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Avant-propos

Avant de rentrer dans le coeur de ce manuscrit, je souhaite remettre le travail réalisé ici dans
son contexte. Le sujet imaginé en 2018 et initié en septembre 2019 portait sur la
caractérisation de molécules originales sur leur capacité inhibitrices des voies JAK, et sur les
effets de cette inhibition dans le contexte de la dermatite atopique, notamment sur
I'activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et leur sécrétion d’IL-13.

Nous avons donc commencé la mise au point de ces et commencé la caractérisation de 3 séries
de molécules sur leur activité anti-JAK.

Cependant, 4 mois aprés le début de la thése, un certain virus a décidé de se propager et de
paralyser nos activités de recherche.

Pendant les 3 mois d’arrét technique imposés, éloigné de ma piece de culture préférée, j'ai eu
I’occasion de jouer avec des données de scRNAseq qui avaient été produites dans notre équipe
du CR2TI. Apreés la réouverture du laboratoire, pendant plus d’un an, nous n’avons pas pu
resynthétiser de nouvelles molécules présentant une méme activité et la reprise de I'activité
clinique de dermatite atopique a été extrémement perturbée rendant I'obtention de
nouveaux échantillons quasiment impossible.

Apres discussion avec mon directeur J-M. Robert, ma co-directrice S. Brouard et notre
partenaire CIFRE, nous avons donc décider de réorienter mon projet de thése sur les travaux
gue j'avais initié pendant le confinement.

Fin 2021, nous avons pu de nouveau obtenir des échantillons DA. Mais il était utopique de
penser pouvoir tenir les deux projets en parallele, et de pouvoir tenir le calendrier initialement
prévu sur le projet DA (reprise de la mise au point des modeéles sur des échantillons de PBMC
DA, développement et caractérisation des inhibiteurs de JAK) en paralléle de ce nouveau

projet. Nous avons donc décidé d’utiliser les échantillons a notre disposition réaliser un
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phénotypage des PBMC de patients DA modérée a sévére vs individus sains, pour servir de
ligne de base pour caractériser les effets des inhibiteurs de JAK et de nous concentrer
principalement sur la caractérisation transcriptionnelle, phénotypique et fonctionnelle des
lymphocytes B régulateurs.

Ce manuscrit traite des travaux préliminaires sur la caractérisation des effets des inhibiteurs
de JAK, puisqu’il s’agissait du sujet initial de la these, et des travaux réalisés sur la
caractérisation de I'interaction entre le lymphocyte B régulateurs et son environnement qui a
finalement été le sujet principal de cette thése.

Avant d’orienter officiellement le sujet sur les interactions du lymphocyte B régulateur, nous
avons aussi initié un sujet sur la sécrétion de vésicules extracellulaires par les lymphocytes B
régulateurs dans la tolérance opérationnelle, aboutissant a I'écriture d’une revue de la

littérature présentée en annexe 5.
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Chapitre |

Généralités sur les inhibiteurs des voies JAK

dans la Dermatite Atopique
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A. Généralités sur les voies JAK/STAT

Dés le début de son Histoire, le vivant s’est doté d’'une formidable capacité a interagir avec
son environnement. Cette communication bilatérale permet de rendre compte de son état,
de ses besoins, et de ses capacités. Elle s'opére a différentes échelles : au niveau moléculaire,
la communication se fait souvent soit par la présence ou I'absence d’une molécule, qui peut
étre séquestrée, migrer d’'un compartiment cellulaire vers un autre ou étre nouvellement
produite, soit par modification post-traductionnelle de la molécule, telles que
phosphorylations, glycosylations, méthylations ou par digestion enzymatique. A I’échelle de
la cellule, ces mécanismes de communication ont permis I'avénement des organismes
multicellulaires plus développés que de simples amas de cellules. Transport de nutriments,
motilité, induction de I'apoptose ou de la prolifération, différentes fonctions cellulaires ne
sont plus induites directement par une réponse a un stimulus, mais vont passer par un
intermédiaire, une cellule (sensorielle) qui capte I'information extérieure et la transmet a une
autre cellule (effectrice) qui va agir. Les signaux intercellulaires peuvent étre de plusieurs
natures, nécessitant un contact cellulaire (principalement des signaux électriques ou
mécaniques) ou induit par la sécrétion de signaux chimiques. Parmi les nombreuses voies de
signalisation permettant la communication cellulaire, les voies des Janus kinases (JAK) - Signal
Transducer and Activators of Transcription (STATs) sont tres largement utilisées par le systeme

immunitaire.

A.l. Les Janus kinases

Au milieu du XXeme siécle, la découverte des Interférons par Isaacs et Lindenmann (Isaacs and
Lindenmann, 1957) ouvre une nouvelle porte de lI'immunologie: la communication
intercellulaire médiée par les cytokines. Ces messagers extracellulaires, circulant librement a
travers l'organisme dans le réseau sanguin permettent d’induire efficacement, et
spécifiguement I'activation, la différenciation, la prolifération ou la migration de certaines
cellules. On connait aujourd’hui plus de cent cytokines regroupées suivant ’lhomologie de
leurs structures en différentes familles : interleukines (IL-1 — IL-41), interferons (IFNa, B, v, A,
w, 1), deux facteurs de nécrose tumoraux (TNFa, B), des lymphotoxines (LTa, LTB) et deux
facteurs de croissance transformants (TGFa, B) (Akdis et al., 2016). Proches des cytokines, des
chemokines (de type C, CC, CXC, CX3C suivant la position des cystéines dans leurs récepteurs),

des facteurs de stimulation de colonies (GM-CSF, G-CSF, M-CSF) et des facteurs de croissance
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(EPO, TPO, EGF, FGF, PDGF) vont aussi jouer un role dans la communication des cellules
hématopoiétiques. Les voies JAK/STAT permettent I'internalisation du signal et la réponse
transcriptionnelle de différentes familles de cytokines (interferons de type | et Il, familles de
I'IL-6, de I'lL-10, de I'lL-12, ayant un récepteur partageant les chaines communes gamma ou
beta, ainsi que de nombreux facteurs de croissance hématopoiétique (Leonard and O’Shea,
1998). Les JAK sont une famille de 4 kinases : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Des études ont montré
que les 4 JAK ont des fonctions différentes et non redondantes. Ainsi, des souris KO pour JAK1
ou JAK2 ne dépassent pas le stade de 'embryogenese tandis que des KO pour JAK3 ou TYK2
« n'ont que » des défauts immunitaires importants (Ghoreschi et al., 2009; Macchi et al., 1995;

Parganas et al., 1998; Rodig et al., 1998).

A1.1. Structure des JAK

Les JAK tirent leur nom du dieu romain Janus, le dieu aux deux visages. Comparaison liée a la
découverte de deux domaines kinases dans la séquence des 4 enzymes. Chez I’'homme les JAK
sont des protéines d’environ 1200 acides aminés. JAK1 se situe sur le locus 1p31.3, JAK2 au
locus 9p24.1, JAK3 au locus 19p13.11 et TYK2 au locus 19p13.2. Les JAKs sont composées de
7 domaines d’homologie (JH1-7) associés aux différentes fonctions de la molécule. Le domaine
kinase (JH1) se trouve en carboxy-terminal, suivi par un domaine pseudokinase (JH2) et deux
domaines de liaison au récepteur : un domaine SH2-like (JH3-4) et un domaine 4.1 Ezrin,

Radixin, Moesin (FERM, JH5-7) coté N-terminal (Figure 1).

SH2-like
(JH3-4)

Figure 1 : Structure générale d’une JAK sur son récepteur
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Tableau 1 : Position des résidus tyrosine activateurs dans la boucle d'activation du domaine kinase des

JAKs

Kinase Résidus Tyr dans la boucle d’activation
JAK1 Y1038 ;Y1039

JAK?2 Y1007 ; Y1008

JAK3 Y980 ; Y981

TYK2 Y1054 ; Y1055

A.1.1.1. Domaine kinase

Le domaine kinase JH1 porte I'activité enzymatique principale de la JAK. Les kinases sont des
structures protéiques, découpées en 12 sous-domaines possédant des structures fortement
conservées (Dixit et al., 2009), nécessitant la présence de certains acides aminés a des
positions trés particuliéres dans leur séquence. Des études structurelles ont montré que dans
un état non activé, la boucle d’activation ne permet pas a I’ATP d’accéder a la poche
catalytique (Hubbard et al., 1994). Ce n’est que I'autophosphorylation de résidus tyrosines
dans cette boucle d’activation qui permet un changement de conformation et démasque le
site de liaison a I’ATP. De tels sites phosphorylables existent en différents exemplaires sur les
JAKs (tableau 1) et I'inhibition de chaque site a des effets plus ou moins prononcés sur |'activité
catalytique, pouvant soit la réduire, soit 'augmenter. Par exemple, la mutation du résidu Y980
de JAK3 réduit partiellement l'activité enzymatique de la kinase, celle du résidu Y981
I'augmente (Zhou et al., 1997) alors que celle des deux résidus Y1054 et Y1055 homologues
des résidus Y980 et Y981 de JAK3 sur TYK2 bloquent I'autophosphorylation sans toutefois
abroger son activité (Gauzzi et al., 1996). Ainsi, bien que les 4 JAKS aient une forte homologie,

la régulation interne de ces kinases est unique.

A.1.1.2. Domaine pseudo kinase

La principale particularité des JAK est la présence du domaine pseudokinase, second domaine
kinase donc I'activité a longtemps été indéterminée. Ce domaine posséde tous les éléments
structurels d’un domaine kinase (boucle d’activation, poche catalytique) mais ceux-ci sont
altérés au niveau de certains motifs nécessaires a la fonction enzymatique. Par exemple, on
retrouve dans le sous-domaine | de la pseudokinase, une délétion du 3™ résidu Gly dans la

séquence canonique GXGXXG, présente dans 95% des protéines interagissant avec des
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nucléotides (Hanrs and Hunter, 1995). On retrouve également une mutation d’un résidu Phe
dans le motif Asp-Phe-Glu du sous-domaine VII qui permet la liaison a I’ATP et une mutation
sur un résidu Asp du sous-domaine Vlb servant d’accepteur de protons lors du transfert du
groupement phosphate. A cause de ces mutations, il a longtemps été cru que ce domaine
pseudokinase ne possédait pas d’activité catalytique. Cependant, des travaux plus récents ont
montré que la pseudokinase de JAK2 est capable de phosphoryler le domaine kinase associé
sur les résidus Ser523 et Tyr570. La phosphorylation de ces résidus permet au domaine kinase
de conserver un niveau d’activation basal minimal (Ungureanu et al., 2011). La pseudokinase
a donc un role inhibiteur du domaine kinase empéchant son activation en absence de la

cytokine (Saharinen and Silvennoinen, 2002).

A.1.1.3. Domaines de liaison

Les domaines de liaison permettent de relier la JAK a son récepteur membranaire (Frank et
al., 1995, 1994; Hofmann et al., 2004; Kohlhuber et al., 1997; Zhao et al., 1995). Ce sont les
régions les plus variables entre les JAK (Radtke et al., 2005). Des études sur des protéines
recombinantes des parties N-terminales ont montré que pour JAK2 et JAK3, seules les régions
JH6 et JH7 (domaine FERM minimal) étaient nécessaires pour fixer leurs récepteurs respectifs
(Chen et al.,, 1997; Kohlhuber et al., 1997), alors que I'association de TYK2 sur I'[FNAR1
nécessite les JH5-7 (domaine FERM) (Yan et al., 1998), et que toute la région N-terminale, JH3
a 7 (SH2-like et FERM), est nécessaire pour l'interaction entre JAK1 et le récepteur a

I'interféron gamma (Kohlhuber et al., 1997).

Les données de liaison entre les JAKs et les récepteurs aux cytokines ont rapidement mis en
avant la non-exclusivité de ces interactions. Chaque récepteur est capable de recruter
spécifiguement un complexe de deux ou trois JAKs, principalement des hétérodimeres (JAK1-
JAK2, JAK1-JAK3, JAK1-TYK2, JAK2-TYK2), mais on peut retrouver des homodimeéres JAK2-JAK2,
et des hétérotrimeres JAK1-JAK2-TYK2 (O’Shea et al., 2015).

Al.2. Voie de signalisation JAK/STAT

Grace au regroupement des chaines du récepteur et donc des JAKs sous forme de complexe,
I'activité d’autophosphorylation est complétée par une transphosphorylation des JAKs d’un
méme complexe entre elles, stimulant d’autant plus leur activité kinase (Matsuda et al., 2004).

Activées, les JAKs phosphorylent alors des résidus situés dans les régions intracytoplasmiques
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des récepteurs auxquels elles sont associées. Ces sites de phosphorylation découvrent des
sites de fixation pour des domaines SH2 et ainsi, permettent le recrutement des STATSs, qui
sont subséquemment phosphorylées pour agir comme facteurs de transcription. Ainsi, cette
voie de signalisation ne passe que par deux intermédiaires entre le récepteur situé sur la
membrane cellulaire et ’ADN et son atout principal est sa rapidité d’action, permettant
I'interaction des STATs avec leurs sites de liaison quelques minutes seulement apreés la liaison

de la cytokine sur son récepteur (Gillinder et al., 2017).

A.2. Les STATs

7 STATs ont été identifiées, avec une spécificité pour des séquences présentes a la fois sur le
récepteur et sur les JAKs promue par des domaines SH2. Les STATs sont des protéines
d’approximativement 750 — 850 acides aminés codées par des génes situés sur les locus
2932.2 (STAT1 et STAT4), 12q14.1 (STAT2), 17q21.2 (STAT3, STAT5A, STATSB) et 12q13.13
(STATS6). A la suite de leur phosphorylation, les STATs se dimérisent en homodimeéres ou en
hétérodimeres, via des domaines SH2. Le dimére de STATSs est ensuite capable de migrer vers
le noyau et de se lier a 'ADN pour moduler I'expression de nombreux genes possédant des
sites de fixation aux STATs (GAS: Gamma-interferon Activating Site, IRSE : Interferon
Stimulated Response Element). Ces sites de fixation sont souvent retrouvés en tandem,
permettant la fixation de deux dimeres de STAT, qui ont la capacité de tétrameriser et ainsi
de dupliquer leur affinité, notamment lorsque les motifs de liaison sont imparfaits et ne
permettent qu’une liaison partielle des diméres STATs (John et al., 1996; Sperisen et al., 1995;

Xu et al., 1996).

A.3. Spécificité des voies JAK/STATSs

Comme nous I'avons vu, il n’existe que sept STATSs et quatre JAKs pour plus de cinquante voies
de signalisation. Il existe donc une certaine redondance entre ces signaux (tableau 2).
Toutefois, il n"existe pas d’association spécifique de diméres de STATs selon les dimeres de
JAK. La spécificité entre deux cytokines qui activent les mémes voies JAK et STATSs se fait donc
en amont, au niveau de mécanismes de production des cytokines et de leurs récepteurs.
Chaque configuration de diméres de STAT a une spécificité transcriptionnelle qui lui est propre
et I'inhibition spécifique de chaque STAT peut permettre de cibler des ensembles de génes

différents, mais non exclusifs (Alvarez and Frank, 2004) (tableau 3).
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Tableau 2 : Interconnexion entre JAKs, STATSs et récepteurs. D’apres (Leonard and O’Shea, 1998)

Type I Cytokines

Cytokines whose receptors share y,
IL-2, IL-7, IL-9, IL-15

IL-4

IL-13*

Cytokines whose receptors share B,
IL-3, IL-5, GM-CSF

Cytokines whose receptors share gp130
IL-6,IL-11, OSM, CNTF, LIF, CT-1
IL-127F

Leptin™

Cytokines with homodimeric receptors
Growth hormone

Prolactin

Erythropoietin

Thrombopoietin

Type II Cytokines

Interferons

IFNe, IFNB

IFNy
IL-10%

Jaks

Jakl, Jak3
Jakl, Jak3
Jakl, Jak2, Tyk2

Jak2

Jakl, Jak2, Tyk2
Jak2, Tyk2

Jak2
Jak2
Jak2
Jak2

Jakl, Tyk2
Jakl, Jak2
Jakl, Tyk2

STATs

Stat5a, Stat5b, Stat3
Stat6
Stat6

Stat5a, Stat5b

Stat3
Stat4
Stat3

Stat5a, Stat5b, Stat3
Stat5a, StatSb
StatSa, StatSb
Stat5a, Stat5b

Statl, Stat2
Statl
Stat3

*IL-13 does not share y . but uses IL-4Ra.

+IL-12 and leptin do not share gp130, but their receptors are related to gp130.
+1L-10 is not an interferon, but its receptor is a type II cytokine receptor.

I.A.1.Régulation de la voie JAK/STAT

Le contrdle du niveau d’activation est un élément important de ces voies de signalisation en

aval de cytokines et facteurs de croissance, en amont de mécanismes d’activation et de

prolifération. Cette régulation est opérée par les SOCS (Suppressors Of Cell Signaling) et les

PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT), deux boucles de rétrocontréle qui permettent une

régulation précise du niveau d’activation de cette voie de signalisation. En plus de ces

rétrocontréles, l'inhibition des voies JAK/STATs dépend aussi de l'activité de tyrosine

phosphatases, dont I'activité s’oppose aux STATs (Béhmer and Friedrich, 2014; Croker et al.,

2008; Liang et al., 2017; Linossi and Nicholson, 2015).
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Tableau 3: Exemples de génes ciblés par STAT3 et STAT5 impliqués dans des mécanismes de

progression tumorale. D’apres (Alvarez and Frank, 2004)

Protéine Fonction Gene

STATS3 Prolifération c-myc
Prolifération Cycline D1
Prolifération Cycline D2
Prolifération Cycline D3
Prolifération Cycline A
Prolifération P21 Cycline D1
Survie & | Pim-1 et Pim-2
Prolifération
Survie Survivine
Survie FAS
Survie MCL-1
Survie BCL-XL
Survie BCL-2
Angiogencse VEGF
Invasion / métastases | MMP-2
Transformation MMP-9

STATS Prolifération Cycline D1
Prolifération c-myc
Prolifération Cycline D2
Prolifération Cycline D3
Prolifération Cycline E
Survie BCL-XL
Survie Pim-1
Survie BCL-2

A.3.1. Les SOCS

Les SOCS sont une famille de 8 protéines possédant une région inhibitrice de kinases (KIR) et
deux domaines SH2 et SOCS. La majorité des études ont été faites sur SOCS1 et SOCS3 (Croker
etal., 2008) (Tableau 4). Pour SOCS1 les domaines KIR et SH2 permettent la liaison au domaine
kinase de la JAK induisant ainsi son inhibition compétitrice en bloquant le recrutement de la

STAT (Linossi and Nicholson, 2015). Pour SOCS3, les domaines KIR et SH2 permettent
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I'interaction avec le complexe récepteur/JAK, bloquant de facon incompétitive la
phosphorylation de la STAT. Le domaine SOCS permet la polyubiquitinylation et la dégradation
du complexe par le protéasome (Linossi and Nicholson, 2015).

Tableau 4 : Voies de signalisations ciblées par les SOCS. D’aprés (Croker et al., 2008)

SOCS Role démontré dans la signalisation de :
CIS Hormone de croissance (GH), prolactine, IL-2
SOCS1 IFN-y, IL-2 (famille)
SOCS2 GH
SOCS3 G-CSF, IL-6, LIF, IL-23, leptine
SOCS4 IL-2
SOCSS5 1L-4
SOCS6 Unknown
SOCS7 Unknown
A.3.2. Les PIAS

Les PIAS interagissent directement avec la forme dimérique, et donc activée, des STATSs. lls
empéchent leur translocation au noyau et donc leur activité transcriptionnelle (Niu et al.,
2018). Chez la drosophile, la surexpression de dPIAS permet de contrebalancer I'activation
constitutive de STAT92E (homologue des STATs de mammiféeres) induite par une leucémie et

est suffisante pour bloquer la signalisation JAK/STAT (Betz et al., 2001).

A.3.3. Les phosphatases

Les Protéines Tyrosine Phosphatases (PTPases) sont des enzymes qui fonctionnent a I'exact
opposé des tyrosines kinases. L’activation des voies JAK/STAT nécessite la phosphorylation du
domaine kinase de la JAK, du récepteur et de la STAT. Il n’est donc pas surprenant que des
PTPases puissent antagoniser cette signalisation sur ces différents niveaux (Béhmer and

Friedrich, 2014).

B. Inhibition des voies JAK et intérét thérapeutique

De nombreuses pathologies chroniques sont associées a une production importante de
cytokines pro inflammatoires, et notamment des cytokines qui agissent via la voie JAK/STAT.
Etant données les fonctions de ces cytokines dépendantes des voies JAK, les molécules ciblant

et inhibant ces voies JAK ont un potentiel immunomodulateur, antiprolifératif et anti-
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inflammatoire. Deux catégories de médicaments peuvent cibler les voies JAK/STAT : les
anticorps monoclonaux dirigés contre les cytokines ou leurs récepteurs et des inhibiteurs

et/ou des petites molécules chimiques inhibitrices des JAKs et / ou des STATSs.

B.1. Les anticorps monoclonaux

L'utilisation d’agents biologiques en thérapie est assez récente. L'OKT3 (Muromonab) a été le
premier anticorps monoclonal a obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en
1986 dans la prévention du rejet de greffe (Leavy, 2010). Cet anticorps cible et bloque la chaine
CD3 du récepteur des cellules T. Cependant son utilisation a été limitée a cause d’effets
secondaires importants (Sgro, 1995). Depuis, d’autres anticorps monoclonaux, ciblant des
cytokines ou leurs récepteurs, ont été développés avec l'objectif de bloquer le plus
spécifiguement possible la voie de signalisation dans un contexte pathologique. Les plus
connus sont les anti-TNFa (Etanercept, Adalimumab, Infliximab, Certolizumab, Golimumab),
utilisés dans les maladies auto-inflammatoires, la polyarthrite rhumatoide, la dermatite
atopique, la maladie de Crohn ou la Spondylarthrite Ankylosante. On peut aussi citer les anti-
IL-1 (Canakinumab), anti-IL-6R (Tocilizumab, Sarilumab) ou I'anti IL-12/1L-23 (Ustekinumab)
(Lai and Dong, 2016). Cet arsenal thérapeutique a permis de contréler I'inflammation et de
réduire efficacement les symptomes. Cependant, I'un des grands freins a I'utilisation des
anticorps monoclonaux est leur immunogénicité. La reconnaissance des anticorps étrangers
par le systéme immunitaire favorise leur élimination et réduit leur efficacité. Environ 30% des
patients ne répondent pas ou ne répondent plus a ces biothérapies (So, 2007). Pour contrer
cette immunogénicité, deux stratégies sont développées. Soit les anticorps sont humanisés
pour réduire directement leur immunogénicité, soit ils sont administrés en thérapie combinée

avec des immunosuppresseurs.

B.2. Les inhibiteurs de JAK/STAT

Les inhibiteurs de JAK sont des petites molécules chimiques de 300 a 500Da capables de se
fixer dans la poche catalytiqgue du domaine kinase des JAKs, ou sur les sites SH2 et de liaison a
I’ADN des STATs (Deuse et al., 2008; Furgan et al., 2013). Contrairement aux anticorps
monoclonaux qui se fixent sur des cibles extracellulaires, les inhibiteurs de JAK et STAT sont
capables de pénétrer les épithéliums et la membrane cellulaire, augmentant ainsi I'éventail

des cibles potentielles (Bos and Meinardi, 2000; Nakajima et al., 2016; Nakamura et al., 2017).
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Finalement, I'efficacité des inhibiteurs de JAK et des anticorps monoclonaux permet de
posséder un éventail thérapeutique permettant de cibler les voies cytokiniques suivant
différentes modalités, soit de facon trés précise avec des anticorps monoclonaux, soit de facon
un peu plus large en utilisant des inhibiteurs de JAK / STAT. Comme nous I'avons vu, les JAKs
et les STATs sont des protéines trés conservées, notamment les sites qui portent la fonction
des protéines, de forte homologie. Il est donc compliqué de développer une molécule capable
de se lier uniquement a I'une ou l'autre des JAKs, ou des STATs. C'est pourquoi la vaste
majorité des inhibiteurs sur le marché ne possédent pas une spécificité stricte envers un
membre de ces deux familles, mais vont étre capables d’en lier plusieurs avec des affinités
plus ou moins fortes (McLornan et al., 2021). Le Tofacitinib par exemple, premier inhibiteur
de JAK a avoir recu une AMM était initialement décrit comme un inhibiteur spécifique de JAK3
(Changelian et al., 2003), avant d’étre reclassé comme inhibiteur JAK1/JAK3, avec une activité
plus faible sur JAK2 et TYK2, faible spécificité que I'on retrouve pour de nombreux autres
inhibiteurs de JAK (Traves et al., 2021) (tableau 5). Cette variation dans la spécificité des
inhibiteurs de JAK pour leurs cibles va renforcer d’autant plus I'importance de choisir I'une ou
I'autre de ces molécules dans une stratégie thérapeutique, ou la faible spécificité peut étre
une modalité recherchée, ou a éviter (Alves de Medeiros et al., 2016; Ghoreschi et al., 2011;
Moodley et al., 2016; Tefferi and Pardanani, 2011). Les inhibiteurs de JAK doivent se trouver
a l'interface entre une inhibition suffisamment large pour étre efficace dans un contexte
pathologique, mais aussi suffisamment précise pour ne pas entrainer une immunosuppression
trop importante pouvant elle aussi devenir délétere. Cette dualité est a évaluer et a définir

pour chaque contexte pathologique.
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Tableau 5 : Inhibiteurs de JAK et leur effet sur la signalisation de différentes cytokines (ICso) D’apreés
(Traves et al., 2021)

Table 1 JAKinib IC,; values in CD4+ T-cells, monocytes and NK cells from whole blood assays

CD4+ T-cells Monocytes NK cells

BARI  FIL MET TOFA UPA BARI FIL MET TOFA  UPA BARI FIL MET TOFA  UPA
Stimulation/pSTAT IC,, nM
JAK2/JAK2 or JAK2/TYK2-dependent cytokines
G-CSF/pSTAT3 NS 81 4977 50215 292 81 NS
GM-CSF/pSTATS NS 127 9916 102910 510 74 NS
IL-12/pSTAT4 NS NS 269 10351 221771 1216 364
JAK1/JAK2/TYK2-dependent cytokines
IFNo/pSTAT1 50 1096 17161 98 30 192 4560 91078 393 83 131 2440 41161 256 117
IFNo/pSTAT3 39 871 12644 80 24 40 991 15793 86 17 30 675 8620 60 25
IFNo/pSTATS 28 638 9587 49 17 25 613 9518 51 n 34 507 7484 50 26
IFNY/pSTAT1 NS 74 4138 62374 228 58 NS
IL-6/pSTAT1 29 783 5637 63 27 39 1011 10019 84 22 NS
IL-6/pSTAT3 274 5435 62680 644 225 161 3527 49109 368 100 NS
JAK1/JAK3-dependent cytokines
IL-2/pSTAT5 40 988 14079 40 21 NS 80 2153 23824 87 56
IL-4/pSTAT6 73 1458 39420 77 36 53 1337 36537 116 32 40 869 20984 45 25
IL-15/pSTAT5 38 967 14326 39 21 NS 83 2044 27540 93 58

G-CSF, GM-CSF, IFNo, IFNY, IL-6, IL-2, IL-4 and IL-15 reported IC,; values are based on the average of duplicates from 7-10 healthy volunteer whole blood.

