe and effective clinical applications.



Figure legend

Figure 1. Exogenous short-term administration of IL-2 does not induce Tregs. 10-12-
week old CD45.2* NOD mice were adoptively transferred with 0,5 10° CD4*GFP™ T cells
flow sorted from CD45.1" FoxP3-GFP NOD mice (42) and treated daily with PBS, 25,000 or
250,000 1U rhIL-2 during 5 days and analyzed 2 h after the last injection. Representative dot
plots of Foxp3 expression among host (CD45.1°) and transferred (CD45.1%) CD4" T cells in
the pancreatic lymph nodes (PLN, top panel) and islets (bottom panel). Data are
representative of 2 to 3 mice per group.
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Stimulation des lymphocytes T regulateurs chez la souris dans un contexte inflammatoire
comme le diabete auto-immun.

Les lymphocytes T régulateurs CD4"CD25"Foxp3™ (Treg) sont des acteurs majeurs du
maintien de la tolérance au soi, participants au contréle de nombreuses maladies auto-immunes et
inflammatoires chroniques. De nombreuses études ont décrit les mécanismes de suppression exerces
par les Treg sur les lymphocytes T conventionnels (Tconv) mais tres peu se sont intéressées a I’effet
des Tconv sur les Treg. Nous avons étudié I’impact de I’activation des Tconv sur I’homéostasie des
Treg dans deux contextes inflammatoires, un modeéle de diabéte de type 1 (DT1) et un modele
d’inflammation induite par un adjuvant. Dans le contexte diabétique, le transfert de Tconv
spécifiques d’un antigéne d’ilot pancréatique augmente fortement la prolifération et la fonction
suppressive des Treg de méme spécificité dans les Tlots pancréatiques et leurs ganglions drainants.
Ce « boost » des Treg induit par les Tconv activés a un impact physiologique. En effet, lorsque des
Tconv spécifiques d’un antigéne d’ilots pancréatiques sont transférés seuls, ils induisent un diabéte.
En revanche, lorsque ces mémes Tconv sont co-transférés avec des Treg de méme spécificité, ils
protégent les souris de cette maladie. L’étude du mécanisme cellulaire de ce phénoméne montre une
implication des cellules dendritiques plasmacytoides. D’un point de vue moléculaire, nos résultats
montrent que le boost des Treg par des Tconv est dépendent du TNFa et d’OX40, mais pas de I’IL-
2, dans ce modéle de DT1. Dans le 2éme contexte, celui d’une forte inflammation induite par
I’injection de I’adjuvant complet de Freund, 1’activation des Tconv augmente aussi la prolifération
des Treg. Ce 2tme type de boost est également dépendant du TNFa mais cette fois-ci également de
I’'IL-2. Ces données montrent que les Tconv pourraient de facon paradoxale avoir des effets
immuno-régulateurs en stimulant les Treg par différents mécanismes selon le contexte.

Il est établi que 1’TL-2 est essentiel pour la survie, la prolifération et la différenciation des
Treg. L’administration de cette cytokine pourrait donc avoir un effet thérapeutique dans les
maladies auto-immunes comme le TD1. Dans le modele de diabéte spontané de la souris non-obese
diabetic (NOD), nous avons montré que 1’administration d’une faible dose d’IL-2 pendant 5 jours
permet la rémission de la maladie dans 60% des cas. Ce traitement semble agir spécifiquement au
niveau des Tlots pancréatiques, en augmentant la proportion et la capacité suppressive des Treg. De
facon intéressante, I’injection d’une dose 10 fois plus élevée d’IL-2 accélére I’incidence du diabéte.
Dans le but d’améliorer I’effet curatif de faibles doses d’IL-2, nous avons combiné ce traitement
avec la rapamycine (Rapa), immunosuppresseur utilisé en transplantation. De facon inattendue, la
présence de Rapa inhibe I’effet thérapeutique de 1’IL-2. De plus, chez des souris dont la rémission
du diabéte a été obtenue par injection d’IL-2, I’administration de Rapa annule 1’effet bénéfique de
I’IL-2 et rend les souris rapidement diabétiques. Il semble que cet immunosuppresseur altére la
capacité suppressive des Treg et bloquerait leur capacité a migrer dans le pancréas.

L’ensemble de ce travail met en évidence un nouveau mécanisme de rétrocontréle de la
réponse immune via un boost des Treg par les Tconv. Nous montrons également un effet curatif de
I’administration de I’IL-2 dans le diabete, inhibé par I’administration de Rapa.
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