BARI, baricitinib; FIL, filgotinib; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor; IC, half maximum inhibitory
concentration; IFN, interferon; IL, interleukin; JAK, Janus kinase; JAKinib, Janus kinase inhibitor; MET, major metabolite of filgotinib (GS-829845); NK, natural killer cell; NS, not
sampled; pSTAT, phosphorylated signal transducer and activator of transcription; TOFA, tofacitinib; TYK2, tyrosine kinase 2; UPA, upadacitinib.

C. Ladermatite atopique

La Dermatite Atopique (DA), encore appelée eczéma atopique est une maladie inflammatoire
chronique. Tres fréquente, elle se développe a tous les ages, principalement pendant
I’enfance ou elle affecte 20% de la population dans les pays développés (Odhiambo et al.,
2009; Silverberg and Hanifin, 2013). Les signes cliniques sont trés hétérogenes (Williams,
2000), pouvant se déclarer a n‘importe quel age. Il existe une grande majorité de formes
légéres a modérée de la maladie qui se résorbent avec le temps, généralement au passage de
I’adolescence a I'age adulte (Abuabara et al., 2018b). Les formes les plus sévéres touchent
10% des patients et nécessitent leur prise en charge (Abuabara et al.,, 2018a). Cependant,
malgré sa fréquence, la DA est difficile a diagnostiquer en I'absence de tests spécifiques.
Aujourd’hui encore, le diagnostic de la DA ne repose que sur I’'examen clinique, qui s’appuie
sur différents critéres permettant de distinguer les principales conditions inflammatoires en
dermatologie. Ainsi la DA se caractérise par un prurit intense, des lésions eczémateuses. C’est
une pathologie qui évolue avec des phases aiglies et chroniques. La temporalité des phases
aiglies et chroniques est propre a chaque Iésion et les deux peuvent co-exister chez un patient.
En addition a ces caractéristiques essentielles a la définition de la DA, les patients peuvent
développer différents signes cliniques : chez le nourrisson, les |ésions peuvent se caractériser

par des plaques érythémateuses diffuses et des excoriations au niveau de la face, des joues et
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de la poitrine. Chez I'enfant, les lésions sont plus localisées, principalement au niveau des
articulations, avec un asséchement (xérosis) un épaississement (lichénification) de la peau.
Chez I'adolescent et I'adulte, les lésions sont plus diffuses et se concentrent au niveau des
mains, de la téte et du cou (Brenninkmeijer et al., 2008). Pour se retrouver dans cette disparité
de symptomes, la sévérité de la DA peut étre mesurée a I'aide de scores, le plus connu et
largement utilisé étant le SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis). Le SCORAD est un score
composite composé pour 60% d’attributs cliniques, 20% d’évolution de la pathologie et 20%
de ressenti subjectif du patient (Schmitt et al., 2009). D’autres scores existent reprenant la
méme base, orientés uniquement sur des signes cliniques et sur I’évolution de la pathologie
comme I'EASI (Eczema Area and Severity Index), a 50% sur 'intensité des lésions et 50% sur
leur évolution, ou au contraire mettant I'accent sur la qualité de vie du patient PO-SCORAD,
DLQI, ADCT (Patient Oriented SCORAD, Dermatology Life Quality Index, Atopic Dermatitis
Control Tool). Néanmoins, malgré la multiplication des scores utilisables, et la diversité des
critéres pris en compte, 'utilisation de valeurs seuils appropriées leur permet de classer les

patients en groupes de DA légere, modérée et sévére (Chopra et al., 2017; Spuls et al., 2017).

Comme pour de nombreuses maladies auto-immunes ou allergiques, le risque de développer
une DA dépend de nombreux facteurs environnementaux (Williams, 2000). Parmi ces facteurs,
on retrouve de nombreux agents microbiens, notamment staphylococcus aureus, qui est
I’espéce la plus représentée dans le microbiote de plus de 90% des patients DA, et en majorité
absolue sur les sites Iésionnels (Totté et al., 2016). Le réle du genre Malassezia a été plus
récemment mis en évidence dans la dysbiose cutanée de la DA (Bjerre et al., 2021) et plus
particulierement dans les formes cervico-faciales. En interagissant avec la barriére cutanée et
induisant des modifications immunitaires, ce microbiote spécial favorise l'inflammation

chronique, notamment lors d’une dysbiose précoce (Meylan et al., 2017).

L'alimentation est aussi une forte composante étiologique de nombreuses allergies,
fréquentes chez I'enfant, dont la DA (Sampson, 2016). Le lien entre alimentation et
dermatoses atopique a été tres étudié (Barnetson and Merrett, 1983; Bever et al., 1989;

Pourpak et al., 2004).
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La pollution (microparticules, NO2, Os) tend aussi a aggraver les symptdmes de maniere
générale (Kim et al., 2021). Enfin, un dernier élément important de I'environnement lié a la
DA, est le climat. L'effet saisonnier de la DA, est variable entre les patients. Chez certains
patients, les signes cliniques sont plus importants pendant I’hiver. Pour d’autres patients, ce
sera au printemps, 'automne ou I'été (Morren et al.,, 1994). Cet effet est causé par de
multiples facteurs comme la température, la luminosité ou le vent. Et d’'une maniére générale,
les extrémes sont a éviter pour les patients : la ou le froid et le vent asséchent la peau et
favorisent la xérose, ils évitent aussi I’exces de sueur dont I'acidité favorise le prurit (Murota
et al., 2019). L'action de ces modificateurs météorologiques est donc a intégrer dans une

multitude de cofacteurs dont I’'équation globale est encore aujourd’hui loin d’étre comprise.

C.1. Physiopathologie
C1.1. Altération de la barriére cutanée

Chez les patients atteints de DA, on retrouve fréquemment des mutations dans des genes
impliqués dans l'intégrité de la peau. Les mutations les mieux documentées dans la DA se
trouvent sur le géne de la filaggrine, codant normalement pour une protéine de structure de
la peau impliquée dans le maintien de la barriére cutanée et muté chez 20-40% des patients
(Sandilands et al., 2007). Ces mutations qui multiplient par 3 a 5 le risque de développer la DA
sont aussi retrouvées dans de nombreux cas d’allergies cutanées, alimentaires ou encore dans
I’'asthme (Irvine et al., 2011; Rodriguez et al., 2009). Outre des protéines structurelles, on
retrouve aussi des mutations dans différents génes associés au systéeme immunitaire,
notamment au niveau du locus 5g31.1 dans lequel on retrouve les génes de différentes
cytokines de type 2 dont I'lL-4 et I'IL-13 (Koh et al., 2010; Weidinger et al., 2018). |l existe donc,
chez ces patients, un terrain favorisant le contact entre le systeme immunitaire et des
antigénes exogénes, au travers d’une barriere cutanée incapable de remplir son role
immunologique. La fragilité de ce terrain est accrue par les signes cliniques de la DA,
notamment par le prurit qui induit des dommages physiques lors du grattage ou par la
dysbiose microbienne quifavorise I’activation de I'immunité. Les mutations connues associées

a une susceptibilité accrue a la DA sont listées tableau 6.
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Tableau 6 : Mutations connues associées a la DA. D’aprés (Weidinger et al., 2018)

Locus

Génes

Fonctions

Voies cytokiniques

2q12.1

3p22.3

5pl3.2

5q22.1

10p15.1

17q21.2
20q13.33

ILIRLI

ILISRI
ILISRAP
CCR4

IL7R

TSLP

ILI5RA

IL2RA
STAT3
TNFRSF6B

Sous-unité du récepteur a I’IL-33 ; impliqué dans la fonction des lymphocytes
T CD4+

Sous-unité du récepteur a I’IL-18 ; Impliqué dans la régulation de la réponse
inflammatoire via NF-kB

CC-chemokine receptor; Impliqué dans la migration cellulaire

Sous-unité du récepteur a I’'IL-7 et au TSLP ; impliqué dans la prolifération

de progéniteurs lymphocytaires, le relargage de chimiokines et I’induction des
réponses T CD4+ de type 2

Impliqué dans release le relargage de chimiokines et 1’induction des réponses
T CD4+ de type 2

Sous-unité du récepteur a I’'IL-15 ; impliqué dans la prolifération et la
stimulation lymphocytaire

Sous-unité du récepteur a I’'IL-2 ; impliqué dans la prolifération et la
stimulation lymphocytaire

Facteur de transcription ; Impliqué dans la transduction de signaux

Membre des récepteurs de la famille du TNF ; Impliqué dans la protection
contre I’apoptose

Différenciation leucocytaire

1g21.3
4q27

5q31.1

7p22.2
11q13.5

14q13.2

IL6R

L2

1121

L4

IL13
CARDI1
LRRC32

PPP2R3C

Sous-unité du récepteur a I'IL -6 ; Impliqué dans la différentiation
lymphocytaire, notamment des lymphocytes B

Impliqué dans la différenciation, activation et prolifération de différents types
immunitaires (Lymphocytes B et T, macrophages et natural killer)

Impliqué dans la prolifération des lymphocytes B et la commutation de classe
en IgE

Impliqué dans la signalisation TCR et I’activation de la voie NF-kB
Impliqué dans la régulation des lymphocytes T régulateurs et du TGF

Impliqué dans la régulation de phosphatases et I’AICD (activation-induced
Cell Death)

Facteurs de transcription

1921.2
8g21.13
9p21.3
17q21.32-
q21.33

CIART
Z/BTB10
DMRTAI

ZNF652

Activité structurale

Impliqué dans la répression de la transcription associée au cycle circadien
Facteur de transcription
Facteur de transcription

Facteur de transcription

1g21.3
2q24.3

19p13.2

FLG

\XIRP2
IACTL9
IADAMTSI0

Impliqué dans la différenciation épidermale terminale

Impliqué dans le cytosquelette d’actine, les jonctions cellulaires et la
protection des filaments d’actine contre la dépolymérisation

Impliqué dans la fonction du cytosquelette

Impliqué dans ’activité des métalloprotéases et la production de la matrice
extracellulaire
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Présentation antigénique

C-type lectine spécifique du mannose ; récepteur des cellules de Langerhans ;
impliqué dans la présentation antigénique

6p21.32 HLA-DRBI |Impliqué dans la présentation antigénique, CMH de classe II

6p21.33 HLA-B Impliqué dans la présentation antigénique, CMH de classe |

2p13.3 CD207

Régulation de la production cytokinique

Impliqué dans la régulation du systéme immunitaire inné, production de
cytokines pro-inflammatoires, inhibition de 1’apoptose

Facteur de transcription; Impliqué dans le contréle de 1’expression
cytokinique

11pl5.4  |[NLRPIO

11924.3 ETS1

Modifications post-transcriptionnelles

2pl16.1-p15 ’PUSIO ’Impliqué dans les modifications post-transcriptionnelles de I’ARN

Inconnu
2p25.1 ’LINC00299 ’Long non-coding RNA

Transport membranaire

3p21.1 RETI Impliqué dgns le transport d’oligosaccharides vers la lumiére u réticulum
endoplasmique
C.1.2. Inflammation cutanée

Outre les signes cliniques de la disruption cutanée, la DA est caractérisée par une activation
caractéristique de I'immunité, partant de signaux exogenes pour produire une inflammation
de type 2 atypique dans les phases les plus aigués, et une inflammation de type 1 pendant les
phases chroniques. Afin de mieux cerner la pathologie et pour proposer des options
thérapeutiques adaptées, il est important de comprendre les signaux impliqués dans cette

inflammation et toute la cascade de dérégulation immunologique.

C.1.2.1. Cellules résidentes et alarmines

Méme si les mécanismes exacts sont encore mal connus, ils nécessitent 'action des
composantes innées et adaptatives du systéme immunitaire. La premiére ligne de
reconnaissance du systéme immunitaire se compose de cellules résidantes dans la couche de
Malpighi de I'épiderme ; les cellules de Langerhans (LC), cellules dendritiques (DC) résidentes
présentes dans |I"épithélium et les mugueuses. Dans une peau saine, le role de ces cellules est
de surveiller la pénétration de microbes dans I'organisme, le plus souvent suite a une blessure,

et de transmettre l'information via des messagers solubles (alarmines) a travers tout
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I'organisme. Cependant, dans la DA, l'intégrité de la peau étant diminuée, cela favorise
I’activation de ces cellules. Comme I'ont montré Yoshida et al., les cellules résidentes sont plus
nombreuses dans |'épiderme au niveau des sites lésionnels de patients atteints de DA et
forment un réseau beaucoup plus important de dendrites, des élongations de cytoplasme leur
permettant de couvrir plus de surface et de s’insérer entre les jonctions serrées formant la

barriere épithéliale (Yoshida et al., 2014).

Ainsi la reconnaissance de différents signaux est potentialisée au niveau des sites |ésionnels.
En premier lieu, les LC sont capables de capturer différents antigénes viraux et bactériens par
phagocytose, macropinocytose ou endocytose a récepteurs, pour les présenter sur le CMH de
classe Il (Reis and Austyn, 1993; Sparber et al.,, 2010). Une seconde voie de capture des
antigénes est I'entrée directe dans le cytosol, lors d’'une infection virale par exemple pour
appréter des peptides issus de la transcription du génome viral par les LC sur le CMH de classe
I. Enfin, la présentation croisée, permet aux particules capturées de facon active par la cellule
(phagocytose, macropinocytose, endocytose a récepteurs) d’étre transférées sur des CMH de
classe | pour potentiellement activer des lymphocytes T CD8 par des virus n’infectant pas les

LC (Sallusto et al., 1995).

En plus du signal antigénique, les LC sont capables d’'intégrer deux types de signaux, des
signaux de danger (Danger Associated Molecular Pattern, DAMP) et des signaux associés aux
pathogenes (Pathogen Associated Molécular Pattern, PAMP) orientant la réponse
immunitaire vers l'inflammation ou la tolérance. Pour opérer ce choix, les LC possedent
plusieurs récepteurs regroupés sous la dénomination des Pattern Recognition Receptors (PRR)
leur permettant d’intégrer le maximum d’informations dans leur environnement direct. Dans
les LC, I'analyse de I'expression des différents Toll-Like Receptors (TLR), sous ensemble
membranaire et intracellulaire des PRR, a montré que ces cellules exprimaient les TLR1, 2, 3,
6 et 9 (Flacher et al., 2006; Peiser et al., 2008). Les TLR1, 2 et 6 permettent la reconnaissance
de différents types de lipopeptides : Le TLR1 permet de lier des lipopeptides diacyls tandis que
le TLR6 est spécifique des lipopeptides triacyls. Le TLR2 a une spécificité plus large
reconnaissant le peptidoglycane et I'acide lipotéichoique des bactéries gram-positives, des
lipoprotéines de certaines bactéries gram-négatives (Mycoplasma fermentans, Treponema

pallidum, and Borrelia burgdorferi), mais aussi le lipoarabinomannane issus de mycobactéries,
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le glycosylphophatidylinositol, la forme soluble de la moduline, le zymosan et de nombreux
autres glycolipides (Takeuchi et al., 2002, 2001). Le TLR3 est impliqué dans la reconnaissance
d’ARN double brins, absents du régne animal et spécifiques a certains virus (Alexopoulou et
al., 2001). Il est intéressant de noter que les LC ne possedent pas tout I'éventail des TLRs
(résumés dans le Tableau 7), et sont notamment incapables de reconnaitre le LPS, composant
majeur de la membrane des bactéries gram-négatives, via I'absence de TLR4 (Flacher et al.,

2006).

Tableau 7 : TLRs et leurs ligands connus, D’aprés (Takeda and Akira, 2015)

TLR Ligands

TLR1 Lipopeptides Triacylés

TLR2 Peptidoglycane
Lipopeptides, acide lipotéichoique, lipoarabinomamman, GPI anchors,
phenol-soluble modulin, zymosan, glycolipides

TLR3 dsRNA

TLR4 LPS, Taxol, protéine de fusion RSV, protéine de I'enveloppe MMTV, ligands
endogénes (HSPs, fibronectine, acide hyaluronique)

TLR5 Flagelline

TLR6 Lipopeptides Diacylés

TLR7 ssRNA, imidazoquinolines

TLR8 ssRNA, imidazoquinolines

TLR9 ADN CpG

TLR10 unknown

TLR11 Profiline, Flagelline

TLR12 Profiline

TLR13 ARN ribosomal 23S bactérien

L’engagement des TLR, et I'activation subséquente des LC a deux conséquences principales :
tout d’abord, cela induit la production de cytokines, dont la composition varie selon le ligand
détecté. En présence d’une stimulation TLR2/TLR6 par le peptidoglycane, les LC produisent de
I'lL-10 in vitro, cytokine anti-inflammatoire, suggérant une fonction spécifique dans la
tolérance aux bactéries commensales, gram-positives (Flacher et al., 2006). Outre ce cas
spécifique, la stimulation des LC, induit la production de cytokines pro-inflammatoires (Flacher
et al., 2006; Peiser et al., 2008) notamment de I'lL-6 et du TNFa, mais aussi I'lL-8, cytokine
chimioattractante qui favorise I'adhésion des granulocytes, monocytes, lymphocytes T, NK et
macrophages sur les cellules endothéliales pour induire leur recrutement sur le site de

production (Russo et al., 2014). En plus des TLRs, Bruynzeel-Koomen et al., ont détecté en
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1986 la présence d’IgE a la surface des LC de patients DA (Bruynzeel-Koomen et al., 1986). La
liaison des IgE sur leur récepteur FCeR1, fortement exprimé a la surface des LC de patients DA
(Wollenberg et al.,, 1999) induit la production d’IL-8, de CCL2 et d’IL-16, 3 cytokines
chimioattractantes (Reich et al., 2001). Limplication de chacun de ces signaux dans

I’activation des LC au niveau des sites lésionnels reste encore mal compris.

C.1.2.2. Phase aiglie

A la suite de I'activation des LC, les signaux transmis par le TNFa favorisent leur migration en
diminuant I'expression de I'E-cadherin, molécule participant a la formation et la structure des
épithéliums, de CCR1 et de CCR5, deux récepteurs aux chémokines favorisant la migration (ou
le maintien) dans les sites d’inflammation, et augmentant I'expression de CCR7, récepteur aux
chimiokines favorisant la migration vers les organes lymphoides secondaires. A la Suite de ces
modifications, les LC quittent le site d’inflammation pour présenter les fragments d’antigenes

gu’elles ont pu capter (Cumberbatch et al., 2000).

En présence de TNFa sur le site d’inflammation, les kératinocytes produisent des cytokines
pro-inflammatoires appelées alarmines telles que la Thymic Stromal LymphoPoiétine (TSLP),
I'IL-25, I'IL-33 ou la Thymus and Activation Regulated Chemokine (TARC). Ces alarmines sont
largement diffusées dans le microenvironnement (Humeau et al., 2022) et participent a
I’activation des réponses de type Th2 qui favorisent I'immunité humorale. L'inflammation de
type 2 est induite par différentes cellules : les lymphocytes T CD4+ Th2 qui produisent de
fortes quantités de cytokines, les lymphocytes T CD4+ Th22, les ILC2 et les lymphocytes T CD8+
Tc2 (Langan et al.,, 2020). En réponses aux alarmines, dans la DA, ces cellules produisent
principalement de I'lL-13, de I'lL-31 et de I'lL-5. Cette production cytokinique massive dans le
microenvironnement lésionnel est a I'origine I’activation des cellules effectrices (Lymphocytes
B, éosinophiles) et du prurit.

C.1.2.2.1. Recombinaison isotypique des IgE induit par I'lL-13 et le CD40

La recombinaison isotypique (CSR) est un processus qui se produit dans les lymphocytes B
naifs dans les organes lymphoides secondaires. Avant la CSR, les Ig présentes sur les
lymphocytes B possedent une région constante M (Cu) issue de la transcription du géne du
BCR (régions V, D, J et Cp). La CSR des IgE peut étre initiée par le signal IL-13/JAK1/TYK2 qui

induit la phosphorylation de STAT6 sur les lymphocytes B (Graber et al., 1998). En coopération
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avec AP-1, induit par le CD40, STAT6 peut se fixer au promoteur de lg, permettant la

transcription de 'unité le/Se/Ce (Geha et al., 2003; Hebenstreit et al., 2006).

La séquence ARN de Se est riche en guanosines, ce qui augmente la probabilité d’hybridation
avec leurs séquences complémentaires sur I’ADN. Cette hybridation conduit a la présence
d’un fragment d’ADN simple brin (Roy et al., 2008; Yu et al., 2003). Les fragments d’ADN
simples brins peuvent lier une cytidine désaminase inductible (AID), qui désamine les
deoxycytidines (dC) en deoxyuridines (dU). Ces mutations peuvent mener a des cassures de

I’ADN, a la fois dans la région Su (précédant la région Cu) et dans la région Se.

La réparation de ces cassures de ’ADN peut entrainer I'excision du fragment situé entre ces
deux régions, ce qui permet le rapprochement de la région Ce de la région VDJ induisant ainsi
la CSR des IgE (Punnonen et al.,, 1993; Tong and Wesemann, 2015). Les IgE, ne sont pas
présents chez tous les patients atteints de DA et contribuent a la réactivation du systeme

immunitaire suite a une premiére inflammation.

L’IgE est une immunoglobuline principalement associée aux allergies permettant de faciliter
la présentation des antigenes (IgE-FAP) aux lymphocytes T, diminuant fortement le seuil de
détection des antigenes grace a ce mécanisme (Villazala-Merino et al., 2020; Eckl-Dorna et al.,
2019). Les IgE jouent aussi un role dans la dégranulation de cellules présentant le FceR1
(Mastocytes, basophiles) et la libération d’histamine (Church and Hiroi, 1987; Nejad and
MacGlashan Jr., 2018). Les IgE sont importantes dans I'immunité antiparasitaire. Dans certains
cas, ces IgE peuvent étre dirigés contre une substance allergene. Cependant ce mécanisme ne

concerne qu’une partie des patients.

C.1.2.2.2. Induction du prurit par I'lL-31 et les alarmines

L'IL-31, principalement produite par les lymphocytes T et les cellules dendritiques immatures
dans un contexte d’inflammation de type Il au niveau des sites lésionnels agit sur son
récepteur IL-31R (IL-31Ra + OSMRP). Ce récepteur est notamment exprimé sur les neurones
sensoriels et entrainant l'activation des voies JAK (JAK1/TYK2/STAT3) (Diveu et al., 2004).
Cette activation permet I’envoi d’un signal associé a une sensation de démangeaison par le

systéme nerveux central (Cevikbas et al., 2014; Ruzicka et al., 2017; Wilson et al., 2013; Yang
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and Kim, 2019; Sténder et al., 2003). En addition du signal nerveux, I'lL-31 induit la production
du peptide natriurétique cérébral (BNP) augmente la production de diverses facteurs (CXCL10,
IL17A, MMP9) favorisant I'inflammation et le recrutement cellulaire par les kératinocytes, qui
vont en retour favoriser une nouvelle libération de médiateurs pruritogénes par les neurones
sensitifs environnant (Meng et al., 2018). La nature chronique de la dermatite atopique
entraine également des altérations du systéme nerveux, notamment une hyperinnervation et
une augmentation de l'expression des facteurs de croissance nerveuse, ce qui exacerbe

encore la réponse pruritogene (lkoma et al., 2006; Yoshioka et al., 2021).

C.1.2.2.3.  Activation des éosinophiles par I'lL-5

I'IL-5 est une cytokine permettant I’activation des éosinophiles (Rothenberg and Hogan, 2006)
et la DA est associée a une hyperéosinophilie (Celakovska and Buka¢, 2016). Cette activation
des éosinophiles est caractérisée par leur dégranulation, avec I'augmentation du relargage de
protéines de leurs granules (Major Basic Protein-1 et 2 (MBP-1, -2), Eosinophil Cationic Protein
(ECP) et Eosinophils Derived Neurotoxin (EDN)) dans le sang et sur les sites lésionnels
(Leiferman, 1994), ce qui suggere une activité cytotoxique au niveau de |'épithélium, ce qui
contribuerait a sa fragilisation. Enfin, les éosinophiles produisent de I'IL-12 en réponse a une
inflammation de type 2 permettant un switch vers une inflammation de type 1 (Grewe et al.,

1998) .

C.1.2.3. Phase chronique

Les lésions chroniques de la DA sont caractérisées par une inflammation de type Th1/Th17 et
la surexpression des cytokines associées (IFNy, IL-17, IL-22) (Esaki et al., 2016) mais l'initiation
de ces réponses et leur importance sont encore mal comprises (Gittler et al., 2012). Les
différentes étapes de I'inflammation locale de la DA ainsi que les acteurs mis en jeu ont été

résumés par (Langan et al., 2020) (Figure 2).
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Figure 2 : Mécanismes et acteurs de I'inflammation dans la DA (tiré de Langan et al., 2020)

C.1.3. Importance des différents acteurs de la réponse Th2 dans les phases
aiglies de la DA

La DA est trés largement caractérisée par une forte inflammation et par la production
importante des interleukines 5, 13 et 31 (Esaki et al., 2016). En ceci, I'inflammation de la DA
se différencie d’une inflammation de type 2 classique par une augmentation faible d’IL-4 (Tsoi
et al., 2019). Cette spécificité souléve des questionnements sur I'origine de ces cytokines pro-
inflammatoires. Il est souvent admis que les lymphocytes T CD4+ sont une population centrale
dans le développement de la DA, sans action directe contre le pathogéne, ils permettent
cependant I'activation des cellules pathogéniques (lymphocytes B, Mastocytes, granulocytes)
via une production cytokinique importante (Burstein and Abbas, 1991; Horowitz et al., 2010;
Zhai et al., 2003). Cependant, différents arguments pointent le réle d’autres populations que
les lymphocytes T CD4+ : Les lymphocytes T CD8+ des sites |ésionnels de patients atteints de

DA modérée a sévere ont un profil de production cytokinique semblable a ce que I'on retrouve
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dans le microenvironnement a savoir une production d’IL-13 en absence d’IL-4 |13 ou ces deux
cytokines sont produites en paralléle par les lymphocytes T CD4+ (Hijnen et al., 2013). De plus,
les lymphocytes T CD8+ infiltrent le microenvironnement dans les heures qui suivent
I’exposition aux allergenes présents dans les patchs de tests atopique (atopy patch test), alors
gue le recrutement de lymphocytes T CD4+ n’est visible qu’a 48h (Hennino et al., 2011). Une
étude récente a utilisé le modéle murin pour évaluer le réle des lymphocytes T CD4+ et CD8+
dans l'initiation de la DA. En bref, dans un modele murin de DA induit par Dermatophagoides
farinae, I'inhibition spécifique des lymphocytes T CD8+ par des anticorps bloquants (clone 53-
6.72) permet de réduire significativement I'inflammation, mais pas I'inhibition des
lymphocytes T CD4+ par des anticorps bloquants (clone GK1.5) (Mizutani, 2020). Les
lymphocytes T CD8+ seraient donc important dans l'initiation de I'inflammation mais pas les
lymphocytes T CD4. L’analyse en scRNAseq de biopsies de sites Iésionnels montre qu’une plus
grande proportion de lymphocytes T CD8 est engagée dans I'axe Tc2 que de lymphocytes T
CD4+ sont engagés dans I'axe Th2 (Zhang et al., 2022). De plus, les lymphocytes T CD8+ mais
pas les lymphocytes T CD4+ sont significativement plus activés dans les sites lésionnels que
dans les sites non Iésionnels et que dans la peau de volontaires sains (Zhang et al., 2022). En
résumé, de nombreuses études pointent I'importance des lymphocytes T CD8+ dans

I'induction des mécanismes effecteurs de la DA.

C.2. Traitements actuels de la dermatite atopique

Il 'y a actuellement aucun traitement curatif a la DA et Les thérapies actuelles visent a
contréler 'avancée de la pathologie sur le long terme. Ces traitements sont principalement a
visée immunosuppressive, et dans I'optique de I'amélioration de la qualité de vie du patient,
doivent minimiser a la fois les symptomes de la DA et les effets secondaires liés a

I'immunosuppression ou a la toxicité.

C.2.1. Local vs systémique

Pour traiter la DA, les traitements peuvent étre administrés soit en systémique, par voie orale
ou par injection intraveineuse, soit de maniére locale, par injection intradermique ou
application de pommades diffusant a travers |I'épiderme. L’administration locale permet de ne
cibler que les sites lésionnels inflammés, et ainsi de réduire le risque d’infections
opportunistes. lls permettent aussi généralement de réduire la dose administrée, diminuant

ainsi une potentielle toxicité. Au contraire, 'administration systémique est plus lourde pour
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le patient, cependant cela permet de cibler toutes les niches dans lesquelles se trouvent les

cellules immunitaires, dont les OLII, qui ne sont pas ciblés par les traitements locaux.

C2.2. Dermocorticoides et inhibiteurs de la calcineurine

En France, les traitements de la DA font souvent appel a des pommades contenant des
corticoides. Le choix du corticoide d’activité forte (classe 1) ou faible (classe 4) dépend de la
sévérité de la pathologie. L'utilisation de dermocorticoides d’activité forte sur une durée
prolongée peut fragiliser la peau, ils ne sont donc pas recommandés sur de longues durées et

leur utilisation est limitée a des cures intermittentes (Weidinger et al., 2017).

En cas d’échecs des corticoides, le médecin peut proposer un traitement immunosuppresseur
principalement a base de tacrolimus ou de ciclosporine. Il peut aussi étre utilisé comme
traitement d’entretien en cas de phases aigues fréquentes, lorsque les corticoides ne sont pas
conseillés (Eichenfield et al., 2014; Wollenberg et al., 2018). Si la combinaison successive de
ces deux traitements obtient une bonne efficacité pour la majorité, une fraction non
négligeable des patients est en échec de traitement, (pas ou perte d’efficacité), non tolérant
(effets secondaires importants) ou en contre-indication (age, insuffisance hépatique,
insuffisance rénale, allaitement). Il a donc fallu étendre la gamme de thérapies, ce qui a poussé

au développement des biothérapies et des inhibiteurs de JAK.

C.2.3. Signaux cytokiniques

C.2.3.1. Biothérapies

Bien que de nombreuses voies de signalisation soient impliquées dans la DA, la forte activation
des cytokines responsables des réponses Th2, et notamment I'lL-13 sont le mécanisme
central. Cibler spécifiquement cette signalisation est donc un choix thérapeutique. Le
Dupilumab, anticorps monoclonal dirigé contre la chaine alpha du récepteur de I'lL-4 permet
de bloquer les deux signalisations IL-4 et IL-13 qui se partagent cette chaine de récepteur.
Dans deux essais de phase 3, 51.3% et 44.2% des patients qui ont recu ce traitement ont vu
une réduction de leurs symptomes apreés 16 semaines (réduction de 75% du score EASI réalisé
avant traitement, EASI75) comparé a 14.7% et 25% dans les groupes témoins (Simpson et al.,
2016). De plus, le Dupilumab a aussi montré une efficacité comparable pour des patients non

répondants a la ciclosporine (Ariéns et al.,, 2020). Dans ces essais cliniques, les effets
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secondaires du Dupilumab sont faibles, principalement associés a des problémes oculaires,
conjonctivites. A I'heure actuelle, le Dupilumab est le seul anticorps monoclonal ayant recu

une autorisation de mise sur le marché en Europe (2018).

C.2.3.2. JAKI

Puisque I'lL-13 n’est pas la seule cytokine impliquée dans la DA, et que nombre d’entre elles
sont dépendantes des voies JAK, les inhibiteurs de JAK sont intéressants pour compléter
I’éventail thérapeutique de la DA, notamment pour les molécules ayant une valence JAK1 et /
ou JAK3, permettant de cibler I'lL-13 (Malabarba et al., 1996). 3 inhibiteurs de JAK ont obtenu

une AMM en Europe dans la DA.

C.2.3.2.1. Olumiant — Baricitinib

Le baricitinib est une molécule de 371.4Da de valence JAK1/JAK2 (JAK1 ICso = 5.9nM ; JAK2 ICsp
=5.7nM ; TYK2 ICs0 = 53nM ; JAK3 ICs0 > 400nM) (Nezamololama et al., 2020) avec des ICso de
30 a 60nM sur les voies JAK1/JAK3 dépendantes (IL-2, IL-4, IL-15, IL-21) sur les lymphocytes T
et JAK2 dépendantes (IL-3, G-CSF, GM-CSF) sur les monocytes (Mclnnes et al., 2019). Dans
deux essais de phase 3, la prise quotidienne de 4g de Baricitinib a un effet bénéfique (EASI75
pour 24.8% et 21.1% des patients contre 8.8% et 4.4% dans les groupes controle respectifs
ayant recu un placebo). Cet effet bénéfique est dose dépendant, avec une EASI75 de 18.7% et
17.9% dans les groupes de patients ayant recu une dose de 2mg de Baricitinib (Simpson et al.,
2020). Les effets secondaires sont semblables avec ce qui a été montré en rhumatologie a
savoir principalement des infections des voies respiratoires, mais aussi des infections
oculaires, des infections par I’herpés virus ou par le zona, des éruptions cutanées. Quelques
cas d’évenements thromboemboliques veineuses et un cas de thrombose artérielle ont été
rapportés durant les essais cliniques. La Haute Autorité de Santé (HAS) catégorise le service
médical rendu (SMR) par le Baricitinib faible di a une efficacité légerement plus faible que le
Dupilumab lors des essais cliniques de phase 3, sans toutefois qu’ils aient été comparés
directement et recommande I'utilisation pour les adultes atteints de DA modérée a sévere en
cas d’échec, d’intolérance ou de contre-indication a la ciclosporine. Il entre donc dans la méme
catégorie que le Dupilumab afin de pouvoir changer de traitements afin d’éviter des

phénoménes de résistance et des rechutes.
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C.2.3.2.2.  Cibingo — Abrocitinib

L’Abrocitinib est une molécule de 323.42g/mol de valence spécifique JAK1 (JAK1 ICso = 29nM ;
JAK2 IC50=803nM ; TYK2 IC50 = 1250nM ; JAK3 ICs0 > 10puM) (Nezamololama et al., 2020). Dans
un essai de phase 3 comparant I’Abrocitinib (200mg/jour et 100mg/jour au Dupilumab (dose
initiale de 600mg, puis 300mg/semaine) et a un placebo, la dose de 200mg/jour d’Abrocitinib
a montré une supériorité sur le placebo et le Dupilumab (EASI75 = 70.3% comparé a 58.1%
pour le Dupilumab et 27.1% pour le placebo a 12 semaines) avec une amélioration
significativement supérieure aux autres groupes sur le prurit dés deux semaines de
traitement. Les effets secondaires les plus cités associées a I’Abrocitinib sont des nausées
(11%) et de I'acné (6%) ainsi qu’une cytopénie, toutefois, il faut aussi noter de plus rares cas
de cancers cutanés, des signes cardio-vasculaires et thrombo-emboliques (Bieber et al., 2021).
Le SMR retenu par la HAS est important dans le traitement de la DA modérée a sévére de
I'adulte en cas d’échec, d’intolérance ou de contre-indication a la ciclosporine avec une
amélioration du service médical rendu (ASMR) mineure par rapport au Dupilumab malgré un
profil de tolérance moins favorable que celui du Dupilumab. Le suivi de parametres

hématologiques en paralléle du traitement est donc recommandé pour I’Abrocitinib.

C.2.3.2.3. Rinvoq - Upadacitinib

L’Upadacitinib (380.375g/mol), est aussi un inhibiteur de valence JAK1 spécifique JAK1 ICso =
45nM ; JAK2 ICs0 = 109nM ; TYK2 I1Cs0 = 4700nM ; JAK3 ICsp > 2100nM) (Nezamololama et al.,
2020). Lors de I'essai de phase 3 comparant I'efficacité de 30mg/jour d’Upadacitinib a une
prise initiale de 600mg, puis 300mg/semaine de Dupilumab, 71% des patients sous
Upadacitinib avaient obtenu une réduction de 75% des symptomes apres 16 semaines de
traitement contre seulement 61% des patients sous Dupilumab (Blauvelt et al., 2021). De
facon intéressante, cette étude est la seule a rapporter une diminution de 100% des
symptomes (EASI100) pour 27.9% des patients traités avec I'Upadacitinib (vs 7.6% des patients
traités avec le Dupilumab). Cependant, cette étude rapporte aussi que les patients sous anti-
JAK développent plus d’infections sérieuses (1.1%), herpés (2%) et anémie (2%) (Blauvelt et
al.,, 2021). Comme pour les autres anti-JAK, I'avis de la HAS retient un SMR important et un
ASMR V dans la stratégie incluant le Dupilumab chez I’adulte en cas d’échec, d’intolérance ou

de contre-indication a la ciclosporine.
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C.2.3.2.4. Contre-indications des anti-JAK

En raison de I'expérience encore limitée de ces médicaments, les données relatives a leur
sécurité, en particulier pendant la grossesse, sont rares. D’une maniere générale, les
inhibiteurs de JAK ont peu d’effets secondaires, qui se caractérisent principalement par une
sensibilité accrue aux infections due a leur action immunosuppressive et a l'effet de
I'inhibition de JAK2 dans les signalisations de I'érythropoiétine et de la thrombopoiétine, dont
I'inhibition sur le long terme induit anémie et thrombocytopénie (Verstovsek et al., 2017a; b,
2012).

Dans les études de reproduction animale, des effets feetocides et tératogenes ont été
observés lorsque des rates et des lapines enceintes ont recu du Tofacitinib pendant la période
d'organogeneése a des expositions multiples de respectivement 73 fois et 6,3 fois la dose
maximale recommandée de 10 mg deux fois par jour, (Pfizer Inc. Xeljanz Full Prescribing
Information 2019 https://labeling.pfizer.com/ShowLabeling.aspx?id=959#data). A cause de
ce risque, les protocoles d'essais randomisés contrdolés excluent les patientes enceintes et la
HAS recommande ['utilisation d'une contraception hautement efficace pour les femmes en
age de procréer pendant le traitement par n‘importe quel anti-JAK et jusqu’a quatre mois
apres la derniére prise. La dermatite atopigue est une pathologie qui se déclare chez I’enfant,
et il est nécessaire d’avoir des solutions thérapeutiques systémiques chez I'enfant et
I’adolescent puisque la ciclosporine n’est pas recommandée avant 16 ans. Cependant, les
voies JAK participent au développement et a I’homéostasie osseuse, notamment via les
membres de la famille de I'IL-6, et cette fonction est altérée par les anti-JAK (Murakami et al.,
2017; O’Brien et al., 1999). Pour ces raisons, les anti-JAK ne sont pas proposés aux enfants de

moins de 12 ans et uniquement aprés échec du Dupilumab entre 12 et 18 ans.

D. Objectifs du travail de these

Il n'y a actuellement aucun de traitement curateur de la DA. Il existe de nombreux enjeux au
développement de nouvelles molécules immunosuppressives efficaces dans le traitement de
la DA parmi lesquels on compte (1) la perte d’efficacité des traitements sur le long terme et la
nécessité d’alterner différentes thérapies, (2) le besoin de solutions adaptées a chaque
catégorie de la population, du jeune enfant a I'adulte et bien sdr, (3) un intérét économique

dans le développement d’'un médicament pertinent dans la prise en charge d’une pathologie
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fréquente chez ’'Homme, mais aussi chez I'animal de compagnie, avec une prévalence

similaire(Gedon and Mueller, 2018; Outerbridge and Jordan, 2021).

L’objectif premier de ce travail de these en collaboration avec notre partenaire CIFRE CEVA,
est le développement de molécules permettant I'inhibition des voies cytokiniques impliquées
dans la dermatite atopique et notamment I'lL-13 et I'lL-31 dépendantes de JAK1. La seconde
partie de ce travail de thése s’est concentrée sur le développement de méthodes pour
apprécier les conséquences de l'utilisation des inhibiteurs de JAK dans la DA sur le phénotype

et la fonction des cellules immunitaires périphériques.
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Chapitre Il

Généralités sur les lymphocytes B régulateurs

dans la transplantation rénale
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A. Généralités sur la transplantation rénale

Les reins sont deux organes fonctionnant en paralléle et indispensables au maintien de
I’'homéostasie du corps humain. Leurs fonctions sont multiples. La premiére et la plus
importante est de filtrer le sang afin d’éliminer les déchets en régulant la concentration
plasmatique en eau, urée, ions minéraux, sucres et autres acides aminés qui peuvent
facilement traverser la membrane glomérulaire pour étre éliminés dans les urines ou
réabsorbés au niveau du tubule distal, et a I'inverse, les cellules présentes dans le sang sont
retenues dans le systeme sanguin. En plus de cette fonction de filtration, les reins assurent
aussi une fonction hormonale en produisant de I'érythropoiétine, facteur de croissance
hématopoiétique favorisant la production de globules rouges ainsi que la rénine, qui participe
a la régulation de la pression artérielle. Enfin, le rein participe a de nombreux processus
enzymatiques et métaboliques. La défaillance rénale terminale se caractérise par une perte
immeédiate ou progressive de la filtration du sang par les reins. Les causes de cette défaillance
sont multiples et souvent liées a des pathologies ciblant directement les reins comme la
polykystose rénale, augmentant la pression artérielle et/ou produisant une quantité de
métabolites trop importante qui endommage les unités filtrantes des reins comme le diabéte,
ou des maladies auto-immunes telles que Lupus, Glomérulonéphrite a IgA, Vascularite a IgA
mais aussi par une toxicité médicamenteuse directe (Anglicheau et al., 2019; Jacobson, 1991;

Murea et al., 2022a, 2022b).

Quand il y a dysfonctionnement des reins, une solution de remplacement doit étre envisagée
pour assurer la filtration du sang. Cette filtration peut étre réalisée de maniére extra-rénale,
en faisant passer le sang soit a travers un rein artificiel extracorporel (Arasu et al., 2022), soit
en utilisant une partie du péritoine abdominal en tant que filtre (Mehrotra et al., 2016). Ces
deux méthodes ont I'avantage de ne pas nécessiter de matériel « rare » et sont possibles des
la détection de I'insuffisance rénale. Cependant, elles sont contraignantes pour le patient et
peuvent fortement réduire la qualité de vie (Niang et al., 2018). A I'inverse, la transplantation
est décrite comme étant la solution de choix pour la majorité des patients en termes de qualité
de vie (O’Connell et al., 2020). Apres résorption des actes chirurgicaux, le patient devra

prendre un traitement immunosuppresseur quotidien a vie et avoir un suivi médical important
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la premiere année post-transplantation, qui s’assouplira vers un bilan trimestriel avec le

néphrologue sur le long terme.

Aujourd’hui, la transplantation présente deux grands aspects négatifs. Le premier est I'accés
a la greffe et la pénurie d’organes disponibles. En France en 2019, 3643 organes ont pu étre
transplantés alors qu’au 01 janvier 2020, 16 181 patients étaient sur liste d’attente pour une
greffe de rein dont 5269 nouveaux inscrits en 2019 (Divard and Goutaudier, 2021). Ces chiffres
montrent que nous sommes actuellement loin d’étre capable de greffer tous les patients
éligibles a la greffe de rein, et que la dialyse est encore un point de passage obligé pour la
grande majorité des patients. Ceci restera le cas tant que nous n'aurons pas de nouvelles
sources d’organe. Pour cela, de nombreuses recherches sont axées autour de cet accés a la
greffe et travaillent sur I'utilisation de greffons de qualité sous optimale, définie par la
présence de facteurs de comorbidités comme une créatinine sérique faible chez le donneur
ou une infection de I’échantillon par le VIH (Augustine, 2018; Nambiar et al., 2021). Sur
I’'humanisation d’organes issus d’autres espéces pour favoriser leur acceptation par le patient
(Cooper et al., 2021; Montgomery et al., 2022; Porrett et al., 2022), et enfin sur la fabrication

d’organes artificiels (Rajab and Tchantchaleishvili, 2019; Vijayavenkataraman et al., 2018).

La transplantation est aussi limitée par risque d’insuffisance rénale aiglie. Cette insuffisance
peut étre causée par des facteurs immunologiques ou non, résumés dans la figure 3
(Anglicheau et al., 2019). Les causes immunologiques associées a la destruction du greffon par
le systeme immunitaire de I’hote sont regroupées sous le terme de rejet. C'est la suite logique
des transplantations allogéniques qui représentent aujourd’hui la quasi-exclusivité des greffes
d’organe contrairement aux greffes tissulaires qui peuvent étre réalisées en autologue. En
absence d’option thérapeutique, le systéme immunitaire de I’'h6te va reconnaitre différents
éléments du greffon et s’efforcer de les éliminer. Cette reconnaissance, et I'élimination
dépendent de plusieurs parametres, encore mal connus, probablement associés a des facteurs
génétiques, a I’éducation du systéme immunitaire et a de nombreux facteurs de comorbidité.
Afin d’aider le médecin dans la sélection d’un traitement, les rejets sont classés en différents

types selon le suivi cinétique ainsi que les mécanismes immunologiques impliqués.
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Causes d'insuffisance rénale
aigué du greffon

[
v v

— Causes non-immunologiques Causes immunologiques

Causes fonctionnelles : Rejet aigu :
— défaut de remplissage — cellulaire
postopératoire — humoral
— déshydratation extracellulaire
— hypovolémie efficace

(insuffisance cardiaque, etc.) Récidive de la

néphropathie initiale :
Complications urinaires : — SHU atypique
- sténose de I'anastomose - récidive de la
—>| urinaire glomérulopathie
— compression extrinséque
— fistule

Complications vasculaires :

— artérielle (sténose, thrombose)
- veineuse (thrombose)

- lymphocéle

Complications infectieuses :
- pyélonéphrite aigué

— néphrite virale (virus BK,
virus JC, CMV)

Néphrotoxicité :
— inhibiteurs de la calcineurine
— antibiotiques

|- produits de contraste iodés

>

Figure 3 : Causes d’insuffisance rénale aigiie. SHU : syndrome hémolytique et urémique ; CMV : cytomégalovirus. D’aprés

(Anglicheau et al., 2019)
Al Le rejet :

En transplantation rénale, les criteres diagnostiques du rejet ont été établis et sont
régulierement mis a jour lors des conférences de Banff (Haas et al.,, 2018; Roufosse et al.,
2018). Les rejets sont caractérisés selon différents parametres histologiques et
immunologiques, selon la localisation des lésions et selon la durée pendant laquelle le greffon

a gardé une fonction apreés la transplantation.

Les rejets hyperaigus surviennent dans les heures aprés I'anastomose vasculaire entre I’'h6te
et le greffon. lls sont généralement associés a la présence d’anticorps qui sont dirigés contre
I’endothélium du greffon déja présent chez le receveur avant la greffe et qui vont activer le
systéme du complément (Platt, 1992). Les rejets hyperaigus se caractérisent par une nécrose
de I'organe et une thrombose des vaisseaux, nécessitant rapidement le retrait de 'organe
défaillant. Ce type de rejet est majoritairement associé aux anticorps anti-HLA préexistants
(Tittelbach-Helmrich et al., 2014). Ce type de rejet est trés rare de nos jours, notamment grace
a la réalisation de tests sérologiques lors de I'appariement donneur/receveur pour s’assurer

de I'absence de ces anticorps chez le receveur.
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Les rejets aigus sont les rejets qui surviennent dans I'année apreés la greffe. Le facteur principal
induisant ces rejets est la présence d’un missmatch HLA entre le donneur et le receveur, qui
va favoriser la reconnaissance du greffon par I’h6te (Roufosse et al., 2018). On peut subdiviser
le rejet aigu en deux types selon les mécanismes immunologiques impliqués (Haas et al.,
2018). Le rejet aigu cellulaire est lié a la reconnaissance d’alloantigenes du donneur par les
lymphocytes T qui s’activent, proliferent et migrent vers le greffon pour entrainer sa
destruction (Rampersad et al., 2022; Wiebe et al., 2020) (Figure 4). Et le rejet aigu humoral qui
s’apparente au rejet hyperaigu avec une activation du systeme du complément dépendant ou

non d’anticorps dirigés contre le donneur (Halloran et al., 2022; Stites et al., 2020) (Figure 5).
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Figure 4 : Rejet aigu médié par les cellules T. D’aprés (Nankivell, 2010). Le rejet cellulaire et le transport des cellules dans le

greffon sont illustrés. Aprés la fixation, le roulement et I'arrét initiaux des lymphocytes T effecteurs (qui se lient aux sélectines
et aux intégrines des cellules endothéliales), les lymphocytes et les autres cellules immunitaires pénétrent dans le

compartiment interstitiel et envahissent les tubules, provoquant une destruction locale des tissus.
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Figure 5 : Rejet aigu médié par les anticorps. D’apres (Nankivell, 2010). Les anticorps contre les antigénes du donneur se lient
aux antigenes exprimés sur les cellules endothéliales du vaisseau greffé). L'activation du complément et I'adhésion cellulaire
qui s'ensuivent entrainent la nécrose des cellules endothéliales, puis le dépét de plaquettes et la coagulation. PMN :

polymorphonuclear cell
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Aujourd’hui les causes du rejet aigu sont bien comprises et la sélection du donneur sur la
compatibilité HLA a permis d’en réduire significativement I'incidence. Cependant, il n’est pas
aisé de trouver un donneur compatible a 100% sur toutes les alleles HLA, qui ne sont de toute
facon pas les seuls antigénes présents dans le greffon (Hourmant et al., 2019; Larkins et al.,
2022). C’est pourquoi on va souvent s’arréter a une compatibilité partielle, bien qu’en
recherchant toujours la meilleure similarité possible et pour compenser ce taux d’erreur entre

donneur et receveur, les patients sont placés sous traitement immunosuppresseur.

Enfin, les rejets chroniques regroupent tous ceux qui surviennent aprés la premiére année.
Leurs causes sont bien moins bien comprises. Ces rejets sont avant tout associés a une fibrose
du greffon, a une diminution de sa vascularisation et a une perte progressive de ses fonctions
(Kloc et al., 2015). Tout comme les rejets aigus, ils peuvent aussi étre associés aux

composantes humorales et / ou cellulaires du systéme immunitaire.

A2. Les traitements immunosuppresseurs :

Aujourd’hui, le risque de rejet pendant la premiére année apres la greffe est faible, de I'ordre
de 5% a 10% (DIVAT, Rapport d’activité 2019). Ceci est en grande partie due aux traitements
immunosuppresseurs qui font partie du quotidien des patients transplantés et qui, pour la

grande majorité des patients, devront étre pris a vie.

Ainsi, le traitement se décompose en plusieurs phases: avant, au moment, et apres la
transplantation. Les traitements d’induction commencent dans les jours précédant la
transplantation. lls favorisent |'acceptation de la greffe par le receveur. Les traitements
d’induction sont généralement lourds et vont trés fortement diminuer toutes les fonctions du
systéme immunitaire, tant contre le greffon que contre les autres pathogénes et augmenter
ainsi le risque d’infections ou de cancer. Pour éviter ces issues peu favorables, les traitements
immunosuppresseurs sont peu a peu diminués lors de la phase d’entretien. Cette diminution
des traitements est accompagnée par un suivi de différents parametres permettant
d’apprécier la fonction rénale et I'activation du systéme immunitaire du patient et d’adapter

I'immunosuppression a la hausse en cas de suspicion de rejet (Anglicheau et al., 2019).
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De nombreuses générations de traitements immunosuppresseurs se sont succédées depuis la
découverte des corticoides, et leur introduction dans les traitements post-greffes dans les
années 1960. Leur développement avance de pair avec la compréhension du systeme
immunitaire et de sa réaction contre le greffon pour cibler au mieux les mécanismes impliqués
(Figure 6). Comme nous avons vu qu’il n’existe pas qu’un seul mode de rejet, les traitements
doivent avoir des actions multiples pour permettre de bloquer les différentes voies

d’activation du systeme immunitaire face au greffon (Parlakpinar and Gunata, 2021).

7983 71997
Azathioprine Cyclosporine Tacrolimus Daclizumab Sirolimus

7950 7970 7986 7995 7998 2010

Corticosteroid ATG Muromonab MMF Basiliximab Everolimus
ALG

Figure 6 : Frise chronologique du développement des drogues immunosuppressives utilisées en transplantation. D’aprés

(Parlakpinar and Gunata, 2021)
A2.1. Corticoides

Les corticoides utilisés aujourd’hui en thérapeutique sont des molécules dérivées d’hormones
naturelles produites par les glandes surrénales (aldostérone et cortisol). Ils ont de nombreux
effets sur le corps humain qui ne se limitent pas a leur action immunosuppressive. Le
récepteur aux corticoides est séquestré dans le cytoplasme sous une forme inactivée par des
protéines de choc thermique et des immunophilines (Grad and Picard, 2007). Lorsque les
corticoides fixent leur récepteur en migrant passivement a travers la membrane
cytoplasmique, le complexe corticoide-récepteur est libéré et transloqué vers le noyau ou ils
agissent en tant que facteur de transcription pouvant se lier aux éléments de réponse aux
glucocorticoides (GRE), de séquence d’ADN palindromique (GGAACANNnTGTTCT) et aux
éléments de réponse négative aux glucocorticoides (nGRE) de séquence (CTCC(n)0-2GGAGA)
(Beato, 1989; Hudson et al., 2013; Surjit et al., 2011). En plus de ses propres éléments de
réponse, le complexe corticoide-récepteur se lie a d’autres facteurs de transcriptions, STATs
(Signal Transducer and Activator of Transcription), NF-kB et AP-1 (Nissen and Yamamoto,
2000; Yang-Yen et al., 1990). La liaison des corticoides sur leur récepteur agit aussi hors de ce
cadre de facteur de transcription. Ce complexe peut se lier a différentes cascades de
signalisation pour moduler directement leur activité, dans le cytoplasme ou apres

translocation dans les mitochondries (Croxtall et al., 2000; Groeneweg et al., 2012). Au travers
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de leurs différents mécanismes, les corticoides peuvent réguler différents métabolismes,
I’apoptose, la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires, et plus généralement sur
le développement, I’'homéostasie, I'inflammation ou la cognition (Rhen and Cidlowski, 2005).
De par leur trés vaste action anti-inflammatoire, les corticoides font partie des drogues
favorisées dans le contexte de transplantation. Cependant, de la méme maniére que tous les
traitements hormonaux, leur utilisation doit étre surveillée et leur arrét se faire
progressivement pour favoriser la reprise de la production physiologique par les surrénales

(Ramamoorthy and Cidlowski, 2016).

A2.2. Inhibiteurs de la calcineurine

Les lymphocytes T jouent un role central dans les processus de rejet, que ce soient les
lymphocytes T CD8+ qui présentent une cytotoxicité directe lors du rejet a médiation cellulaire
ou les lymphocytes Tfh CD4+ qui supportent I'activité d’autres types cellulaires en produisant
des cytokines, et participent notamment a l'activation et au changement de classe des
immunoglobulines des lymphocytes B pendant le rejet humoral (Walters and Vinuesa, 2016).
L'inhibition de ces lymphocytes T en prévention du rejet est donc primordiale et la découverte
de la cyclosporine, le premier inhibiteur de la calcineurine (CNI), en 1976 a été une avancée
majeure dans I'évolution des traitements immunosuppresseurs (Riegger et al., 1976). Les
effets des CNI sont aujourd’hui bien décrits. Aprés leur entrée dans le cytoplasme, ils forment
des complexes avec certaines immunophilines qui sont capables de séquestrer la calcineurine
(Huai et al., 2002). La calcineurine est une phosphatase activée par le flux calcique qui suit
I’engagement du récepteur des cellules T (TCR) sur un complexe CMH-peptide (issu du
donneur dans le cas de la transplantation). Ainsi, en présence de CNI, le facteur nucléaire des
lymphocytes T activés (NF-AT) ne peut pas transloquer vers le noyau faute de
déphosphorylation par la calcineurine (Clipstone and Crabtree, 1992). NF-AT est un facteur de
transcription central dans l'activation des lymphocytes T en régulant la production de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-2, I'lL-4, I'interféron-y et le TNF-a
(Hogan, 2017).

A.2.3. Antimétabolites

La prolifération cellulaire est conditionnée par la capacité des cellules a répliquer leur ADN.
Contrairement aux autres types cellulaires, les lymphocytes ne peuvent pas recycler les

purines pré-existantes et dépendent donc de leur synthese de-novo. Les antimétabolites tels
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gue l'azathioprine et le mycophenolate mofetil sont métabolisés pour inhiber cette synthese
de bases puriques et bloquer la prolifération des lymphocytes (Allison, 2005). Les dérivés de
I’azathioprine vont aussi bloquer la réplication de I’ADN en s’intercalant lors de leur synthese

(Anstey et al., 2004).

A.2.4. Immunogénisation des lymphocytes

Afin de cibler spécifiquement les lymphocytes, il est possible de les rendre immunogénes afin
de les faire éliminer par d’autres mécanismes immunitaires. Pour cela des anticorps
humanisés ciblant des molécules spécifiques des lymphocytes ont été développés tels que le
Muromonab (aCD3, lymphocytes T), le rituximab (aCD20, lymphocytes B) Alemtuzumab
(aCD52, lymphocytes (Hill et al., 2017; Sood and Hariharan, 2018; Zhao et al., 2017). Une fois
fixés sur leur cible, ces anticorps permettent le recrutement du systéme du complément ou
des phagocytes (Macrophages, granulocytes) via des sites spécifiques de leurs fragments

constants (O’'Mahony, 2006).

A.2.5. Inhibiteurs de 'activation lymphocytaire

Suite a la reconnaissance de lI'antigene, les lymphocytes T ont besoin de différents signaux
pour compléter leur activation. La signalisation TCR fourni un signal incomplet qui est amplifié
par les signaux de costimulation. Le principal signal de costimulation est fourni par
I'interaction du CD28 avec ses ligands CD80 et CD86 présents sur les cellules présentatrices
d’antigene (Rudd and Schneider, 2003). En absence cette costimulation, le lymphocyte T entre
en anergie, est inactivé et devient insensible a un réengagement du TCR (Hosseini et al., 2020).
Le Belatacept, protéine de fusion entre le domaine extracellulaire du CTLA-4 et un fragment
constant IgG1 permet de mimer I'action du CTLA-4, en se liant aux récepteurs CD80 et CD86
entrant ainsi en compétition avec le CD28 et empéchant I'activation compléte des

lymphocytes T (Wekerle and Grinyd, 2012).

A.2.6. Inhibiteurs de la signalisation inter-cellulaire

Les cytokines et chimiokines sont des messagers solubles permettant le transport
d’informations sans nécessiter de contact entre les cellules. Les cytokines sont le 3¢™¢ signal
nécessaire a I'activation complete des lymphocytes T, mais ils participent aussi a la survie et
la différenciation cellulaire, et les chimiokines ont un role important dans la migration

cellulaire, notamment au niveau des sites d’inflammation ou dans les organes lymphoides
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secondaires (Baggiolini, 1998). Différentes voies de signalisation intracellulaires permettent
I'intégration de ces signaux. La plus largement utilisée est la voie JAK/STAT qui sont utilisées
par plus de 50 cytokines, chimiokines et facteurs de transcription hématopoiétiques. Parmi les
4 JAK, JAK3 est présente uniquement dans les populations lymphoides et les inhibiteurs de
JAK3 ont montré une bonne efficacité pour bloquer I'activation des lymphocytes T en inhibant
les cytokines de la famille de I'lL-2 (Maeshima et al., 2012). La seconde voie de signalisation
largement utilisée par les cytokines est la voie des phosphoinositide-3-kinase / proteine kinase
B / mammalian Target of Rapamycin (PI3K/AKT/mTOR) (Grininger et al., 2022). Ces deux voies
de signalisation peuvent induire la survie, la prolifération et la différentiation des
lymphocytes. Les inhibiteurs de mTOR (Sirolimus et Everolimus) et les inhibiteurs de JAK
(Tofacitinib, Ruxolitinib) permettent une inhibition efficace de la prolifération, survie et de la
différenciation des lymphocytes T (Shihab et al., 2014). Les effets des inhibiteurs de JAK sur
les différentes population immunitaires sont plus longuement décrits dans une revue de la

littérature en annexe 4 (Sailliet et al., 2019).

Cibler ces voies de signalisation, redondantes entre les différentes cytokines, permet d’avoir
des effets treés larges sur le systeme immunitaire et ne va pas uniguement bloquer I'activation
des lymphocytes T effecteurs, qui sont la principale cible des traitements (Traves et al., 2021).
Les traitements basés sur la communication cytokinique sont donc a la fois trés spécifiques au
systéme immunitaire, mais peu spécifiques a l'intérieur de celui-ci, ce qui peut étre
problématique a linitiation de la tolérance périphérique en bloquant aussi les cellules
régulatrices qui requierent aussi bien souvent les mémes cytokines que les cellules effectrices,
ou des cytokines de méme famille (de Leur et al.,, 2017; Lindner et al., 2013). L'utilisation
d’anticorps monoclonaux dirigés contre des cytokines ou leurs récepteurs permet de mieux

cibler certaines voies cytokiniques, comme le daclizumab, un anti IL-2Ra (Flavio et al., 1998).

A.3. Choix de la stratégie thérapeutique

Ces différentes stratégies sont complémentaires et leur combinaison permet d’accroitre leur
efficacité en ciblant des voies d’activation différentes (Figure 7). Les traitements d’induction
et de maintenance sont principalement composés de 3 molécules de la classe des corticoides,
des CNI et de I'azathioprine (Lindholm et al., 1994). Chaque centre de transplantation a son

propre protocole d'immunosuppression en s’attachant a adapter les traitements en fonction
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de la réponse du patient. Plusieurs événements peuvent amener |’équipe médicale a modifier
le traitement d’un patient. D’abord, le départ d’un rejet va immédiatement entrainer une
augmentation de la dose d’'immunosuppresseurs ou son changement avec des molécules
orientées sur les mécanismes du rejet (Haas et al., 2018). Ensuite, |'utilisation de drogues
immunosuppressives s’accompagne de nombreux effets secondaires. Beaucoup sont liés a la
toxicité des immunosuppresseurs de premiére génération (Corticoides et inhibiteurs de la
calcineurine), qui vont ironiguement avoir une forte toxicité au niveau des reins. Enfin il y a
un risque d’avoir une immunosuppression trop importante, ou trop peu spécifique, pouvant
conduire a une plus grande susceptibilité aux infections, cancers. Les traitements
immunosuppresseurs sont alors minimisés, voir arrétés le temps de traiter ces autres maladies
(Boratynska et al., 2007; Cheung et al., 2017). De fagcon quasi-systématique, I'arrét des
traitements immunosuppresseurs va immédiatement induire le rejet. Mais chez certains
patients qui ont, par nécessité ou non, arrété leurs traitements, on observe ce qu’on appelle
une tolérance opérationnelle spontanée vis-a-vis du greffon. Cette tolérance est définie par la
perte de la réponse spécifique anti-donneur et le maintien d’'une réponse immunitaire
normale sur tout autre type de stimulation (infection, cancer). En clinique, cela se traduit par
une fonction rénale stable (créatinine stable < 150umol/L, protéinurie stable < 1g/24h)

pendant plus d’un an apres 'arrét des traitements immunosuppresseurs.
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Figure 7 : Sites d’action de différentes drogues immunosuppressives. D’apres (Halloran, 2004)
B. Mécanismes de tolérance

Comme nous I'avons vu, ces traitements ne sont pas infaillibles avec une proportion non nulle
de rejet avant un an, et une demi-vie des reins greffés de 143 mois (Figure 8). De nouvelles
stratégies, visant non plus a empécher la fonction immune mais visant a rendre le receveur
tolérant au rein du donneur, c’est-a-dire une stratégie visant a redéfinir le « soi » du receveur
sont aujourd’hui mises en avant pour améliorer la demi-vie des greffons tout en
s’affranchissant des traitements immunosuppresseurs sur le long terme. Cette quéte de la
tolérance en transplantation a été initiée des la seconde moitié du XXéme siécle avec les
travaux de Medawar sur les greffes de peau (Billingham and Medawar, 1953). La définition du
soi implique différents mécanismes intervenant soit lors de la lymphopoiése (tolérance
centrale) soit lors de l'activation des cellules dans les tissus ou les organes lymphoides

secondaire (tolérance périphérique).
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Figure 8 : Survie globale du greffon rénal en France pour les patients greffés entre 2007 et 2020. (Agence de la biomédecine)
B.1. La tolérance centrale

La tolérance centrale correspond au « contrdle qualité » lors de la génération des cellules de
I'immunité adaptative et concerne donc uniquement les lymphocytes T et B. La spécificité d’un
lymphocyte a I'encontre d’un antigene n’est possible que grace a la séquence variable des
récepteurs des lymphocytes B et T (BCR, TCR). Dans les cellules immatures, les génes des
chaines lourdes du BCR ainsi que de la chaine B et 6 du TCR sont composés d’une succession
de différents fragments de variabilité (V), de diversité (D) et de jonction (J). Les chaines légeres
k et A du BCR ainsi que les chaine a et y du TCR ne sont composés que de séquences V et J en
amont de la (ou des) région constante. Lors de la maturation (stades pro-B/pré-B et thymocyte
double négatif/double positif), les recombinases RAG vont permettre un réarrangement de
ces genes non fonctionnels pour rapprocher une séquence de chaque région V(D)J a la région
constante (Schatz et al., 1989). En complément, la Terminal deoxynucléotidyl Transferase
(TdT) peut ajouter aléatoirement de 1 a 20 nucléotides entre chaque fragment (Delarue et al.,
2002). Ainsi, il existe théoriquement de I'ordre de 10*! séquences possibles de BCR et de TCR
devant reconnaitre, de facon trés hasardeuse, un complexe CMH-peptide pour le TCR et un
antigéne pour le BCR. Ces précurseurs des lymphocytes vont passer par des étapes successives
de sélection, permettant I’élimination des BCR/TCR autoréactifs et la non reconnaissance du

SOi.
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B.1.1. Sélection du TCR

Que ce soit pour la reconnaissance des cellules infectées par un organisme intra-cellulaire par
les lymphocytes T CD8+, ou pour soutenir I'activation du systeme immunitaire par les
lymphocytes T CD4+, I'activation des lymphocytes T nécessite que I'antigéne soit présent sur
une cellule du soi. Cellules infectées et cellules présentatrices d’antigéne (professionnelles)
vont présenter différents peptides issus de la dégradation de protéines qui les composent par
le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH | et CMH 1l) (Croft et al., 1992; Miller et al.,
1976). La reconnaissance du TCR doit se faire sur le complexe CMH-peptide et implique une
premiere sélection des thymocytes sur leur capacité a reconnaitre les CMH du soi. Cette
sélection positive permet de sauvegarder les cellules engageant leur TCR sur un complexe
CMH du soi — peptide de la mort programmeée en leur fournissant un signal de survie (Fink and
Bevan, 1978; Hogquist et al., 1997). Ces 10% a 30% de cellules sélectionnées (Merkenschlager
et al., 1997) subissent ensuite une seconde sélection, négative, qui induit la mort des cellules
engageant leur TCR sur un complexe CMH du soi — peptide du soi, éliminant ainsi les
potentielles cellules autoréactives (Zal et al.,, 1994). Cependant, certaines cellules
d’autoréactivité faible survivent mais se différencient en cellules régulatrices exprimant le
FoxP3. Ces cellules seront plus longuement discutées dans la partie sur les lymphocytes T
régulateurs des mécanismes de tolérance périphérique. Les étapes de la sélection du TCR sont

représentés Figure 9.
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Figure 9 : Mécanismes de la tolérance centrale impliquant les lymphocytes T. D’aprés (Thomas and Avrion, 2001)
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B.1.2. Sélection du BCR

Contrairement aux lymphocytes T, les lymphocytes B ne reconnaissent pas forcément les
antigénes dans un contexte cellulaire, et ne sont pas soumis a la reconnaissance du CMH du
soi. Apres réarrangement d’'une chaine légére k ou A, la cellule B immature est sélectionnée
sur son incapacité a reconnaitre des autoantigénes dans la moelle osseuse (Goodnow et al.,
1995). La majorité des lymphocytes autoréactifs sont éliminés par délétion clonale.
Cependant, d’autres destins sont possibles pour ces lymphocytes B autoréactifs. Avant
d’induire la mort cellulaire, la ligation du BCR avec un autoantigéne permet un réarrangement
VJ des chaines légéres. En effet, le rapprochement aléatoire de deux séquences V et J aboutit
a I'élimination du matériel génétique se trouvant physiquement entre ces séquences.
L'expression des protéines RAG permet différents réarrangements successifs, jusqu’a
obtention d’un BCR non autoréactifs ou I'épuisement de toutes les séquences V et J (Casellas
et al., 2001). Les cellules autoréactives peuvent aussi entrer en anergie lorsque leur auto-
antigéne est sous forme soluble. Cet état d’anergie inhibe toute réponse effectrice en
bloguant la transduction du signal BCR. Et si elles peuvent migrer en périphérie, ces cellules
ont une biologie altérée. Elles sont exclues des follicules lymphoides et ont une vie
relativement courte (Dintzis et al., 1990; Leon et al., 2019; Reim et al., 1996). Les étapes de la

sélection du BCR sont représentées Figure 10.
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Figure 10 : Etapes de génération et sélection du BCR. D’aprés (Nemazee, 2017)
B.1.3. Limites des mécanismes de la tolérance centrale

Une premiére limite de la tolérance centrale est un mécanisme permettant d’augmenter la
spécificité des lymphocytes B activés en périphérie. L’hypermutation somatique permet de
diversifier les génes de la région V d’un lymphocyte B mature activé ce qui modifie |égerement
la structure finale de I'immunoglobuline. La survie des clones de plus grande affinité se fait au
détriment des clones de moins bonne affinité, ce qu’on peut définir comme une sélection
positive (survie des cellules ayant la meilleure affinité), mais aucune sélection négative sur ces

nouveaux clones ne garantit I'absence d’autoréactivité (McKean et al., 1984).

Une seconde limite a la tolérance centrale est la diversité antigénique de chaque organe.
Chaque organe possede ses propres fonctions, ses propres types cellulaires et donc, ses
propres antigenes. La tolérance centrale se faisant dans les organes lymphoides primaires, il
faut permettre a ces organes d’exprimer un grand nombre d’auto-antigenes qui n’y sont
normalement pas exprimés. Ces auto-antigenes sont exprimés par les cellules épithéliales via
le facteur de transcription AIRE (Autolmmune REgulator) qui est responsable de I'activation
de nombreux génes périphériques dans le thymus et a aussi été retrouvé dans la moelle

osseuse (Eldershaw et al., 2011). Environ 500 genes sont activés dans le thymus par AIRE
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(Nishijima et al., 2022), ce qui est bien évidemment trop peu pour couvrir tous les auto-

antigénes. D’autres mécanismes viennent donc compléter cette tolérance centrale.

B.2. La tolérance périphérique

La tolérance périphérique correspond a I’ensemble des mécanismes permettant la régulation
du systeme immunitaire hors des organes lymphoides primaires. On peut encore diviser ces
mécanismes en deux catégories : Les mécanismes intrinséques, ou la cellule effectrice va
s’auto-réguler aprés la reconnaissance antigénique, et les mécanismes extrinseques qui font

intervenir une cellule tierce.

B.2.1. Les mécanismes intrinseques de la tolérance périphérique

Ces mécanismes intrinseques se font lors de la reconnaissance de l'antigene par le
lymphocyte. Ces mécanismes sont au nombre de 4: L’ignorance, I'anergie, la déviation

phénotypique et la déplétion clonale.

L’'ignorance se définit simplement par 'incapacité du lymphocyte a se rendre sur le site de son
antigéne, ou par l'incapacité de l'interaction récepteur/antigéne a transduire des signaux

intracellulaires.

L'anergie se défini par I'inactivation des lymphocytes T due a une activation incomplete. Le
lymphocyte T a besoin de plusieurs signaux pour s’activer. Le premier correspond a la liaison
du TCR sur un complexe CMH-peptide spécifique, le second a la liaison de molécules de
costimulation présentes sur les cellules présentatrices d’antigene professionnelles : CD28,
ICOS et des membres de la famille du TNFR et le troisieme a la liaison de cytokines favorisant
la survie lymphocytaire et notamment celles de la famille de I'lL-2. En absence de
costimulation, les lymphocytes T entrent dans un état d’anergie avec une activation
incompléete des lymphocytes, conduisant a une absence de réponse. Cet état d’anergie peut
aussi étre induit par la stimulation chronique du lymphocyte T qui induit la production de
CTLA-4, un récepteur de meilleure affinité pour le ligand de CD28 et transduisant un signal
inhibiteur. L’anergie est un mécanisme important dans la tolérance au soi qui intervient dans
différents cas de figure. Tout d’abord, il permet d’inactiver les lymphocytes qui reconnaissent
un antigene du soi présenté par une cellule non professionnelle (qui ne présente pas les

signaux de costimulation). Ensuite il permet de freiner la stimulation chronique des cellules
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issues de l|’expansion clonale d’un lymphocyte T activé. Ce mécanisme nécessite un
rétrocontréle inhibant le second signal qui passe par lI'expression du CTLA-4 par les
lymphocytes T activés (Vanhove et al., 2003). L'anergie a également été décrite lors de la
stimulation chronique du lymphocyte B mais selon des mécanismes sensiblement différents.
Classiquement, le signal BCR va induire un influx calcique court induisant une cascade de
phosphorylation transduite par Lyn et Syk. L’activation chronique du BCR est associée a une
mobilisation intracellulaire soutenue de la signalisation calcique et a une phosphorylation
altérée de Syk par Lyn, ne permettant pas |'activation de cette derniére et donc la transduction
du signal BCR. Cette inhibition est renforcée par différents mécanismes d’anergie passant par
les phosphatases SHIP-1, SHP-1 et PTEN qui antagonisent la signalisation BCR (Cambier and
Getahun, 2010; Liu et al., 2014; Yarkoni et al., 2010).

Le troisieme mécanisme consiste en la déplétion clonale des lymphocytes B et T par apoptose.
Cette déplétion met en jeu les voies FAS-FASL du lymphocyte T (Ryan, 2005; Sprent and Webb,
1995) et des mécanismes encore non-décrits du lymphocyte B (Nemazee et al., 1991;

Nemazee and Biirki, 1989; Tan et al., 2019).

Enfin, le dernier mécanisme de déviation phénotypique a été décrit sur les lymphocytes T
uniguement et repose sur la plasticité de ces cellules. L’activation des lymphocytes T CD4+ et
CD8+ induit une polarisation vers différents phénotypes effecteurs, dont les fonctions vont
varier selon les cytokines présentes dans le micro-environnement. Les principales populations
effectrices sont les Thl et Th2 pour les Lymphocytes T CD4+ et les Tcl et Tc2 pour les
Lymphocytes T CD8+ sécrétants préférentiellement de I'lFN-y et du TNF-a pour les Th1/Tcl et
de I'lL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 pour les Th2/Tc2. Dans des modeles murins de diabéte insulino-
dépendant et de sclérose en plaque, des traitements cytokiniques pro-Th2 permettent de
réduire les effets de ces maladies auto-immunes, des résultats similaires sont visibles dans des
modeles de souris prédisposées a une orientation Th2 (Bradley et al., 1999; Young et al., 2000).

Les mécanismes intrinséques de la tolérance périphérique sont représentés Figure 11.
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Figure 11 : Schéma des mécanismes intrinséques de la tolérance périphérique. D’apres (Walker and Abbas, 2002)
B.2.2. Les mécanismes extrinseques de la tolérance périphérique

En plus de ces mécanismes autorégulateurs, les cellules effectrices sont sensibles a de
nombreux signaux extrinséques permettant de limiter leur fonction. Ces signaux sont produits
par des cellules régulatrices dont I'activité suppressive n’est pas dirigée contre un exo-
antigéne, mais contre les cellules effectrices. Ces cellules régulatrices ont été décrites dans de

nombreuses populations immunitaires, si ce n’est toutes.

B.2.2.1. Leslymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont sans doute la population régulatrice la plus étudiée
et la mieux décrite. Deux origines ont été décrites pour ces Tregs : soit des lymphocytes T
immatures qui n‘ont pas passé les étapes de sélection dont nous avons parlé dans les
mécanismes de la tolérance centrale, mais qui ont réussi a survivre (Tregs naturels : nTregs),
soit des lymphocytes T matures qui ont été activés en périphérie et qui se sont différenciés en
présence de cytokines régulatrices (Tregs induits : iTregs). Les iTregs sont générés suite a
I'activation des lymphocytes T naifs suite a une costimulation insuffisante. La plasticité des
lymphocytes T a aussi montré gu’il était possible de reformater les lymphocytes T effecteurs
en présence de cytokines immunorégulatrices. Ces populations de Tregs sont caractérisées
par I'expression du facteur de transcription FoxP3 qui contréle tout ou partie de leur

phénotype régulateur (Kasprowicz et al., 2003; Sakaguchi, 2003). Initialement décrite dans la
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population des lymphocytes T CD4+, on sait aujourd’hui qu’il y a une population de Tregs au
sein des lymphocytes T CD84+, et qu’ils ont un réle complémentaire aux Tregs CD4+ dans les
mécanismes de tolérance. Les Tregs CD8+ fonctionnent via la production de Fibrinogene-like
protein (FGL2) et I'induction de la production d’Indoléamine 2-3, DiOxygénase (IDO) par les
cellules endothéliales (Picarda et al., 2015). FGL2 inhibe I'activation des cellules présentatrices
d’antigenes en se liant aux FcyRIl et FcyRIll ce qui en retour empéche I'activation des
lymphocytes T effecteurs (Morris et al., 2020; Zhang et al., 2021). IDO est une enzyme sécrétée
favorisant la dégradation du tryptophane, un acide aminé essentiel dont I'absence bloque la
prolifération des lymphocytes T effecteurs ainsi que leur cycle cellulaire en phase G1. Des
mécanismes beaucoup plus variés ont été décrits pour les lymphocytes T CD4+ : la production
de cytokines suppressives (IL-10, IL-35, TGF-B), le blocage de voies métaboliques par la
production et la délivrance de '’AMPc aux lymphocytes T effecteurs bloguant leurs fonctions,
I'inhibition des fonctions T effectrices par contact cellulaire (LAG-3, CTLA-4), I'expression de
forts niveaux de récepteur a I'lL-2 permettant aux Tregs de capter I'lL-2 et d’appauvrir
I'approvisionnement des lymphocytes T effecteurs, et enfin une action cytotoxique directe
mettant en jeu le granzyme B et la perforine (Bauché et al., 2018; Cao et al., 2007; Collison et
al., 2007; Lainé et al., 2021; Matheu et al., 2015; Rubtsov et al., 2008; Sledziriska et al., 2020;

Vaeth et al., 2011). Ces différents mécanismes sont présentés figure 12.
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Figure 12 : Schéma des mécanismes suppressifs du lymphocyte T régulateur. D’apres (Grover et al., 2021)
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B.2.2.2. Cellules régulatrices non lymphocytaires

La tolérance n’est pas seulement liée a la composante adaptative du systeme immunitaire et

les mécanismes suppressifs impliquent de nombreux types cellulaires.

Les cellules dendritiques (DC) sont capables de migrer dans tous les tissus de |'organisme, des
couches les plus externes des différentes interfaces (peau, poumons, organes digestifs)
jusqu’aux organes lymphoides pour surveiller et capter la présence d’antigénes. Les DC sont
LES cellules présentatrices d’antigenes par excellence et leurs fonctions sont totalement

dévolues a cette tache d’'immunosurveillance.

En périphérie, les DCs sont présentes sous une forme immature spécialisée dans la capture
d’antigenes par phagocytose et macropinocytose (Sallusto et al., 1995; Swanson and Watts,
1995). Périodiquement, les DCs immatures migrent de la périphérie jusqu’aux organes
lymphoides secondaires et présentent une grande variété d’antigénes aux lymphocytes T
(Kohli et al., 2016). Ces antigenes rendent compte de I'état du tissu dans lequel ils étaient,
mais ne sont absolument pas spécifiques d’'un pathogéne et une grande partie de ces
antigénes sont des auto-antigénes. C’est la maturation des DCs qui influera sur leur capacité
a activer les lymphocytes T. Cette maturation est conditionnée a la présence de marqueurs de
I'inflammation ainsi que de signaux de danger (Danger Associated Molecular Pattern DAMP)
et de signaux de pathogenes (Pathogen Associated Molecular Pattern PAMP). En absence de
ces signaux, les DCs immatures présentent des auto-antigénes dans un contexte pro-
tolérogénique en absence de signaux de costimulation menant a I'anergie ou la délétion des
lymphocytes T autoréactifs en périphérie, ou encore a I'’émergence de lymphocytes T
régulateurs selon des mécanismes déja discutés (Kohli et al., 2016).

Les cellules NK (Natural Killer) sont principalement connues pour leur fonction cytotoxique
envers toutes les cellules qui ne présentent pas de CMH du soi. L’action régulatrice des cellules
NK CD56P"8ht est effectuée par I'élimination directe de macrophages, cellules dendritiques,
lymphocytes B et T activés par la sécrétion de granules cytotoxiques (Jiang et al., 2011). Les
mécanismes par lesquels les NK ciblent préférentiellement les cellules autoréactives ne sont
encore pas bien compris, mais dépendent de la balance de nombreux signaux activateurs et

inhibiteurs.
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A l'instar des cellules NK, les granulocytes éosinophiles sont principalement connus pour leur
fonction cytotoxique, ils sont notamment impliqués dans I'immunité antiparasitaire et les
phénoménes d’allergie. Chez des patients atteints d’arthrite rhumatoide, les granulocytes
éosinophiles ont été associés a une meilleure résolution des symptémes et leurs fonctions
régulatrices ont récemment été mises en évidence dans des modeles murins de la pathologie
(Andreev et al., 2021). Cependant, les mécanismes associés a cette fonction ne sont encore

pas totalement décrits mais semblent dépendre de I'IL-5.

C. Leslymphocytes B régulateurs

Les lymphocytes B sont des acteurs centraux de la réponse effectrice dans différentes
situations pathologiques. Par leur capacité a présenter les antigenes aux lymphocytes T, a
produire des anticorps et des cytokines, les lymphocytes B sont capables d’initier et de
soutenir la réponse immunitaire. Cependant, I'existence d’une population « suppressive »
dans le compartiment B a été envisagée dans les années 1970 lorsque plusieurs équipes
indépendantes ont montré dans des modéles de cochon d’inde la capacité des lymphocytes B
a inhiber des réactions d’hypersensibilité (Katz et al., 1974; Neta and Salvin, 1974) par
transfert adoptif de splénocytes déplétés ou non en lymphocytes B. Toutefois, bien qu’ils aient
été capables de montrer la fonction suppressive de ces LB, les auteurs n’ont pas pu mettre en
évidence les mécanismes sous-jacents a cette activité suppressive. Aujourd’hui, la littérature
autour des lymphocytes B suppresseurs puis régulateurs s’est enrichie. Plusieurs équipes ont
montré I'existence d’une telle population dans différents modeéles animaux, mais aussi dans
différents contextes pathologiques chez ’'Homme (Braza et al., 2015; Chesneau et al., 2015;
Evans et al., 2007; Fillatreau et al., 2002; Sattler et al., 2014; Watanabe et al., 2010). Chaque
équipe a donc voulu caractériser cette sous-population de lymphocyte B, trouver des
marqueurs phénotypiques permettant de I'identifier au sein des lymphocytes B totaux et
mettre en évidence leurs mécanismes régulateurs. Une vaste hétérogénéité
transcriptomique, phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes B régulateurs en fonction
des espéces ou du contexte pathologique a mis le doute sur I'existence d’une population
unique, laissant plutot envisager une certaine plasticité au sein du compartiment B favorisant
I’émergence d’une fonction régulatrice a partir de nimporte quelle cellule B en réponse a une

stimulation environnementale favorable (Dubois et al., 2020; Rosser and Mauri, 2015; Yang et
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al., 2021). L'hétérogénéité et les marqueurs des populations de lymphocytes B sont
représenté Figure 13. L’étude transcriptomique de lymphocytes B régulateurs (IL-10+)
provenant de différents compartiments (foie, sang, rate, moelle osseuse, cavité péritonéale
et ganglions lymphatiques mésenchymateux) provenant d’un méme modele animal nous
montre qu’il est difficile de mettre en avant une signature commune a ces cellules, et que
contrairement aux lymphocytes T, il n’y a pas de facteurs de transcription spécifique a cette

population (Yang et al., 2021).

La signature immunologique de la tolérance opérationnelle a été fortement associée a une
surexpression de marqueurs des lymphocytes B totaux dans le sang (Baron et al.,, 2015;
Brouard et al., 2007a; Danger et al., 2017). Cette signature a été a I'origine de nombreux
travaux sur I’étude du réle des lymphocytes B dans I'induction et la maintenance d’un état de
tolérance opérationnelle, et tout particulierement sur les fonctions régulatrices des
lymphocytes B. Dans les prochains paragraphes, nous allons décrire plus précisément les
différentes populations de lymphocytes B régulateurs, d’abord sur leur phénotype, puis sur

leur fonction, et au role qu’ils peuvent avoir dans la tolérance.

C.1. Diversité phénotypique des lymphocytes B régulateurs

C.1.1. Lymphocytes B transitionnels

Les lymphocytes B transitionnels sont un stade intermédiaire que I'on retrouve en périphérie
entre les lymphocytes B immatures de la moelle osseuse et les lymphocytes B matures des
organes lymphoides secondaires. Ils sont caractérisés par leur forte expression de CD24 et
CD38. Chez I’'homme, des lymphocytes B transitionnels stimulés avec du CD40 sont capables
de supprimer la polarisation Thl (Blair et al., 2010; Flores-Borja et al., 2013), Th17 (Flores-
Borja et al., 2013) et d’induire des Tregs (Flores-Borja et al., 2013). I'action suppressive des B
transitionnels est partiellement dépendante de I'lL-10 et du TNF-a (Hasan et al., 2019) et de
facon intéressante, leur fonction est altérée dans des contextes auto-immuns (respectivement
dans le lupus érythémateux disséminé (Blair et al., 2010) et dans I'arthrite rhumatoide (Flores-
Borja et al., 2013)). La présence de cette population de B régulateurs a été corrélée avec une
meilleure fonction du transplant et une meilleure survie dans des contextes de greffe rénale
(Ibrahim et al., 2021; Latorre et al., 2016) et pulmonaire (Brosseau et al., 2019; Piloni et al.,

2019) et peuvent étre réduits dans des contextes inflammatoires (Brosseau et al., 2018). Chez
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la souris, la tolérance est associée a une augmentation des lymphocytes B transitionnels
CD19*CD21*CD23*CD24*, qui acquiérent une fonction régulatrice en réponse a des signaux
spécifiques aux souris greffées (le transfert de cellules issues de souris non greffées n’induit

pas la tolérance) mais encore non-définis (Moreau et al., 2015).

C.1.2. Lymphocytes B mémoire

Les lymphocytes B CD24high CD27+ sont générés suite a une primo-activation de lymphocytes
B naifs. En comparaison des lymphocytes B naifs, leur phénotype leur confére une plus longue
durée de vie et une meilleure capacité a s’activer suite a une stimulation antigénique en
faisant des acteurs majeurs de la mémoire immunitaire et sont principalement associés aux
réponses effectrices. Cependant, lorsque I'on s’intéresse au phénotype des lymphocytes B
totaux IL-10* fraichement isolés, une vaste majorité des lymphocytes CD19*IL-10* sont
également CD24*CD27*, IgMMe& et IgD'°™ (lwata et al., 2011) correspondant a cette population
mémoire. De méme que les B transitionnels régulateurs, les B mémoire régulateurs sécrétent
de I'lL-10 et du TNF-a, mais aussi du TGF-B et du Granzyme B (Chesneau et al., 2014; Hasan et
al., 2019). 'analyse des populations B dans différents groupes de patients transplantés et de
volontaires sains a montré que I'augmentation des lymphocytes B visible chez les patients
tolérants est due a une augmentation des lymphocytes B mémoire IgD"CD27* exprimant des

marqueurs de régulation (CD32a/CD32b ratio, BANK1) (Pallier et al., 2010).

C.1.3. Plasmablastes

Les plasmablastes sont générés dans les centres germinatifs des organes lymphoides
secondaires suite a I'activation de lymphocytes B naifs ou mémoire. Les plasmablastes sont
un état intermédiaire hyperprolifératif avant la différentiation terminale en plasma cells
spécialisées dans la production d’anticorps. Matsumoto et al., ont montré que les
plasmablastes CD138* CD44" étaient la principale sous-population de lymphocytes B a
produire de I'lL-10 dans un modeéle murin d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
(Matsumoto et al., 2014). Chez I'homme, l'induction in vitro de la différentiation de
lymphocytes B en plasmablastes suite a une stimulation ADN-CpG, IL-2, IL-6 et IFNa permet
d’induire I'expression d’IL-10. De facon intéressante, les auteurs ont également montré que
les plasmablastes générés a partir de lymphocytes B naifs ou immatures étaient capables de

produire considérablement plus d’IL-10 que les plasmablastes générés a partir de lymphocytes
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B mémoire (Matsumoto et al., 2014). En date, aucune étude n'a montré d’implication de

plasmablastes régulateurs dans la tolérance opérationnelle.

C.1.4. CD1Dhi CD5+

Les lymphocytes CD1DhiCD5+ sont une population de B qu’on retrouve dans la rate et dans le
sang périphérique (Yanaba et al., 2008). C’'est une population de lymphocytes B non
conventionnels. Ces cellules peuvent sécréter de I'IL-10 chez la souris et 'Homme (Yanaba et
al., 2008), et le granzyme B chez 'Homme (Hagn et al., 2010). Leur transfert adoptif permet
de réduire I'inflammation dans des souris déplétées en lymphocytes B (Yanaba et al., 2008).
Dans I'analyse des populations B dans différents groupes de patients transplantés et de
volontaires sains, les lymphocytes B CD5+ est la seconde population surexprimée aprés les

lymphocytes B mémoire (Pallier et al., 2010)
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Figure 13 : Marqueurs des populations de lymphocytes B. D’apres (Oleinika et al., 2019)
C.2. Mécanismes effecteurs du lymphocyte B régulateur

Dans les paragraphes précédents, nous avons vu de nombreux mécanismes par lesquels ces
différentes populations de B pouvaient avoir une action régulatrice. Nous allons ici présenter

plus profondément ceux qui ont été décrits chez ’'Homme (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation des mécanismes suppresseurs du lymphocyte B régulateur. D’apres (Li et al., 2019)
C.2.1. Cytokines

L’IL-10 est le plus cité des mécanismes par lesquels le lymphocyte B régulateur va transmettre
sa réponse suppressive. C’'est une cytokine homodimérique de 18.6kDa dont la liaison a son
récepteur composé des chaines IL-10R1 et IL-10R2 induit I'activation de JAK1-TYK2 et la
phosphorylation de STAT1-STAT3. L'engagement de I'IL-10 sur son récepteur inhibe
I'activation des cellules dendritiques responsables de la présentation antigénique, inhibe la
production de cytokines pro-inflammatoires par de nombreux types cellulaires (Takeda et al.,

1999, p. 1) et favorise I'induction de lymphocytes T régulateurs (Chaudhry et al., 2011).

L’IL-35, une autre cytokine régulatrice a aussi montré sa capacité a induire les lymphocytes T

régulateurs (Collison et al., 2007) et les lymphocytes B régulateurs (Wang et al., 2014).

Le TNFa, initialement décrit comme une molécule cytotoxique associée aux fonctions
effectrices du systeme immunitaire a aussi montré une action immunosuppressive en
induisant la survie des cellules régulatrices (Salomon et al., 2018) via |’expression du TNFR2

(Balkwill, 2009).

Le TGF-B est une cytokine sécrétée sous la forme d’un précurseur qui nécessite un clivage par

protéolyse (baisse de pH, ROS ou aV-intégrines) pour se lier a son récepteur, induire

I'apoptose et inhiber la prolifération (Akdis et al., 2016).
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C.2.2. PDL-1

PDL-1 (Programmed Death Ligand-1) est un ligand de PD-1 (Programmed Death-1). La liaison
du ligand sur ce récepteur permet d’inhiber la signalisation TCR (LCK/PI3K/AKT/mTOR) via la
protéine SHP2. Ce mécanisme régulateur a été tres largement décrit, notamment pour ses
utilisations thérapeutiques agonistes (immunosuppressives) et antagonistes (anti-
cancéreuses) et est un des mécanismes largement utilisé par les cellules régulatrices pour
contenir I'inflammation, et est notamment utilisé par certains lymphocytes B régulateurs (Doi

et al., 2012).

C.2.3. TIGIT

TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) a été initialement décrit sur les Tregs
et les NK activés. Les ligands de TIGIT (CD155 et CD112) sont fortement exprimés par les
monocytes, DC, fibroblastes, cellules endothéliales, plaquettes et lymphocytes activés. TIGIT
va mener son activité régulatrice par compétition, car ses deux ligands peuvent aussi se lier
aux récepteurs de costimulation CD226 et CD96, associés a |'activation des lymphocytes T.
TIGIT va aussi pouvoir induire I'expression d’IL-10 dans les cellules dendritiques CD155* (Zhang
et al., 2020). Récemment, l'implication de TIGIT a été démontrée dans les mécanismes

suppressifs de certains lymphocytes B régulateurs chez I’'Homme (Hasan et al., 2021).

C.2.4. Granzyme B

Enfin, le granzyme B est une protéase possédant différents récepteurs membranaires et
intracellulaires. Sa spécificité lui est offerte par la présence de 6 acides aminés : His57, Leu172,
Phe191, GIn180, Tyr 215 et surtout Arg226 qui vont recruter les substrats pouvant présenter
un Asp face a I’'Arg226 pour former deux liaisons hydrogénes (Fell et al., 2002; Ruggles et al.,
2004; Waugh et al., 2000). Le réle du granzyme B differe en fonction des récepteurs qu’il va
lier. Son effet le mieux décrit est sa capacité a induire I'apoptose (Jenne and Tschopp, 1988)
par son action conjointe avec la perforine qui crée des pores de quelques nanometres dans la
membrane de la cellule cible permettant au granzyme B de trouver ses cibles intracellulaires.
Le granzyme B peut étre internalisé dans les cellules cibles via un mécanisme indépendant de
la perforine. En effet, le groupe de Trapani a montré dans un modéle murin que bloquer le
récepteur du Manose-6-phosphate réduisait I’'entrée du granzyme B (Trapani et al., 2003). Il a
aussi été montré que l'ajout de perforine ne permettait pas d’augmenter le niveau de

granzyme B intracellulaire (Shi et al., 1997). Cependant, en absence de perforine, le granzyme
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B internalisé ne peut induire d’apoptose (Shi et al., 1997) et il est possible que la perforine ne
permette non pas d’accéder au compartiment intracellulaire, mais directement aux cibles
séquestrées dans le noyau ou la mitochondrie. Parmi ces cibles, on trouve la caspase 3 dont
le clivage est un inducteur direct de l'apoptose, mais aussi d’autres protéines pro-
apoptotiques, BID (Waterhouse et al., 2005) (BH3-interacting domain death agonist) qui
permet le relargage du cytochrome C mitochondrial (Gross et al., 1999) pour former
I'apoptosome (Garrido et al., 2006) et ICAD (inhibitor of caspase activated DNase) dont le
noms est évocateur de sa fonction (Enari et al., 1998).

Cependant, on ne peut pas réduire le granzyme B a ses mécanismes intracellulaires pro-
apoptotiques. Le granzyme B peut étre produit et sécrété par de nombreuses cellules en
absence de perforine. Les premiéres études sur le sujet montrent que le granzyme B peut étre
produit en absence de perforine par les lymphocytes B régulateurs, mais différentes études
ont aussi montré une expression conjointe de granzyme B et de perforine par les lymphocytes
B régulateurs (de Andrés et al., 2014; Hagn et al., 2010). Ce granzyme B extracellulaire va
trouver et cliver d’autres cibles plus diverses: des cytokines sécrétées sous la forme de
précurseurs (IL-18, IL-1a) (Akeda et al., 2014), le systeme du complément (C3, C5) (Perl et al.,
2012), des protéines constitutives de la matrice extracellulaire (fibronectin, vitronectin,
collagen 1V), des proteins de liaison (e-cadherin, filaggrin) et enfin, des facteurs de coagulation
(von Willebrand factor) (Akeda et al., 2014; Buzza et al., 2008; Hiebert et al., 2013; Hollestelle
et al., 2011; Jensen et al., 2020; Perl et al., 2012; Turner et al., 2021). A travers toutes ces
cibles, le granzyme B a donc une/des fonction(s) immunomodulatrice(s) multifactorielle en
agissant sur la communication cellulaire et la capacité migratoire des cellules effectrices

(Gondek et al., 2005).

D. Fonction et phénotype des lymphocytes B régulateurs exprimant le Granzyme B

Comme nous l'avons énoncé au paragraphe IlI-A, les lymphocytes B régulateurs ont une
diversité phénotypique et fonctionnelle importante. Dans une méta-analyse de données
transcriptomiques générées a partir de lymphocytes B régulateurs induits ou enrichis in vitro
chez ’'homme et chez la souris, nous avions montré que les deux signatures de lymphocytes
B régulateurs humains et murins ne présentent que tres peu de correspondances suggérant
des mécanismes différents. De plus, 'intégration des données humaines a mené a la

génération d’une signature réduite aux genes dont la différence est homogéne dans toutes
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les bases de données, et a la perte de génes d’intérét comme I'IL-10 ou le CD9, fortement
associés a la fonction de ces cellules régulatrices, mais dont I’expression était opposée entre
les datasets (Dubois et al., 2020). |l est donc trés hasardeux de vouloir caractériser une
population au travers du phénotype et de la fonction d’une population voisine ou hétérogéne.
Dans ce chapitre, nous nous efforcerons de décrire les caractéristiques des lymphocytes B
régulateurs qui expriment le granzyme B.

C’est le groupe de Bernd Jahrsdorfer qui, en 2006, a le premier mis en évidence la capacité
de certains lymphocytes B a produire du granzyme B chez des patients atteints de leucémie
lymphoblastique B chronique (Jahrsdorfer et al., 2006). Tres vite, il a été montré que ces
cellules étaient dotées d’une fonction suppressive dépendante du granzyme B (Lindner et al.,
2013), et qu’en coculture, le granzyme B était internalisé dans des lymphocytes T CD4+ et qu’il
induisait la dégradation de la chaine zeta du TCR (Lindner et al., 2013), qui, conjointement
avec les chaines du CD3, est responsable de la transduction du signal antigénique.

Le granzyme B est une molécule intracellulaire et le seul marqueur connu de cette population.
De ce fait, il ne permet pas d’isoler des cellules viables pour des études fonctionnelles. Leur
exploration fonctionnelle ne se limite dans un premier temps qu’a des corrélations entre
activité suppressive et proportion de ces Bregs dans la fraction B totale. La compréhension de
ces cellules est passée par |'élaboration de cocktails de stimulation permettant d’induire la
sécrétion de granzyme B en parallele d’'un phénotype régulateur a partir des B totaux. Une
des spécificités de ce phénotype est sa dépendance a I'lL-21, cytokine de la famille de I'lL-2
surrégulée dans différents contextes inflammatoires dans lesquels on retrouve une
surexpression de lymphocytes B exprimant le granzyme B (Syndrome de Sjogren primitif,
Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, syndrome du VIH, lymphome diffus a
grandes cellules B, Lupus systémique érythémateux, maladie de Chagas, mononucléose,
périodontite, et en transplantation rénale) (Chesneau et al., 2015; Cupi et al., 2014; Fares et
al., 2013; Hagn et al., 2015, 2010; Kaltenmeier et al., 2015; Mahanonda et al., 2016; Papp et
al., 2016; Tabanelli et al., 2017; Zhu et al., 2017). Toutefois, on retrouve moins de 2% de
cellules B GZMB+ dans le sang de volontaires sains, et seulement 15% des lymphocytes B
expriment le granzyme B apres stimulation TLR9/IL-21. Leur expansion optimale a donc été
centrale pour leur caractérisation. Le protocole que nous utilisons aujourd’hui reprend les
bases posées par Jahrsdorfer, a savoir une stimulation TLR9 en présence d’IL-21, auxquelles

nous ajoutons simultanément de I'lL-2, une stimulation du BCR et du CD40 permettant
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d’induire I'expression du granzyme B dans plus de 90% des lymphocytes B dans des situations
pathologiques, mais aussi chez le volontaire sain (Chesneau et al., 2021, 2020). Ce cocktail de
stimulation a été décrit comme optimal pour I'obtention d’une population pure (>90%) de
lymphocytes B régulateurs (en termes d’expression du granzyme B) et la majorité des études
fonctionnelles sur les lymphocytes B régulateurs se font aujourd’hui sur des cellules induites
in vitro.

Un second frein a la caractérisation de ces cellules est leur grande disparité entre les espéces.
Cette population n’est pas spécifique a I’'Homme puisqu’elle peut étre retrouvée chez le rat
(Durand et al., 2015) ou encore le macaque (Kotb et al., 2017; Pallikkuth et al., 2011) dans des
proportions moindres et avec une activité indépendante du granzyme B. Cependant la
présence de lymphocytes B exprimant le granzyme B est discutée chez d’autres espéces, dont
notamment la plus fréqguemment utilisée dans les études in vivo: la souris. Suite a des
stimulations dépendantes de I'lL-21 et du LPS, les lymphocytes B murins ne semblent pas
produire de granzyme B (Hagn et al., 2012, Sailliet et al., In preparation). En revanche, I'équipe
de Derrick a montré qu’une infection par plasmodium yoelli 17X NL induisait 19% de
lymphocytes B GZMB+ avec une forte corrélation entre le CD73, I'lgM et le granzyme B sans
toutefois avoir regardé le réle du granzyme B dans la fonction régulatrice de ces cellules (Parra
et al., 2020). De facon intéressante, méme chez I’'Homme en caractérisant ces cellules par une
fonction régulatrice, un méme marqueur, et des stimulations proches, de nombreux résultats
divergent. Notamment sur les mécanismes régulateurs du granzyme B: Le groupe de
Jahrsdorfer a montré une fonction indépendante de la perforine et des cibles intracellulaires
induisant I'apoptose, tandis que nous avons montré que la production de granzyme B était
accompagnée de perforine, et que les lymphocytes B régulateurs étaient capables d’activer
les voies de I'apoptose dans les cellules cibles, mais pas de dégrader les chaines zeta du TCR.
Il semble donc que cet unique marqueur n’est pas suffisant pour obtenir une population
homogene. Il est donc difficile de transposer les études faites entre deux modéles dont on sait
gue les mécanismes sont différents, c’est pourquoi la majorité des études actuelles sur les
lymphocytes B régulateurs exprimant le granzyme B ne sont pas transposables d'u modele a
I'autre.

Comme nous l'avons vu, de nombreux phénotypes régulateurs ont été décrits pour les
lymphocytes B. Il en va de méme pour ceux qui expriment le granzyme B. En 2009, Jahrsdorfer

montre que les lymphocytes B naifs (CD27+) sont plus aptes a exprimer le granzyme B apres
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une stimulation BCR + IL-21 que les lymphocytes B mémoire (CD27-) et qu’apres stimulation,
il y avait un enrichissement en cellules CD27- CD38-, mais que ce phénotype de cellules naives
était associé a une incapacité a produire de I'lgD et qu’elles surexprimaient des molécules
d’activation (CD69+), d’adhésion (CD54+) et, de facon contradictoire, des molécules de
costimulation (CD86+) (Hagn et al., 2009). Ce phénotype a plus tard été enrichi par I'analyse
d’autres immunoglobulines, notamment les 1gG, qui sont produites par les lymphocytes B
exprimant le granzyme B (Bulati et al., 2014). Les IgG sont normalement produites par les
lymphocytes B mémoires ayant effectué une commutation isotypique. Cette nouvelle
caractérisation classe ces B régulateurs dans une catégorie particuliere de cellules mémoires :
les doubles négatives (CD19+IgG+CD27-IgD-). Ces cellules doubles négatives sont augmentées
chez des patients atteints de SLE ou infectés par le VIH, RSV (Cagigi et al., 2009; Fecteau et al.,
2006; Huggins et al., 2007; Wei et al., 2007), mais aussi corrélées avec I'dage ou les
susceptibilités infectieuses sont plus importantes (Colonna-Romano et al., 2009). A l'inverse,
lorsqu’elle est stimulée par le TLR9 uniquement, la population GZMB+ a un phénotype
mémoire plus conventionnel (CD19+CD27+IgD-) (Hasan et al., 2021). Et lorsqu’elle est
stimulée avec le cocktail permettant son expansion maximale (stimulation BCR, TLR9, CD40
en présence d’'IL-21 et IL-2), on retrouve cette population GZMB+ dans toutes les populations
de lymphocytes B (naives (CD24-CD38-), mémoires (CD24+CD38-), transitionnelles
(CD24+CD38+), et plasmablastes (CD24-CD38+)) avec la plus forte expression en GZMB par les
plasmablastes (Chesneau et al., 2020). De plus on retrouve la sous-expression d’IgD par les
cellules GZMB+ ainsi qu’une surexpression d’IgM mais pas d’'lgG (contrairement aux cellules
stimulées via le TLR9 uniqguement). On retrouve une distribution similaire dans une cohorte
pédiatrique de patients atteints de Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (Schnell
et al., 2021).

Ainsi on se rend bien compte qu’il il y a un impact non négligeable de la stimulation sur ces
cellules, notamment par le CD40L qui induit une différenciation puissante en plasmablastes.
Il faut donc absolument prendre en compte ces éléments de stimulation, et en particulier ceux
qui ne sont pas spécifiques a I'’émergence de lymphocytes B régulateurs, soit 4 ligands sur les
5 présents dans ce dernier cocktail.

Hormis leur fonction régulatrice, certaines autres particularités ont été mises en avant pour

les lymphocytes B exprimant le granzyme B.
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Ces cellules sont aussi plus sensibles a I'apoptose (Chesneau et al., 2020), ce qui laisse
supposer que ces lymphocytes B ne représentent qu’un état transient d( a une autorégulation
une fois le processus inflammatoire résorbé, et explique leur faible proportion en périphérie.
Toutefois, des études transcriptionnelles ont montré une diminution de I'expression de
BANK1 sur les lymphocytes B régulateurs GZMB+ (Dubois et al., 2020). Suite a la signalisation
BCR, BANK1 se lie a la kinase lymphoide B (BLK) pour interagir avec PLCy2. Ce complexe
permet de cliver PIP3 en DAG + IP3. Ce dernier induit le relargage de Ca?* intracellulaire et
déclenche I'apoptose de la cellule (Le Berre et al., 2021). Nous avons donc proposé un modele
dans lequel I'apoptose n’est pas induite par cette signalisation BCR, mais par les molécules

FAS ou TNFR (Le Berre et al., 2021).

E. Apportdeslymphocytes B régulateurs exprimant le granzyme B dans la tolérance
opérationnelle et objectifs du travail de these

La tolérance opérationnelle est un phénomeéne rare et mal compris. Dans notre équipe, nous
avons montré que dans une cohorte de patients transplantés du rein, les patients en tolérance
opérationnelle présentaient une forte signature de marqueurs de lymphocytes B (CD79a,
CD79b, RPS5, CD22, CD19, CD20, BCNP1) au niveau sanguin (Brouard et al., 2007b). Cette
signature transcriptomique est également associée a une fréquence plus importante de
lymphocytes B totaux et a un enrichissement en lymphocytes B qui expriment le granzyme B
(Chesneau et al., 2015; Pallier et al., 2010). Nous avons relié cette derniére population a une
fonction régulatrice par la corrélation entre le pourcentage initial de cellules B exprimant le
granzyme B dans le sang et la capacité des lymphocytes B totaux du sang a inhiber la
prolifération des lymphocytes T CD4+ in vitro (p<0.05) (Chesneau et al., 2015). De plus, le
transfert adoptif de cette population de lymphocytes B GZMB+ dans un modele de rat de
transplantation cardiaque permet de maintenir une fonction stable sans développement
d’'immunité contre le greffon pendant plus de 100 jours apres la greffe en absence de
traitements. Cet état de tolérance a été associé a la migration des lymphocytes B injectés vers
la greffe (Durand et al., 2015). Ces résultats suggerent donc I'importance de ce compartiment
de lymphocytes B GZMB+ dans le processus de tolérance. De fagon intéressante, nous avons
montré les lymphocytes B des patients tolérants sont capables d’induire la production d’IL-21
par les lymphocytes T CD4*, alors que les lymphocytes T de patients stables et de volontaires

sains ne produisaient significativement pas plus d’IL-21 en présence de lymphocytes B, avec
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méme une tendance a la baisse (Chesneau et al., 2015). Cela signifie qu’au-dela de réduire la
prolifération des lymphocytes T, les lymphocytes B de patients tolérants, enrichis en cellules
régulatrices GZMB+ vont agir sur les lymphocytes T pour induire cette expression d’IL-21,
nécessaire a la génération de ces lymphocytes B régulateurs dans toutes les études in vitro
(Chesneau et al., 2021; Jahrsdorfer et al., 2006; Kaltenmeier et al., 2015; Lindner et al., 2013;
Pallikkuth et al., 2011; Papp et al., 2016). Cependant, cette induction d’IL-21 par les
lymphocytes B régulateurs est un mécanisme encore mal compris. Une partie du travail de
cette these a été de mieux caractériser les interactions entre le lymphocyte B régulateur
exprimant le granzyme B et le lymphocyte T CD4+. Ces résultats sont décrits dans la partie IlI-

C des résultats de ce manuscrit.
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Caractérisation biologique de molécules originales sur leur activité inhibitrice des

voies JAK
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Introduction :

Dans cette premiére partie des résultats, nous nous intéressons au développement
d’inhibiteurs de JAK, et principalement d’inhibiteurs de la signalisation JAK1 dont dépendent
I'lL-4 et I'lIL-13 (Jiang et al., 2000; Murata et al., 1998). Il a été démontré que dans un complexe
de JAKs, la signalisation ne nécessite pas |'activation de chaque JAK. Par exemple, bien que
toutes les signalisations dépendantes de TYK2 (Interférons de type |, IL-6, IL-10, I1L-12 et IL-23)
soient altérées dans un modeéle murin KO pour TYK2, I'inhibition spécifique de TYK2 permet
uniguement d’inhiber la signalisation de I'IL-12 et de I'IL-23. Ceci est expliqué par le réle de
TYK2 dans I'expression a la surface des différents récepteurs et de JAK1. Son role sur les voies
cytokiniques autres que I'lL-12 et I'lIL-23 est donc principalement structurel (Sohn et al., 2013).
Méme fonctionnelles, les JAKs peuvent cibler et recruter des STATs différentes avec des sites
de transcription distincts, et I'inhibition spécifique d’une seule JAK ne permet pas forcément
de bloquer I'ensemble de la signalisation JAK dépendante (Haan et al., 2011). C'est donc dans
ce contexte, mettant en relation plusieurs JAKs différentes que I'effet des inhibiteurs doit étre
analysé.

Contrairement aux modeles sur kinase isolée couramment utilisés, les modeles cellulaires ont
I’avantage de renseigner sur la capacité des molécules a traverser la membrane plasmique et
a se fixer aux JAKs dans leur environnement (récepteur/couple de JAK). Cela nous permet de
mieux comprendre la relation entre la structure des composés et I'inhibition des grandes voies
cytokiniques (JAK1/JAK2 ; JAK1/JAK3 ; JAK1/TYK2 ; JAK2/JAK2 ; JAK2/TYK2 ; JAK1/JAK2/TYK2)
et d’intégrer I'activité de chaque JAK sur chaque voie analysée.

Matériel et Méthodes :

Molécules

3 séries de molécules originales ont été analysées durant ce travail préliminaire. Chaque série
est développée a partir d’'un noyau commun capable de mimer I’ATP en faisant deux
interactions hydrogene avec la région charniére (Hinge region) de la poche catalytique du
domaine kinase (Figure 1). Cette région est trés fortement conservée entre les différentes
kinases faisant de ce noyau un inhibiteur peu spécifique, en plus d’étre de faible affinité

(nombre équivalent d’interactions noyau — poche catalytique que ATP — poche catalytique).
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Figure 1 : Schéma de la poche catalytique d’un domaine kinase (avec I’ATP) et sites d’interactions hydrogeéne.

Différents résidus ont ensuite été greffés a ce noyau afin de former des interactions avec les
régions hydrophobes (Hydrophobic region | et Il sur la figure 1), qui ont une plus grande
variabilité entre les kinases que la région charniére. Au total, ce sont plus de 80 composés qui
ont été développés. Les travaux de modélisation moléculaire (études de docking, et prédiction
d’activité) ont permis de sélectionner des familles de molécules-sondes pour I'élaboration
d’inhibiteurs potentiels. Ainsi, une premiére série de 26 molécules dérivées d’un
pharmacophore de type triazol-4-one a été évaluée. La modulation du scaffold nous a permis
de sélectionner une seconde série de 19 molécules dérivées du pyridazinoindole. La
compilation des résultats des SAR de ces deux séries avec les données de la littérature
concernant les criteres d’activité sur JAKs nous a permis d’envisager la conception et la
synthése d’une troisieme série de molécules originales, dérivées de la 2,6-diamino-1,3,5-
triazine. Toutes les molécules analysées ont été solubilisées dans du DMSO pur a 10mM et
conservées a -20°C. Pour limiter I'impact du DMSO dans les résultats, 1/1000° de DMSO a été
ajouté dans tous les puits contrdles et la concentration a été ajustée a 1/1000 lors des doses
réponses. Cette concentration correspond a la plus forte concentration des molécules utilisée
(10pM).

La structure exacte des différents composés ne sera pas discutée ici car leur développement

n’entre pas directement dans ce travail de these.
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Tests d’inhibition de la phosphorylation des STATs par cytométrie en flux :

La capacité des molécules a inhiber la signalisation de différentes cytokines a été visualisée
par cytométrie en flux en analysant le taux de phosphorylation de STATs suite a des
stimulations IL-4 (JAK1/JAK3), IL-12 (JAK2/TYK2).

Echantillons

Les échantillons de sang humain désidentifié ont été obtenu a partir de donneurs sains adultes
aupres de I'EFS (Etablissement Francais du sang, Nantes, France). Tous les échantillons ont été
obtenus sous consentement éclairé et conformément aux politiques de I'EFS.

Isolation des PBMC et tri des lymphocytes T CD4+

L'isolation des PBMC a été réalisée par centrifugation sur gradient de densité de FICOLL.
Brievement, le sang a été dilué en PBS pour obtenir un volume final de 30mL (pour environ
12mL de sang) puis a été déposé délicatement sur une couche de FICOLL (15mL) en falcon
50mL. Apres centrifugation de 20 minutes a 1200g sans freinage. Aprés récupération de
I'anneau de PBMC, les érythrocytes résiduels ont été éliminés dans une solution de lyse des
globules rouges (Red Blood Cell lysis solution, Miltenyi Cat #130-094-183) pendant 3 a 5
minutes selon le taux d’érythrocytes. Les plaquettes ont été éliminées par centrifugation a
150g pendant 5 minutes. Les lymphocytes T CD4+ ont été récupérés a partir des PBMC par tri
magnétique en utilisant le kit d’isolation des lymphocytes T CD4+ humains (CD4+ T cells
isolation kit human, Miltenyi Biotec, Cat #130-096-533) suivant le protocole du fabricant. La
séparation a été réalisée sur un Automacs Pro separator (Miltenyi Biotec, Cat #130-092-545).
Les lymphocytes T fraichement triés sont ensuite comptés et 100 000 cellules sont déposées
par puits dans une plaque 96 puits en RPMI complet seules, en présence des différentes
molécules a tester ou d’inhibiteurs controles (Tofacitinib, Ruxolitinib, Oclacitinib), pendant 1h.
Marquages et stimulation

L’activation des voies JAK/STAT sont régulées par des rétrocontrdles importants dont nous
avons discuté en introduction (Bohmer and Friedrich, 2014; Croker et al., 2008; Niu et al.,
2018). Ces rétrocontroles posent un probleme technique car en absence de la cytokine
stimulatrice, la phosphorylation des JAK et des STATs est rapidement retirée par des
phosphatases. La visualisation des pSTAT nécessite donc quelques ajustements aux protocoles
de marquages classiques ou les marquages se font apres la stimulation. Ici, pour conserver
I’état de phosphorylation, les cellules sont fixées immédiatement apres la stimulation. Le

marquage de viabilité est basé sur l'incapacité des cellules mortes a bloquer I'entrée du
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margqueur a son compartiment intracellulaire. Ce marquage doit donc obligatoirement étre
réalisé avant cette étape de fixation / perméabilisation, qui permet I’entrée du marqueur dans
les cellules vivantes.

Le marquage de viabilité est réalisé par dilution au 1/1000 du Live/DEAD™ Fixable Yellow
Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific, Cat #L34959) pendant 15 minutes a température
ambiante et a I'obscurité. Aprés lavage des cellules, les différentes stimulations sont ajoutées
dans les puits a 10ng/mL dans 100uL de RPMI complet (+10% SVF décomplémenté, L-Glu,
Pénicilline, Streptomycine) pendant 15 minutes a 37°C. La réaction est immédiatement
arrétée en ajoutant 100uL de Fixation buffer préchauffé a 37°C (BD Biosciences, Cat #554655)
pendant 12 minutes a 37°C. Aprés centrifugation et élimination du surnageant, la
perméabilisation est réalisée avec 100uL de Perméabilisation Buffer Ill froid (BD Biosciences,
Cat #558050), optimisé pour I'analyse de la phosphorylation des STATs en cytométrie en flux,
pendant 30 minutes sur glace. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois en tampon de marquage
(Perm/Wash Buffer, BD Biosciences, Cat #554723) puis marquées avec un anti-pY701 STAT1 —
pacific blue (BD Biosciences, Cat #560310, RRID:AB_1645326), un anti-pY705 STAT3 — pacific
blue (BD Biosciences, Cat #560312, RRID:AB_1645327), un anti-pY693 STAT4 AF647 (BD
Biosciences Cat# 558137, RRID:AB_397052) ou un anti-pY641 STAT6 AF647 ((BD Biosciences
Cat# 612601, RRID:AB_399884) dilués au 1/10 en tampon de marquage pendant 1h a
température ambiante a I'obscurité. Aprés un dernier lavage les cellules sont resuspendues
dans 150puL de PBS supplémenté de 0.5% de BSA et de 2mM d’EDTA et analysées sur un FACS
Celesta (BD Biosciences).

Mesure de I'effet dose sur lignée reportrice

L'effet dose des molécules sur la voie de I'lL-4 a été réalisé sur une lignée reportrice (HEK-Blue
IL-4 SEAP reporter cells, Cellosaurus, Cat #hkb-il413 RRID:CVCL_A8DA). Cette lignée possede
tous les éléments pour transduire le signal de I'lL-4 (chaines du récepteur, JAK1, JAK3, STAT6),
et un gene codant pour une forme sécrétée de la phosphatase alkaline régulée par des
éléments répondant a STAT6 dans son promoteur. Les cellules sont cultivées en flask de
125cm? en DMEM complet (+10%SVF décomplémenté, L-Glu, Pénicilline, Streptomycine,
HEPES 1X). Les analyses et le repiquage des cellules se font lorsque les cellules atteignent 70%
a 80% de confluence. Les cellules adhérentes sont décollées de la flask en utilisant un grattoir
pour éviter la trypsine. Apres comptage, 50 000 cellules sont déposées dans une plaque 96

puits a fond conique puis centrifugées pour étre reprises dans 198uL de DMEM complet en
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présence des a différentes doses pendant 1h puis 2uL d’IL-4 sont ajoutés pour une
concentration finale de 1ng/mL. Aprés une incubation de 24h a 37°C, le p-nitrophényl
phosphate (SigmaFast, Sigma Aldrich, Cat #N1891) est préparé selon les instructions du
fournisseur et 20uL de surnageant sont mélangés a 180uL de solution de p-nitrophényl
phosphate. L'absorbance a 405nm est mesurée aprés 30 minutes d’incubation a 37°C sur un
lecteur de plaques spark (Tecan).

Analyses statistiques

La phosphorylation des STATs est relativement homogene dans les lymphocytes T CD4+ suite
a des stimulations IL-4 et IL-12(Bacon et al., 1995; Reichel et al., 1997). La valeur utilisée pour
apprécier |'état de phosphorylation des STATs est I'intensité moyenne de fluorescence (MFI).
Pour diminuer la variance induite par les échantillons, les données brutes de chaque inhibiteur
a été rapportée aux niveaux de phosphorylation suite a une stimulation sans inhibiteur, et au

niveau de phosphorylation basal des cellules (sans activation).

MFIInhibiteur - MFIBasal
MFIstimulation - MFIBasal

L'effet des différentes molécules sur la MFI de la phosphorylation des STATs a été mesurée
par une analyse des variances (ANOVA) 1 voie sur échantillons appariées suivi du test de
Dunnett pour les comparaisons multiples. Toutes les analyses statistiques et la génération des
graphiques a été réalisée sur GraphPad (Prism) v9. Les données sont présentées sous la forme
de la moyenne * I'erreur standard a la moyenne (standard error of the mean, SEM). Les
différences sont définies comme statistiqguement significatives quand P < 0.01 (**), P < 0.001
(***) et P < 0.0001 (****)

Résultats

Inhibition des voies JAK1/JAK3 dépendantes (IL-4) et JAK2/TYK2 dépendantes (IL-12) par les
composés de premiére et deuxiéme génération

Nous avons commencé la caractérisation des différentes molécules sur deux voies
cytokiniques opposant les JAK d’intérét (JAK1 et JAK3) des JAKs dont I'inhibition n’est pas
souhaitée (JAK2, et dans une moindre mesure, TYK2). L’IL-4, se fixe sur un récepteur
partageant la chaine y commune aux récepteurs de la famille de I'lL-2 qui, en combinaison
avec la chaine IL-4Rb, permet de recruter JAK1 et JAK3 ainsi que STAT6. L’IL-4 peut se fixer sur
un second récepteur composé des chaines IL-4Rb et IL-13R pour recruter JAK1, TYK2 et STAT6

(Jiang et al., 2000). Cependant, cette seconde voie de signalisation est minoritaire dans les
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populations lymphoides (Murata et al., 1998). L’IL-12 est une cytokine se fixant sur son
récepteur composé des chaines IL-12RA et IL-12RB recrutant JAK2 TYK2 et STAT4 (Bacon et al.,
1995).

Les résultats de phosphorylation des STATSs sur ces deux signalisations montrent que parmi les
molécules de la premiére génération (nomenclature 03xxx), seule la 03231 induit une
inhibition significative de la signalisation IL-4 tandis que 6 induisent une inhibition significative
de la signalisation IL-12 (03285, 03291, 03292, 03299, 03301 et 03312). La structure du
composé 03231 nous a poussé a choisir une seconde famille de molécules dérivée de la
pyridazinoindole (nomenclatures AQUXX, ASDXXATXX et SKEXX) parmi lesquelles une seule
inhibe significativement la voie de I'lL-12 (SKE157) et 5 inhibent significativement la voie de
I'lL-4 (AQU13, ASD97, AT98, AT99, et SKE156) (Figure 2). Cependant, bien que I'inhibition soit
significative, elle reste bien inférieure a l'inhibition induite par les trois molécules de

référence.

Inhibition des voies JAK1/JAK3 dépendantes (IL-4) et JAK2/TYK2 dépendantes (IL-12) par les
composés de troisieme génération

La troisieme génération de molécules que nous avons testé, composée de dérivés de la 1,3,5-
triazinediamine. Les résultats montrent que sur 38 molécules de cette série, 5 molécules
d’intérét induisent une forte inhibition de la voie de I'lL-4, significativement comparable a
I'Oclacitinib : JM-17.042, JM-17.044, JM-17.046, JM-17 .049, JM-17.050 (p> 0.05) (Figure 3-A).
Parmi ceux-ci, 4 n’induisent pas une inhibition significative de la voie de I'lL-12 JAK2/TYK2
dépendante (Figure «3-B). A 10uM, l'inhibition de la voie de I'lL-4 est saturante et la
phosphorylation de STAT6 est indiscernable du bruit de fond. Pour comparer plus finement
les effets de ces molécules entre elles, nous avons regardé |'effet de différentes doses de
chacun de ces composés (0.01uM, 0.1uM, 0.5uM, 1uM, 5uM, 10uM, n = 4) sur une lignée
cellulaire reportrice de I'activité IL-4/JAK1-JAK3/STAT6 (Figure 3-C). Nous avons mesuré I'lCso
des 3 molécules permettant une inhibition totale de la signalisation IL-4 : IM-17.042, JM-
17.046 et Oclacitinib avec des ICso respectives de 0.3198uM, 0.2440uM et 0.3332uM. Nous
avons ensuite profité de I'interruption due au COVID pour évaluer la stabilité de ces molécules.
Aprés 4 mois de conservation a -20°C en DMSO, les 5 molécules d’intérét n’induisent plus une

inhibition semblable a I'Oclacitinib (Figure 4).
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Discussion

Le travail de développement d’inhibiteurs de kinases est largement facilité par des méthodes
automatisées de criblage haut débit sur kinase isolée. Ces méthodes peuvent permettent de
définir le profil inhibiteur de chaque molécule sur des banques de kinase. Cependant, ces
méthodes ont le désavantage du prix et de ne pas prendre en compte le contexte cellulaire
(diffusion de la molécule a travers la membrane cellulaire, séquestration sur d’autres
composants) ni I'interdépendance des JAKs. La méthodologie que nous avons utilisée repose
sur une analyse successive de composés sélectionnés d’abord sur la capacité de leur noyau a
fixer faiblement et non spécifiquement la poche catalytique du domaine kinase, puis sur la
sélection par modélisation informatique des interactions associées a différents résidus greffés
sur ce noyau et sur I'analyse in vitro des molécules sélectionnées dans différents modeéles
cellulaires dépendants des signalisations cytokiniques JAK1/JAK3 et JAK2/TYK2. Nous avons
analysé un total de 81 molécules. Ces analyses ont mis en avant une série de 5 composés

d’intérét. Toutefois, cette activité inhibitrice sur JAK1 n’est pas stable dans le temps.
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Développement de méthodes permettant la visualisation des modifications
immunitaires suite a un traitement anti-JAK chez les patients atteints de DA

modérée a sévere
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Introduction

La dermatite atopique se caractérise immunologiquement par une sécrétion importante de
cytokines de type 2 comme I'lL-13, I'lL-5 et I'lL-31 au niveau des sites inflammatoires (Esaki et
al., 2016). Cette sécrétion cytokinique est retrouvée dans le sang a des taux plus faibles
(Kanwal et al.,, 2021; Kaminishi et al., 2002). Les inhibiteurs de JAK sont des traitement
immunosuppresseur qui se prennent principalement sous forme orale et peuvent donc agir
en systémique (Suga and Sato, 2019). Cependant, bien que ces traitements soient efficaces
pour bloquer la signalisation IL-13, on observe en clinique que la production de la cytokine
n’est pas abrogée et reste détectable durant les traitements. Ceci est probablement associé
au retour rapide des symptémes chez ces patients a I'arrét des traitements. De nombreuses
études ont montré que I'lL-13 est produite par différents types cellulaires dans des
pathologies inflammatoires tel que I’Asthme ou la DA (Kaminishi et al., 2002; Hijnen et al.,
2013; Malefyt et al., 1995; Machura et al., 2010; Dakhama et al., 2013; Fuschiotti et al., 2013;
Richards et al., 2000; Nam et al., 2006; Malefyt et al., 1995). Selon le contexte, I'activation de
ces cellules et I'induction de la sécrétion d’IL-13 peut dépendre de signaux dépendant de JAK,
notamment via une boucle de rétrocontrole dépendante de I'lL-4 et de I'lL-13 (Purwar et al.,
2006). Mais certaines voies d’induction de I'lL-13 sont indépendantes de ces voies JAK,
notamment par I'action de I'alarmine IL-25 (Fort et al., 2001; Shibui et al., 2016; Yang et al.,
2013). Pour mieux analyser ces populations et notamment leur role dans I'induction de I'IL-
13, nous avons réalisé un phénotypage exhaustif des populations immunitaires circulantes
impliquées dans la DA selon la littérature. Nous avons ainsi développé deux panels de
cytométrie spectrale permettant d’évaluer le phénotype de 30 populations immunitaires. Le
premier panel orienté sur les lymphocytes T permet la visualisation de 20 marqueurs
phénotypiques en plus des marqueurs de population et le second panel orienté sur les
lymphocytes B, NK, mono et cellules dendritiques permet la visualisation de 13 marqueurs
phénotypiques en plus des marqueurs de population. Nous avons également développé un
panel « fonctionnel » permettant de mesurer les capacités sécrétrices de 6 cytokines (IL-4, IL-
10, IL-13, IL-17, IFNy et TNFa des principales populations de lymphocytes T, B, NK et

monocytes.
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Matériel et Méthodes

Patients

Les PBMC venant de 20 patients adultes atteints de DA ont été obtenues en collaboration avec
le service clinique de dermatologie du CHU de Nantes. Les PBMC venant de donneurs sains
ont été obtenus aupres de I'EFS Centre - Pays de la Loire. Tous les donneurs ayant participé a
cette étude ont donné leur consentement éclairé et écrit. Deux groupes de patients ont été
définis sur la base du score SCORAD. Ce score, sur 103, est d'autant plus élevé que la maladie
est sévere. Le groupe DA modérée correspond a un score compris entre 25 et 50, tandis que
le groupe DA sévere correspond a un score supérieur a 50.

Isolation des PBMC

L’isolation des PBMC a été réalisée par centrifugation sur gradient de densité de FICOLL. Les
plaguettes ont été éliminées par centrifugation a 150g pendant 5 minutes. Les PBMC ont été
congelés a raison de 2 ampoules par donneur a 10m/mL en SVF 10%DMSO en utilisant une
CoolCell (Corning) a -80°C pendant 24h puis a -150°C jusqu’a utilisation.

Marquages cellulaires

Aprées décongélation en tampon CTL 1X (Immunospot, Cat #CTL-AA-001), les PBMC ont été
séparés en deux fractions d’'un million de PBMC pour le panel « T » et le panel « B, NK,
monocytes, DC », et une fraction de 2 millions de PBMC pour le panel « fonctionnel ». Les
marquages sur les panels « T » et « B, NK, monocytes, DC » ont été réalisés immédiatement
apres décongélation. Pour le panel « Fonctionnel », les cellules ont été laissées au repos
pendant 2h en RPMI complet (+10% SVF décomplémenté, L-Glu, Pénicilline, Streptomycine)
puis pendant 3h30 en présence de 50ng/mL de PMA et de 500ng/mL d’ionomycine pour
réactiver les cellules et de 5pug/mL de BFA pour bloquer la sécrétion cytokinique. Les anticorps
utilisés et les étapes de marquages pour chacun des panels sont décrits dans les annexes 1 a
3. Les cellules ont été analysées par cytométrie spectrale sur un Aurora (Cytek). Les controles
gualités et les analyses des données ont été analysées en utilisant le programme OMIQ
(Dotmatics). 30 populations immunitaires sont ainsi distinguables par I'utilisation des deux
panels phénotypiques (Tableau 1) L'analyse du panel fonctionnel a été réalisé uniquement
dans les lymphocytes B, les NK, les monocytes, les lymphocytes T CD4+ folliculaires helper, les
lymphocytes T CD4 non naifs (Effecteurs mémoire, centraux mémoire et Effecteurs mémoire

CD45RAY), et les lymphocytes T CD8+ non naifs (Tableau 2).
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Tableau 1 : Marqueurs phénotypiques des 30 populations analysées par cytométrie spectrale

Populations (Panels « B, NK, mono, DC »
et«T»

Marqueurs

LT CD4+

LT CD4+ naifs

LT CD4+ EM

LT CD4+ CM

LT CD4+ EMRA

LT CD4+ Folliculaire Helper
LT CD4+ régulateur

LT CD8+

LT CD8+ naifs

LT CD8+ EM

LT CD8+ CM

LT CD8+ EMRA

LT CD8+ régulateur
Lymphocytes B

LB transitionnels

LB naives

LB mémoires unswitched
LB mémoire switched
Plasmocytes

NK

Early NK

Mature NK

Dendritic Cells

pDC

cDC

Monocytes conventionnels
Monocytes non conventionnels
Monocytes intermédiaires
Granulocytes Basophiles
ILC CD56-

CD19-CD56-CD3+CD4+
CD19-CD56-CD3+CD4+CD45RA+CCR7+
CD19-CD56-CD3+CD4+CD45RA-CCR7-
CD19-CD56-CD3+CD4+CD45RA-CCR7+
CD19-CD56-CD3+CD4+CD45RA+CCR7-
CD19-CD56-CD3+CD4+CXCR5+
CD19-CD56-CD3+CD4+CD25+CD127-
CD19-CD56-CD3+CD8+
CD19-CD56-CD3+CD8+CD45RA+CCR7+
CD19-CD56-CD3+CD8+CD45RA-CCR7-
CD19-CD56-CD3+CD8+CD45RA-CCR7+
CD19-CD56-CD3+CD8+CD45RA+CCR7-
CD19-CD56-CD3+CD8+CD25+CD127-
CD3-HLADR+CD19+CD20+
CD3-HLADR+CD19+CD20+CD38-CD24+CD38+
CD3-HLADR+CD19+CD20+CD38-IgD+CD27-
CD3-HLADR+CD19+CD20+CD38-CD27+IgD+
CD3-HLADR+CD19+CD20+CD38-CD27+IgD-
CD3-HLADR+CD19+CD20+CD24-CD38+
CD3-HLADR-CD56+
CD3-HLADR-CD569™CD16+
CD3-HLADR-CD56€"CD16-
CD3-HLADR+CD19-CD14-CD16-
CD3-HLADR+CD19-CD14-CD16-CD11c-
CD3-HLADR+CD19-CD14-CD16-CD11c+
CD3-HLADR+CD19-CD14+CD16-
CD3-HLADR+CD19-CD14-CD16+
CD3-HLADR+CD19-CD14+CD16+
CD3-HLADR-CD56-CD11b+
CD3-HLADR-CD56-CD11b-

Tableau 2 : Marqueurs phénotypiques des 5 populations analysées dans le panel fonctionnel

Population (panel « Fonctionnel »)

Marqueurs

LT CD4+ folliculaires helper
LT CD4+ non naifs
LT CD8 non naifs

CD19-CD56-CD3+CD4+CXCR5+
CD19-CD56-CD3+CD4+CXCR5- NON(CD45RA+CCR7+)
CD19-CD56-CD3+CD8+CXCR5- NON(CD45RA+CCR7+)

Monocytes CD19-CD56-CD3-SSChih
NK CD19-CD56+CD3-
LB CD19+CD56-CD3-
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Résultats

Les échantillons obtenus pour le moment nous permettent d’avoir le phénotypage de base
des patients atteints de dermatite atopique avant traitement (prise de sang réalisée a leur
arrivée a I’hopital, avant le début des traitements) et serviront de référentiel pour I'analyse
des effets des inhibiteurs de JAK.

Les patients DA sont caractérisés par une diminution des lymphocytes B mémoire et des NK
matures en périphérie

Aucune différence significative n’est observée entre le phénotype des cellules périphériques
des patients DA modérée et DA sévere (p > 0.05). Cependant nous retrouvons des différences
significatives entre le phénotype des cellules périphériques des deux groupes de patients DA
et des volontaires sains :

Au niveau des NK, la proportion de NK CD56°"8" CD16- est augmentée chez les patients
atteints de DA modérée et sévére en comparaison des HV (P < 0.0001) (Figure 1). Ces NK sont
associés a un degré de maturation élevé et un phénotype de cellules activées et fonctionnelles
(Romee et al., 2013; Deniz et al., 2015; Abel et al., 2018).

Ces résultats montrent également une diminution de la proportion de lymphocytes B
mémoires ayant effectué la recombinaison de classe ou non ainsi que I'augmentation des
lymphocytes B naifs. Cette diminution relative des lymphocytes B mémoire est retrouvée dans
la littérature chez des patients atteints de dermatite atopique (Heeringa et al., 2016) mais ne
semble pas étre commun a toutes les études (Czarnowicki et al., 2016).
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Figure 1 : Profil des principales populations présentes dans le sang des patients atteints de DA modérée a sévere. Les données

sont présentées sous la forme de la moyenne + SEM). Les différences sont définies comme statistiquement significatives quand

P<0.05(*), P<0.01(**), P<0.001 (***) et P < 0.0001 (suite page suivante)
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Les lymphocytes B, sont une population dont le profil et la mémoire sont tres fortement
impactés par les différents évenements immunologiques rencontrés par le donneur. Les
différences de sévérité de la maladie, le nombre absolu de lymphocytes et la cinétique
cellulaire, peuvent expliquer |'écart observé entre les résultats sur de petites cohortes de
patients sélectionnés sur des critéres différents.

Enfin, ces résultats montrent une diminution significative dans la population de monocytes
Intermédiaires (CD14* CD16%), ainsi qu’une diminution non significative des monocytes non
conventionnels exprimant le CD16. En relation avec la diminution observée de la population
NK CD569™ CD16, il est intéressant de noter que I'on observe une diminution générale de
I’expression du CD16 chez les patients atteints de DA, qui ne semble pas dépendre de la
sévérité de la pathologie.

Les Cellules productrices d’IL-13 sont distinctes des cellules productrices d’IL-4

La dermatite atopique se caractérise par une forte production d’IL-13 trés bien documentée
(Hijnen et al., 2013; Tsoi et al., 2019; Purwar et al., 2006). Comme mentionné en introduction,
la sécrétion cytokinique est variable d’une population a I'autre. Nous avons utilisé ces résultats
pour visualiser la co-production de six cytokines dans six compartiments : les lymphocytes B,
les lymphocytes T CD4+ non naifs, les lymphocytes T CD4+ folliculaires helper, les lymphocytes

T CD8+ non naifs, les cellules NK et les monocytes (Figure 2).

Une analyse en clustering de ces données nous montre tout d’abord I'augmentation des
cellules IL-13 positives dans chacune de ces populations chez les patients atteints de dermatite
atopique. Ces données nous serviront principalement a caractériser |'effet des inhibiteurs de
JAK dans ces populations. D’une facon intéressante, ce n’est pas I'lL-4, mais I'lL-10 qui est
fortement coexprimée avec I'lL-13, ce qui rejoint des données sur la forte expression de ces

deux cytokines par les cellules périphériques (Aleksza et al., 2002).

En plus de I'analyse des principales populations immunitaires, nous avons ajouté des
marqueurs phénotypiques permettant de mieux caractériser chaque cluster, résumés dans le
tableau 3. Ces marquages sont illustrés dans les figures 3 a 6. Ces données préliminaires seront

plus amplement exploitées pour caractériser I'effet des anti-JAK.
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Tableau 2 : Marqueurs additionnels analysés dans les différents clusters de chaque population de lymphocytes T, B, NK,

monocyte et DC

Cluster
Lymphocytes T

Marqueurs
Ki67, CD69, CD28, CD39, CD57, CCR6, CCR4, CXCR3,
CD49a, CD103, PD-1, TIGIT, LAG-3, TIM3, CD137

Lymphocytes B Ki67, CD9, IL-10, GZMB, PD-L1, IgA, I1gM, IgG et IgD

NK NKG2A, NKG2C, CD158a, CD158b, CD158el, GZMB,
Ki67, IL-10, CD9

Monocytes Ki67, IL-10, GZMB, PD-L1, CD141, CD11c, CD11b, CD9

DC Ki67, IL-10, GZMB, CD9, CD11c, CD11b, CD141
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visualisé par gradient de couleur en tsne.
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commutation de classe visualisé par gradient de couleur en tsne.
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Figure 6 : Profil d’expression des cellules dendritiques visualisé par gradient de couleur en tsne
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Discussion

Nous avons développé un modéle permettant d’observer I'état du systeme immunitaire au
travers de 3 panels de cytométrie spectrale. Deux panels phénotypiques et un panel
fonctionnel nous permettent de mesurer I'expression de différents marqueurs impliqués dans
la communication cellulaire et l'inflammation avec une précision nous permettant de
distinguer la modulation de ces signaux dans des groupes de cellules relativement
homogenes. Ce modeéle nous permet aussi de retrouver les modulations phénotypiques
caractérisées dans la littérature sur la DA a savoir la production d’IL-13 par les lymphocytes T,
B, les NK et monocytes et une augmentation du taux de cellules NK matures (CD569™, CD167)
dans les NK totaux (Aleksza et al., 2002 ; Romee et al., 2013; Deniz et al., 2015; Abel et al.,
2018).

Il existe une forte homologie dans les séquences promotrices de I'lL-4 et de I'lL-13 qui peuvent
lier des facteurs de transcription communs tels que les NF-AT, POS1, POS2 et AP-1 (Chomarat
and Banchereau, 1998). Cependant, ces deux promoteurs ne sont pas identiques et I'lL-4 et
I'IL-13 montrent des réponses différentes suites a I'activation de la protéine kinase C et de la
signalisation calcique (Keen et al., 2006). De facon intéressante, dans nos données I'IL-13 et
I'IL-4 ne sont pas produits par les mémes cellules, méme au sein des lymphocytes T CD4 qui
ont été décrits comme des cellules productrices de ces deux cytokines (Hijnen et al., 2013).
Nous arrivons peut-étre aux limites de notre modéle nécessitant cette activation
PMA/ionomycine (activant la protéine kinase C et la signalisation calcique) pour induire une
production cytokinique suffisamment importante pour visualiser la présence d’IL-13 apres
décongélation. Cependant, cela ne remet pas en cause ce modele pour caractériser I'effet des
inhibiteurs de JAK, puisque cette sécrétion cytokinique nécessite tout de méme la polarisation
des lymphocytes T dans un axe Th2 pour avoir cette capacité de sécrétion d’IL-4 et d’IL-13.
Cette polarisation est dépendante d’une induction plus longue que la restimulation
PMA/ionomycine que nous effectuons in vitro (van der Pouw Kraan, et al., 1995; Richards et
al., 2000; Nam et al., 2006; Shin et al., 2007). Et c’est cette inhibition de la polarisation dans
un axe Th2 par induite par les traitements anti-JAK que nous souhaitons observer avec ce

protocole.
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Les cellules B régulatrices humaines empéchent la prolifération des cellules T CD4+CD25-

par un mécanisme dépendant du Granzyme B et de la Lymphotoxine-a.

Human Regulatory B cells prevent CD4+CD25- T cell proliferation through a mechanism

dependent from Granzyme B and Lymphotoxin-a.

Nicolas Sailliet, Hoa Mai, Amandine Dupuy, Gaélle Tilly, Cynthia Fourgeux, Martin Braud,
Magali Giral, Jean-Michel Robert, Nicolas Degauque, Richard Danger, Jeremie Poschmann

and Sophie Brouard

(Article soumis)

Introduction

Les lymphocytes B sont des acteurs clés dans différentes situations pathologiques. Grace a
leur capacité a produire des anticorps, des cytokines pro-inflammatoires ainsi qu'a exprimer
le CMH et les molécules costimulatrices, ils sont capables de conduire et de maintenir la
réponse immunitaire. Cependant, au cours de la derniere décennie, il existe de plus en plus
de preuves de I'existence de cellules B ayant des propriétés suppressives, également appelées
cellules B régulatrices (Bregs). Les cellules B productrices d'IL-10 ont été les premiéres a étre
décrites dans un modéle murin d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale comme un
modulateur des réponses Th1 pathogénes. Ce sous-ensemble de Breg s'est ensuite révélé étre
protecteur contre la polyarthrite rhumatoide chez la souris et chez I'homme. In vitro, les
cellules B productrices d'lIL-10 ont des fonctions suppressives sur différents sous-ensembles
de cellules immunitaires, notamment les cellules T, les cellules dendritiques et les monocytes,
et en favorisant la prolifération des Tregs. Les cellules B exprimant le granzyme B
(GZMB+Bregs) sont une autre population de Bregs, décrite plus récemment chez I'homme
dans des situations de cancer, de maladies auto-immunes et d'infection par le VIH. Nous avons
rapporté que les GZMB+Bregs étaient augmentés en transplantation dans une situation de
tolérance chez I'homme en transplantation rénale et nous avons montré qu'ils jouent
également un réle chez les volontaires sains (HVs) ou ils sont impliqués dans I'homéostasie de
la réponse immunitaire. Les GZMB+Bregs ont démontré des propriétés suppressives sur les
cellules T effectrices CD4+CD25-, en inhibant leur prolifération et leur production de

cytokines. En tant que cellules B productrices d'IL-10, elles peuvent produire de I'lL-10 lors
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d'une stimulation mais I'lL-10 n'est pas impliquée dans leurs propriétés suppressives. Nous
avons rapporté que ce sous-ensemble de cellules Breg était dépendant de la protéine GZMB
puisque les inhibiteurs de GZMB ont partiellement restauré la prolifération des cellules T
CD4+CD25- dans des essais de coculture. Néanmoins, cette restauration n'était que partielle
et aucun marqueur spécifique autre que la GZMB n'a jusqu'a présent été identifié pour ce

sous-ensemble comme pour les autres Bregs.

Dans cet article, nous avons caractérisé phénotypiqguement et fonctionnellement Ia
population de GZMB+Bregs dans les HVs. Nous avons analysé le transcriptome des
GZMB+Bregs au niveau de la cellule unique et avons constaté qu'ils présentent un profil
d'expression génique spécifique et différentiel, principalement associé a la prolifération
cellulaire, au profil apoptotique et au métabolisme, un enrichissement en 1gG2 et 1gG3, une
diminution en IgD et IgM et une présentation antigénique altérée en accord avec leur profil
de cellules B différenciées. Nous avons analysé I'impact des GZMB+Bregs sur le transcriptome
des cellules T effectrices CD4+CD25- aprés la coculture et avons révélé que les cellules T
effectrices étaient caractérisées par une forte régulation des génes associés a la prolifération
des cellules T, a I'apoptose et au métabolisme. Enfin, nous avons identifié et démontré que la
Lymphotoxine alpha (LTA) est un nouveau ligand des GZMB+Bregs non seulement impliqué
dans l'induction des GZMB+Bregs mais aussi dans leurs propriétés suppressives sur les cellules

T.
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Abbreviation:

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells
GZMB: Granzyme B

scRNAseq: single cell RNA sequencing

Bregs: Regulatory B cells

GZMB+Bregs: regulatory B cells expressing Granzyme B
HVs: Healthy volunteers

GSEA: Gene Set Enrichment Analysis

CPD: Cell Proliferation Dye

MCP: Modified Citrus Pectin

DEG: Differentially Expressed Gene

NES: Normalized Enrichment Score

LTA: Lymphotoxin alpha

LTB: Lymphotoxin beta

HMGB2: High Mobility Group Box 2

MIF: Macrophage migratory Inhibition Factor
GAL3: Galectin-3

Acknowledgments: Nicolas Sailliet was supported by a Cifre contract with CEVA santé
animale. This work was supported in the context of the LabEX IGO thanks to French
government financial support managed by the National Research Agency via the “Investment
into the Future” program (ANR-10-IBHU-005 and ANR-11- LABX-0016-01). We wish to thank
the biological resource center for biobanking (CHU Nantes, Nantes Université, Centre de
Ressources Biologiques (BB-0033-00040), F-44000 Nantes, France). We also thank Pierre-
Emmanuel Imbert and Xavier Lebreton for technical assistance, Louis Boutin (UMR 942) and
Christos Chadjichristos (UMR 1155) who kindly donated the MCP. We are most grateful to the
Genomics Core Facility GenoA, member of Biogenouest and France Genomique and to the
Bioinformatics Core Facility BiRD, member of Biogenouest and Institut Francais de
Bioinformatique (IFB) (ANR-11-INBS-0013) for the use of their resources and their technical

support.

- 140 -



Author Contributions: SB and NS designed the study. NS, AD, HLM, GT, CF and MB carried out
the experiments. NS, SB, JP, RD analyzed the data. ND, SB, JP, RD, MG and JMR drafted and

revised the paper. All authors approved the final version of the manuscript.

Disclosures: The authors declare no commercial or financial conflict of interest.

-141 -



Summary

Human Granzyme B (GZMB) regulatory B cells (Bregs) suppress CD4+ effector T cells by a
mechanism partially dependent on GZMB. GZMB Bregs may be induced in vitro making them
interesting for cell therapy. Herein we characterize this population using single cell
transcriptomics. Bregs exhibit a unique set of 149 of genes involved in proliferation, apoptosis,
metabolism and altered antigen presentation capacity consistent with their differentiated B
cells profile. Bregs or total B cells were co-cultured with T cells and gene expression analysis
was used to identify receptor ligand interactions and to reveal gene expression changes in the
T cells. Bregs induced a strong inhibition of T cell genes associated to proliferation, activation,
inflammation and apoptosis compared to total B cells. Finally, we identified Lymphotoxin
alpha (LTA) as new potent Breg ligand implicated in Breg suppressive properties with direct

effect on GZMB.
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Introduction

B lymphocytes are key players in different pathological situations. With their ability to produce
antibodies (Nutt et al., 2015), pro-inflammatory cytokines (Vazquez et al., 2015) as well as to
express MHC and costimulatory molecules (Chen and Jensen, 2008), they are able to drive and
maintain immune response (Afzali et al., 2020). However, over the last decade, there are
increasing evidences of the existence of B cells with suppressive properties, also known as
regulatory B cells (Bregs) (Kim et al., 2015). IL-10 producing B cells were the first to be
described in mice model of experimental autoimmune encephalomyelitis as a modulator of
the pathogenic Thl responses (Fillatreau et al., 2002). This Breg subset was later found to be
protective against rheumatoid arthritis in mouse (Mauri et al., 2003) and human (Ilwata et al.,
2011). In vitro, IL-10 producing B cells have suppressive functions on different immune cell
subsets including T cells, dendritic cells and monocytes and by promoting Tregs proliferation
(Rosser and Mauri, 2015). Granzyme B expressing B cells (GZMB+Bregs) are another
population of Bregs, described more recently in human in situations of cancer (Jahrsdorfer et
al., 2006; Lindner et al., 2013), auto-immune diseases (Hagn et al., 2010), HIV infection
(Kaltenmeier et al., 2015). We reported that GZMB+Bregs were increased in transplantation
in a situation of tolerance in human in kidney transplantation (Chesneau et al., 2015) and we
showed that they also play a role in healthy volunteers (HVs) where they are involved in the
homeostasis of the immune response (Chesneau et al.,, 2015). GZMB+Bregs have
demonstrated suppressive properties on CD4+CD25- effector T cells, by inhibiting their
proliferation and production of cytokines (Chesneau et al., 2015, 2020). As IL-10 producing B
cells, they can produce IL-10 upon stimulation but IL-10 is not involved in their suppressive
properties. We reported that this Breg cell subset was dependent on GZMB protein since
GZMB inhibitors did partially restore CD4+CD25- T cell proliferation in coculture assays
(Chesneau et al., 2015). Nevertheless, this recovery was only partial and no specific marker
other than GZMB has so far been identified for this subset as for other Bregs (Chesneau et al.,

2015; Dubois et al., 2020a).

In this paper, we phenotypically and functionally characterized the population of GZMB+Bregs
in HVs. We analyzed the transcriptome of GZMB+Bregs at single cell level and found that they
exhibit a specific and differential gene expression profile, mainly associated with cell

proliferation, apoptotic and metabolism profile, an enrichment in I1gG2 and 1gG3, a decrease
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in IgD and IgM and an impaired antigen presentation in accordance with their differentiated
B cells profile. We analyzed the impact of GZMB+Bregs on CD4+CD25- effector T cell
transcriptome after coculture and revealed that effector T cells were characterized by strong
regulation of genes associated with T cells proliferation, activation, IFN pathway, inflammation
and apoptosis. Finally, we identified and evidenced that Lymphotoxin alpha (LTA) is a novel
ligand of GZMB+Bregs not only involved in induction of GZMB+Bregs but also in their

suppressive properties on T cells with a direct induction of GZMB expression.
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RESOURCE AVAILABILITY

The data discussed in this publication have been deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus
(Edgar, 2002) and are accessible through GEQO Series accession number GSE224461 as of the
time of publication. Accession number are listed in the key resources table.

This paper does not report original code.

Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available

from the lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Deidentified human blood was obtained from healthy adult donors (Etablissement Francais
du sang, Nantes, France, n = 18). All samples were obtained under informed consent and in
accordance with EFS policies. The procedures described in this manuscript were approved by
the French « Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche » (MESR) and « Comité

de Protection des Personnes » (CPP) (n°DC-2011-1399).

METHOD DETAILS

Samples and cell isolation

Fresh human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were isolated from whole blood
from HVs using Ficoll gradient centrifugation using standard procedures. Following red blood
cell lysis, cells were frozen in Fetal Calf Serum 10% DMSO in 10m/mL cryovials at -80°C using
Corning CoolCell for 24h and at -150°C until experiments.

Culture medium preparation

All cultures were made in RPMI 1640 containing 10% Fetal Calf Serum, 2mM L-Glutamine,
100U/mL penicillin / streptomycin.

Induction of GZMB+Bregs

B cells were enriched using Human B Cell Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec). Separations were
performed on an AutoMACS pro Separator following supplier instructions. GZMB+Bregs being
a scarce population in HVs with no specific signature, we separated the B cells in two fractions.
The first one was left unstimulated in complete medium without stimulation for 72h at 37°C
5%CQ0;, and the second one was used to induce GZMB expression as previously described

(Chesneau et al., 2021) : CpG ODN 2006 [1ug/mL] (Invivogen), soluble rhCD40L [50ng/mL]
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(R&D systems), rhiL-2 [50IU/mL] (Proleukine — Novartis), rhiL-21 [10ng/mL] (R&D systems),
anti-human IgG/A/M F (ab)’2 [5ug/mL] (Jackson ImmunoResearch)) in complete medium in 6-
well plates at 10° cells/mL for 72h at 37°C 5%CO,. According to this protocol, >95%
GZMB+Bregs express GZMB and display suppressive activity (Chesneau et al., 2021). In the
following experiments, these cells are thus referred as GZMB+Bregs vs their non-Bregs
counterpart.

B/T cell Coculture experiments

Bregs induction protocol was modified not to exceed 4 days of culture as keeping cells without
stimulation for prolonged times is deleterious for their survival. On the second day of the
induction of GZMB+Bregs culture, CD4+ CD25- T cells were enriched from overnight resting
PBMCs (10m/mL, 4°C, complete RPMI) by two subsequent negative selections using CD4 T cell
isolation kit (Miltenyi Biotec) and CD25+ Microbeads Il (Miltenyi Biotec). Separations were
performed on an AutoMACS pro Separator following supplier instructions. Autologous
purified T cells were then activated with anti-CD3/anti-CD28 dynabeads (beads to T cell ratio
of 1:1, Invitrogen), and then incubated for 3 days at 37°C 5% CO; with or without non-Bregs
or GZMB+Bregs washed from their stimulation cocktail. Cocultures were performed in 96-well
plate in 150uL with 5.10° CD4+CD25- T cells and either 10° resting B cells, 10° GZMB+Bregs or
control media. The suppressive properties of GZMB+Bregs was assessed by the analysis of the
proliferation of CD4+CD25- T cells. T cells alone were used also as control for basal CD4+CD25-
T cell transcriptome. For RNAseq studies, we collected 48 wells of T cells alone, 36 wells of T
cells/resting B cells and 36 wells of T cells/enriched GZMB+Bregs per donor.

Cell multiplexing and single cell RNA sequencing

scRNAseq using the CITE-seq method (Stoeckius et al., 2018) was essentially carried out as
described in Abidi et al. (Abidi et al., 2020). For each experiment, cells were marked with
viability dye (Fixable Viability Dye eFluor 450, 1/1000 in PBS without azide or protein,
Invitrogen) for 25 min. Living cells were sorted on an ARIA Il (BD Biosciences) and marked
with conjugated DNA sequences (HashTag Oligonucleotide, HTO, Chromium Single Cell 3'
Feature Barcode Kit, PN-1000079) specific of the donor and the experimental condition
following CITE-seq protocols (Stoeckius et al., 2018). Cells were then pooled with similar
amounts and 20 000 total cells were loaded onto a Chromium controller (10X genomics)
(Chromium Next GEM Single Cell 3' Kitv3.1, ref PN-1000121; Chromium Next GEM Chip

G Single Cell Kit, ref PN-1000120). Libraries were then prepared and sequenced on a Nova-Seq
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6000 (lllumina) at the GenoBird platform (IRS-UN, CHU Nantes). Raw reads were analyzed
using FastQC for quality controls and were then processed using CellRanger pipeline (v3.1.0)
with default parameters). Generated FASTQ files were aligned to the reference genome
GRCh38 using the aligner STAR.

scRNA-seq analysis

Analysis was performed using R (version 4.0.4) and Rstudio (version 1.3.1056). Data was
further analyzed using the Seurat package (Hao et al., 2021) (v4.0.2) for the demultiplexing
and pre-processing steps. Briefly, cells with less than 200 genes and more than 4000 genes or
25% of mitochondrial genes were excluded. SingleR v1.4.1 was used to identify cells and
clusters according to phenotypes as described in the Human Primary Cell Atlas for cocultures
(Aran et al., 2019).

Differential gene expression was calculated with Seurat (Hao et al., 2021) v4.0.2 and MAST
(Finak et al., 2015) v1.16.0. To only retain genes that were robustly expressed, differential
gene expression was calculated only for genes expressed in at least in 20% of cells in one of
the two groups (GZMB+Breg and non-Breg cells) retaining 5901 genes. The rationale for
choosing a log2 foldchange cut-off to define differentially expressed genes (0.58) was to use
at least the same or higher log2 fold change than GZMB expression since this is how these
cells were defined in the first place.

Gene ontology analysis was performed with clusterProfiler (Wu et al.,, 2021). Gene set
Enrichment Analysis (GSEA) was performed with all gene sets from the Hallmark, C3, and C5
libraries of the Molecular  signature  Database  from Broad Institute
(http://www.broad.mit.edu/gsea/). Receptor ligand analysis was performed with nichenet
(Browaeys et al., 2020) v1.0.0 using default parameters with B cells as sender cells and T cells
as receiver cells.

Gene expression validation

B cells were purified using StraightFrom® Whole Blood CD19 MicroBeads and cultured for 3
days using an activation cocktail ( (CpG ODN 2006 [2.5ug/mL], CD40L [50ng/mL], rhiL-2
[50IU/mL], anti-human 1gG/A/M F (ab)’2 [2ug/mL]) or a GZMB differentiation cocktail
(Chesneau et al., 2020) (CpG ODN 2006 [1pg/mL], CD40L [50ng/mL], rhiL-2 [501U/mL], rhiL-21
[10ng/mL], anti-human IgG/A/M F (ab)’2 [5ug/mL]). Cell pellets were resuspended in RLT
buffer (Qiagen) containing 1% B-mercaptoethanol before subsequent RNA extraction using a

RNeasy Micro Kit according to the manufacturer’s instructions (Qiagen). RNA quality and
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guantity were assessed by spectrometry (Nanodrop) and electrophoresis (Agilent RNA 6000
Pico Kit). Transcriptomic profiling was performed using nCounter-Human-Immunology-V2
Panel and nCounter SPRINT Profiler. Gene expression data analysis was performed using the
nSolver Analysis Software (v4.0). Only reference genes with expression levels less than 2-fold
in as compared to pre-culture settings were used for the normalization (ABCF1, EEFIG,
POLR2A, PPIA, RPL19, SDHA, TBP).

Western blots

Validation of gene expression in GZMB+Bregs was performed by western blotting from
GZMB+Bregs or non-Bregs. After GZMB+Bregs induction cultures, cells were washed 3 times
in PBS and lysed in 1X RIPA solution with protease inhibitors (Thermofisher scientific) on ice
for 30 minutes followed by a thermal shock. 10ug total protein samples in 15u LPBS + 5ulL
Laemmli buffer 4X (Bio-Rad, Cat#1610747) were heated for 5 minutes at 95°C and then
separated by SDS-PAGE with 2.5uL DTT (Bio-Rad, Cat #16106747) 4-20% gels (mini-PROTEAN®
TXG™ Precast Protein Gels, Bio-Rad, Cat #4561093). Total proteins were transferred to a nylon
membrane using the TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Cat #1704150). Membrane
was saturated with a solution of Tris-buffered saline 0.1% Tween 5% milk at 4°C overnight.
immunoblotting was then performed for MIF (1:500) (Cat #PA5-81446; Invitrogen), Galectin-
3 (1:1000) (Cat #14-5301-81; Invitrogen), lymphotoxin-a (1:500) (Cat #PA5-116055;
Invitrogen) and GAPDH (1:10000) (Cat #G8795, Sigma-Aldrich) was performed (2h, room
temperature). After 3 washes in TBS-Tween 0.1%, membranes were incubated with secondary
antibodies for 1h at room temperature. Revelation was performed with the superSignal West
Atto kit (ThermoFisher Scientific, Cat #A38554) on a Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System
(Bio-Rad, Cat #17001402).

LTA and GAL3 inhibition assays

To evaluate LTA and GAL3 pathways in GZMB+Bregs function, we used the coculture model
with CPD-labeled CD4+CD25- effector T cells (CPD eF450, ThermoFisher scientific). T cell
proliferation was evaluated as the percentage of CPD'°¥ T cells on day 3 by flow cytometry. To
study the roles of different signaling pathways in the suppressive effect of B cells, different
inhibitors, including GZMB inhibitor (GZMB inhibitor 1V, Calbiochem Research Biochemicals),
Galectin-3 inhibitor (MCP, EcoNugenics, kindly donated by Louis Boutin (UMR 942)), and
Lymphotoxin-a inhibitor (Pateclizumab, Absolute Antibody), were added either during the B

cell pre-stimulation, during the coculture or in both steps. When not specified, all inhibitors
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were used at 10pg/mL. The activity of the inhibitors was also assessed on GZMB expression
by B cells expression of GZMB (anti-GZMB PECy7-conjugated antibody, Biolegend) and the
proliferation of GZMB+Bcells (CPD eF450, ThermoFisher scientific) in the 3-days culture
model.

Statistical analysis

Differentially Expressed Genes (DEG) p values were calculated by the using seurat FindMarkers
function using a hurdle model tailored to scRNAseq data from MAST R package ( on R.
Cytometry data were analyzed with flowJo v10. Western blot data were quantified using
Imagel (Schneider et al., 2012). One-way ANOVA with Tukey’s test for multiple comparisons
and Khi? were performed with GraphPad Prism 9. Differences were defined as statistically
significant when P<0.05 (*), P<0.01 (**), P<0.001 (***) and P<0.0001 (****). P values were
adjusted to the number of tests using FDR adjustment. Data are presented as mean values +

standard error of the mean (SEM
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Results

GZMB+Bregs are skewed toward a differentiated plasmablasts/plasma cell phenotype

We first characterized the transcriptomic phenotype of GZMB+Bregs at the single cell level
(Figure 1A). Sorted total B cells were activated with a cocktail specifically triggering B cells
toward a GZMB+Breg phenotype (IL-2, IL-21, anti-human IgG+A+M, CpG, CD40L) as previously
described (Chesneau et al., 2021) or left unstimulated. After 3 days, scRNAseq was performed
on living cells to characterize the transcriptome of enriched GZMB+Bregs (>95% GZMB+Bregs)
compared to unstimulated B cells containing more than 99% non-Bregs (Chesneau et al., 2020)
(see methods). Experiments were conducted using blood from 4 HVs in three different
experiments. After QC and doublet removal, a total of 3,570 cells were used for the analysis.
The three datasets were combined using reciprocal PCA to reduce batch effect, read counts
were normalized and scaled. After clustering and dimensional reduction using UMAP, batch
integration was successful as all three runs were well integrated, i.e., neither of the three
batches formed isolated clusters (Figure 1B). Interestingly, 99% of stimulated cells clustered
together, with less than 5% of unstimulated cells (Figure 1C) indicating that they display an
inherent distinct transcriptomic profile. B cells were manually annotated, based on the
proportions of unstimulated total B cells and enriched GZMB+Bregs in each cluster (Figure
1D). To further explore whether there are B cell subtypes present in the two large clusters,
additional clustering was performed resulting in 5 non-Bregs clusters (0, 1, 4, 7, 9) and 5
GZMB+Bregs clusters (2, 3, 5, 6, 8) (Figure 1E). Based on marker gene expression, three
subpopulations were determined in non-Bregs: naive B cells expressing TCL1IA and IGHD,
coding for the heavy chains for IgD, but not CD27; memory B cells expressing CD27 and the
heavy chains for IgG and IgA (/IGHG1 and IGHAI1, respectively) and a small cluster of
plasmablasts/plasma cells expressing CD27, XBP1 and IRF4 (Figure 1F). The same three
subpopulations were identified in GZMB+Bregs, indicating that the three B cell subtypes are
present in both, GZMB+Breg and non-Bregs (Figure 1G). We next quantified the relative
proportions of the three subtypes in both conditions and revealed that GZMB+ Bregs were
highly enriched (Fold change= 4.7, Statistical test Khi>, p-value < 0.0001) in
plasmablasts/plasma cells, suggesting that GZMB+Bregs are skewed towards a differentiated

B cell profile (Figure 1H).
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GZMB+Bregs harbor a specific transcriptional profile involved in proliferation and
metabolism, decreased B cell activation as well as antigen presentation

To identify what distinguishes the GZMB+Bregs from non-Breg cells a differential gene
expression analysis was performed to identify gene signatures associated with GZMB+Bregs
(see Methods). 149 genes were differentially expressed between GZMB+Bregs and non-Bregs
cells with 104 genes up and 45 down in GZMB+Bregs (FDR Q-value < 0.05, Figure 2A). Top
differential genes are shown in the form of violin plots to reveal their distribution of expression
across cells (Figure 2B). Among the most downregulated genes, CD37, CD79B and CD74 are
surface receptors. PNRC1 and KLF2 are transcription modulators, all associated to lymphoid
cell activation whereas the upregulated genes in GZMB+Bregs (KI67, CCND2, HMGB2, LGALS1
and) are associated with cell proliferation and chemotaxis. Next, we investigated specifically
the differential expression of cell surface markers. Notably, we found 3 (ENTPD1, IL2RA and
IGHG3) and 14 (EVI2B, CD37, CD52, CD74, CD79A, CD79B, TNFRSF13C, HLA-DRB1, HLA-DPBI1,
HLA-DRA, IGKC, CXCR4, FCMR, ITM2B) surface markers genes that were respectively up- and
down-regulated in GZMB+Bregs vs non-Breg cells, indicating that the phenotypic display of
surface markers is drastically altered in GZMB+Bregs (Figure 2C). We note that B cell markers
reported by us and other groups previously described to be associated with different
subpopulations of Bregs (Rosser and Mauri, 2015; Lee et al., 2014; Kessel et al., 2012, 25), such
as GZMB, IL2RA coding for CD25, TGFB1 and EBI3 (coding for a chain of IL-35) were found
significantly overexpressed in GZMB+Breg clusters, showing consistency between prior results
and single cell transcriptome (Figure 2D). We note that other previously reported genes such
as IL-10, CD274, TIGIT, and IL12A (the other chain of IL-35) were expressed in less than 5% of
GZMB+Bregs (Figure 2D), which may be due to technical limitations of scRNA-seq or
differences between mRNA and protein expression.

In order to better characterize GZMB+Bregs gene expression, pathway enrichment analysis
was performed on the 149 genes specific of GZMB+Bregs focusing on known pathways and
functions using gene ontology analysis. The gene ontologies associated with the 104 up-and
and 45 downregulated genes of the GZMB+Breg signature were reduced in a list of non-
redundant terms (Figure S1). Among the most enriched and recurrent terms, GZMB+Breg
signature was found to be enriched for cell cycle (NUSAP1, SMC2, MKI67, PTTG1, SMC4, RAN,
UBE2C, TPX2, CENPF, RANBP1, UBE2S), metabolism (GAPDH, TPI1, ENO1, LDHA, DDIT4, PGK1,
ALDOC), cellular response to interferon-gamma (ACTG1, GAPDH, GBP2, VIM, STATI,
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HSP90AB1) (Figure 2E) whereas downregulated genes were associated with B cell activation
(CD74, CD79A/B, PRKCB, TNFRSF13C, ZFP36L2, IGKC, BANK1) and MHC class Il antigen
presentation (CD74, HLA-DRA, HLA-DRB1, HLA-DPB1, HLA-DMB) (Figure 2F). To further tease
out specific gene expression profiles associated to the three sub-populations, differential gene
expression between GZMB+Bregs and non-Breg were performed on the naive, memory and
plasmablasts/plasma cell subclusters separately. There was a downregulation of genes
associated with antigen presentation, B cell activation and metabolism in all three
GZMB+Bregs subtypes. Interestingly, only the genes associated with cell cycle (i.e., nuclear
division) were found specifically enriched in the plasmablasts/plasma cells, in accordance with
the high proliferative ability of plasmablasts (Figure 2G).

To confirm gene ontology results, transcriptomic signatures of major functions in B cells were
assessed using GSEA. GZMB+Bregs were characterized by the downregulation of genes
associated with MHC class Il antigen presentation (adjusted p-value < 0.001, Normalized
enrichment score (NES) =-2.13; Figure S2A), upregulation of genes associated with apoptotic
signaling pathway (p <0.01, NES = 1.44; Figure S2B) and cell proliferation (p < 0.001, NES =
1.50; Figure S2C) compared to non-Bregs. While we found no significant association for genes
associated with immunoglobulin production (p=0.06, NES = -1.3) (Figure S2D) and no
significant differential expression for IGHG1, IGHG4, IGHA1 and IGHA2 expression between
the two B cell clusters (Figure S2E), we found an enrichment in genes coding for IgG2 and 1gG3
in naive, memory and plasmablasts GZMB+Bregs and a decrease in genes coding IgD and IgM
in naive GZMB+Bregs (p<0.0001 vs non Bregs), still in accordance with their enrichment
toward plasmablasts/plasma cell profile.

Altogether, we found that regulatory B cells displayed a specific gene expression profile,
mainly associated with cell proliferation, apoptosis, and an altered metabolism. In addition,
there was a marked enrichment in IgG2 and 1gG3 and a decrease in IgD and IgM, with impaired

antigen presentation in accordance with their matured differentiation status.

GZMB+Bregs mediate their regulatory function by downregulating CD4+CD25- T cells genes
implicated in T cell activation, IFN pathway and inflammation during in-vitro coculture

To characterize the imprint of GZMB+Bregs on effector T cells, purified CD4+CD25- T cells from
HVs were activated with anti-CD3/CD28 in the presence of GZMB+Bregs, non-Bregs at a ratio

1:5 B vs T cells or left alone for 3 days (see methods, Figure 3A). Single cell transcriptomics
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was then carried out on all living cells in the three culture conditions. In total 19,212 cells
(8,131 cells from HV1 and 11,081 cells from HV2) were analyzed after quality controls and
exclusion criteria (see methods). Clustering and dimensional reduction using UMAP revealed
two major clusters which could be further divided into 5 clusters (Figure 3B). Manual
annotation was then carried out, according to their expression of T and B cells phenotypic
markers (CD3E, MS4A1) and which show that clusters 0, 1, 2 were T cells and clusters 3to 5
were B cells (Figure 3C). Quantifications of absolute cell numbers per condition, revealed that
lower numbers of CD4+CD25- T cells were found when cocultured with GZMB+Bregs (figure
3D), which is in accordance with their suppressive properties and previous reports (. Next, we
carried out differential gene expression analysis of the T cells. 750 genes were differentially
expressed in CD4+CD25- T cells cocultured with GZMB+Bregs vs CD4+CD25- T cells alone
(Figure 3E, log2Fc =0.2, FDR Q-value <= 0.05). 85 genes (25 up- and 60 down-regulated,
respectively) were excluded because they were also differentially expressed when CD4+CD25-
T cells were cocultured with non-Bregs (Figure 3F). 665 genes were thus specifically associated
with CD4+CD25- T cells in coculture with GZMB+Bregs, with significant downregulation of the
activation genes POLR2L, YBX1 and inflammatory genes such as GZMB, IFI6, IFI27, TNFSF10
(Figure 3G).

GSEA analysis was performed to assess the impact of GZMB+Bregs and non-Bregs on T cell
pathways. Both GZMB+Bregs and non-Bregs cocultures were associated with a decrease of
gene pathways of T cell proliferation (E2F targets, MYC targets, G2M checkpoint, and mitotic
spindle), activation (PI3K-AKT-MTOR MTORC1, WNT, IL-6) and metabolic pathways (Fatty acid
metabolism, Oxidative phosphorylation) (Figure S3). In contrast, the immune-related gene
sets IL-2-STAT5, Interferon-a, -y and KRAS signaling pathways, T cell apoptosis and a set of
genes increased during allograft rejection were found down-regulated only when CD4+CD25-
T cells were cocultured with GZMB+Bregs (Figure 3H). Altogether these data show that
effector T cells cocultured with GZMB+Bregs are characterized by a down regulation of genes

associated with T cells proliferation, activation, IFN pathway, inflammation and apoptosis.

Identification of receptors-ligands involved in CD4+CD25- T cells and GZMB+Bregs
interactions
To further characterize how GZMB+Bregs mediate their regulatory effects on CD4+CD25-

effector T cells, we analyzed receptor-ligand interactions using Nichenet (Browaeys et al.,
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2020), which enables to link differentially expressed genes in target cells (i.e. receptors and
their known downstream signaling genes) to differentially expressed ligands from source cells
using known ligand-receptor interaction data sources. For this, we defined the T and B cells as
target and ligand expressing cells, respectively and used the 149 differentially expressed
GZMB+Bregs genes as potential ligands (see figure 2) and the 665 differential genes specific
to CD4+CD25- T cells cocultured with GZMB+Bregs as targets genes (see figure 3). Five
differentially expressed ligands were found in GZMB+Bregs to interact with receptors
expressed on T cells: Granzyme B (GZMB) interacts with NOTCH1, NOTCH2 and IGF2R.
Galectin-3 (LGALS3 (gene), GAL3 (protein)) interacts with FAS, ITGB1, TGFBR2, TFRC, SPN,
SLC1A5, CD6 and NPTN. Macrophage migration Inhibitory Factor (MIF) interacts with CD74,
NPTN an TNFRSF14. High Mobility Group Box 2 (HMGB2) interacts with CD44 and FAS.
Lymphotoxin-a (LTA) interacts with TNFRs (TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF14 and TRAF2). This
was concomitant with an upregulation of their corresponding in CD4+CD25- T cells when co-
cultured with GZMB+Bregs (Figure 4A). Nichenet identified additional target genes
downstream of the receptors in the CD4+CD25- T cells indicating that the signaling pathways
downstream of the ligand receptor interaction are also altered (Figure 4B). It is noteworthy
that the target genes of the different ligands were redundant, indicating that the five ligands
may not be implicated in the B / T interactions.

Interestingly, GZMB was one of the five ligands which was found in the GZMB+Bregs. GZMB is
expressed in the majority of GZMB+Bregs (95%) independently of their annotation (naive,
memory or plasmablast/plasma cells) and the role of GZMB was already demonstrated
notably at the protein level (. Thus, this result acts as proof of concept highlighting that this
approach enables the detection of receptor-ligand pairs without prior knowledge. The second
ligand, HMGB2 was found to only be upregulated in plasmablasts/plasma cells (Figure S4) and
there is currently no specific inhibitor available for this protein, thus HMGB2 was not further
investigated in this study. We next aimed to validate the differential gene expression of
LGALS3, LTA and MIF in independent experiments using g-PCR on B cells isolated from three
distinct HV (Figure 4C). We found that indeed, LGALS3, MIF and LTA gene expression was
upregulated in GZMB+Bregs as compared to freshly isolated B cells (day 0). As this
upregulation could merely be due to B cell activation, we also examined LGALS3, MIF and LTA
expression in activated B cells with goat anti-human 1gG/IgA/IgM (H+L) F (ab)’2, IL-2, CD40L

and CpG DNA. These cells are GZMB'°"B cells with low regulatory activity while they are
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proliferating (CPD'°%) and expressing high levels of activation markers (CD25) (data not
shown). Expression was not significative different between GZMB'°*B cells and GZMB+Bregs,
but both LGALS3 and LTA expression was further increased in GZMB+Bregs in the three HV.
This indicates that stimulation and regulatory function have an additive effect on the
transcriptomics levels of these receptors. Next, we analyzed protein levels of these three
ligands within the two B cell populations (GZMB+Bregs and non-Bregs) in three other HVs.
While GAL3 (Fold change = 10.3, paired t-test p value < 0.0001) and LTA (Fold change = 17.7,
paired t-test p value = 0.0128) were nearly exclusively expressed in GZMB+Bregs, MIF (Fold
change = 1.56, paired t-test p value = 0.0497) was also detectable in non-Breg cells making it
a poor candidate for GZMB+Breg-specific regulatory function (Figure 4D). In summary,
receptor-ligand interaction analysis and subsequent validation experiments identified two

new ligands which are promising candidates of regulatory activity in GZMB+Bregs.

GZMB+Bregs function is dependent on LTA

In a previous study we showed that GZMB blockade only partially recovered the suppressive
properties of GZMB+Bregs (Chesneau et al., 2015). We thus investigated whether GAL3 and
LTA were also relevant for the suppressive properties of GZMB+Bregs. Different combinations
and doses of corresponding inhibitors (Pateclizumab for LTA, Modified Citrus Pectin (MCP) for
GAL3) were tested in GZMB+Breg/CD4+CD25- T cell cocultures. Whereas GAL3 inhibitor MCP
had no effect (Figure 5A), LTA inhibitor Pateclizumab significantly reduced the inhibition
mediated by GZMB+Bregs in a dose dependent manner (Figure 5B). We note that addition of
increasing doses of Pateclizumab was not associated with increased B cell mortality (data not
shown) and Pateclizumab had no effect on CD3/CD28 activated CD4+CD25-T cells alone,
showing that the effect of LTA on T cells was mediated via GZMB+Bregs (Figure 5C). Finally,
no additive effect was found with LTA and GZMB inhibitors at all the doses tested (Figure 5D).
Since the LTA inhibitor blocked the regulatory activity of GZMB+Bregs, we investigated the
transcriptomic impact of LTA on T cells. For this purpose, we investigated the function of the
known LTA targets (45 genes, see Figure 4B) which were identified in the receptor-ligand
analysis. Gene ontology analysis of these 45 LTA targets genes indicates that they are
implicated in proliferation (mononuclear cell proliferation, cell cycle, cell division, and
chromosome organization), apoptosis and cell activation (Figure 5E). This indicates that LTA

likely mediates its regulatory effects on T cells via the receptors expressed on T cells (TNFRS14,
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TNFRS1 and TNFRS1B, see Figure 4A) and their downstream signaling cascade implicated in
proliferation and cell cycle. In summary, we characterized LTA as a novel ligand implicated in

the regulatory function of GZMB+Bregs cells.

LTA modulates GZMB expression on B cells

To further characterize the role of LTA in GZMB+Bregs we investigated how its gene expression
is regulated. Transcription factors (TF) are key regulators of cell fate and differentiation and
as of now, none has been associated in the literature with a specific regulatory B cell lineage.
To explore this, we used the geneHancer database (Fishilevich et al., 2017) and the TFBSTools
R package (Lenhard and Wasserman, 2002) to recover transcription factors known to bind to
LTA and GZMB promoters. Among the 278 and 132 TFs associated to the promoter regions of
LTA and GZMB respectively, two TFs were also upregulated in the GZMB+Bregs (BATF, CREM)
(FIGURE S5). BATF has been shown to act downstream of IL-21R to induce GZMB expression
(Topchyan et al., 2021). CREM expression was shown to be dependent on CREB
phosphorylation in response to receptor activation including TNFR1, one of the receptors for
LTA (Gustin et al., 2004). It is thus possible that LTA may be regulating the expression of CREM
via autocrine activation of TNFR and thus control its own gene as well as the GZMB gene. To
test this, we analyzed the effect of Pateclizumab on GZMB protein expression in GZMB+ Bregs
when cocultured with CD4+CD25- T cells for 3 days (Figure 6A). Interestingly, LTA inhibition in
GZMB+Bregs not only decreased induction of GZMB+Bregs (60% decrease of GZMB+Bregs at
3 days) but also caused a concentration dependent and significant decrease of GZMB
expression. It is noteworthy that MPC, the GAL3 inhibitor, had no effect on GZMB protein
levels (Figure 6B). GZMB and LTA inhibitors had an additive effect on GZMB inhibition in
GZMB+Bregs (Figure 6C). This dependence of GZMB with regards to LTA was further supported
by the strong correlation between LTA and GZMB gene expression (Pearson R?= 0.91) as
measured using the nCounter® SPRINT Profiler (Figure 6D). Taken together, these data
indicate that LTA regulates the induction of GZMB in GZMB+Bregs and the expression of GZMB

in GZMB+Bregs, possibly via an autocrine feedback loop mediated through the TF CREM.
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Discussion

We previously reported that B cells expressing GZMB inhibit the proliferation of effector
CD4+CD25- T lymphocytes in a contact and GZMB-dependent manner (Chesneau et al., 2020).
Despite several attempts to identify markers specific for regulatory B cells including
GZMB+Bregs, no specific nor common markers have been discovered yet (van de Veen et al.,
2013; Lin et al.,, 2014; Bigot et al., 2016; Dubois et al., 2020a), in accordance with their
extensive heterogeneity and the absence of identification of specific lineage for this regulatory
lymphocyte subset (Rosser and Mauri, 2015). Finally, GZMB+Bregs only represents about 1-
2% of circulating B cells in HVs, which makes identification and isolation of such cells very
challenging. We and others found methods to enable the induction of such Bregs cells while
keeping their phenotype and suppressive properties thus offering the possibility to obtain
highly purified Breg cells (more than 95% of highly purified GZMB*Breg cells in our hands) and
opening the way to potential future clinical applications (Chesneau et al., 2021; Blair et al.,
2009; Lee et al.,, 2022; Rattik et al.,, 2018). We took advantage of this protocol to better
characterize this GZMB+Breg population phenotypically and functionally. In this purpose, we
analyzed the transcriptome of GZMB+Bregs in HVs at the single cell level, we analyzed their
impact on CD4+CD25- effector T cell transcriptome and identified potential T/ GZMB+Bregs
receptor-ligand interactions with a putative role in their suppressive properties.

scRNAseq was preferred because it is particularly appropriate to study the heterogeneity of
GZMB+Breg cell populations. Our results indicate that GZMB+Bregs cells are found in all B cell
subsets at different stages of B cell differentiation (naive, memory and plasma cells) with a
significant enrichment in more differentiated B cells in accordance with previous publications
(Hasan et al., 2019; Braza et al., 2014). This is further supported by the GZMB+Bregs
transcriptional profile associated proliferation, cell cycle and metabolism as well as the
downregulation of genes linked to B cell activation and antigen presentation.

We previously reported on differentially expressed genes between GZMB+Bregs and non-
Bregs using bulk RNAseq in a meta-analysis study (Dubois et al., 2020b). Intersection of these
two datasets identified 24 common genes, which were mainly associated to activation.
Similarly, the 149 genes specific to GZMB+Bregs found in this study were compared with IL-
10+Bregs signatures reported in the literature (van de Veen et al., 2013; Bigot et al., 2016; Lin
et al., 2014) but with only 6% overlap of genes mainly associated with proliferation, which is

concordant with the low level of IL10+ B cells in GZMB+Bregs. These data further underline
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the extensive Breg heterogeneity and the absence of common signatures between these
different Breg subsets (Glass et al., 2022).

GZMB+Bregs have been shown by us and other to prevent both T cell proliferation and
effector functions (14, 41-43). In accordance, several effector genes such as GZMB, IFI6, MX1
were found downregulated at a transcriptomic level in CD4+CD25- T cells cocultured with
GZMB+Bregs. Similarly, CD4+CD25- T cells cocultured with GZMB+Bregs displayed a
transcriptional profile associated with inhibition of IL-2-STAT5, KRAS, Interferon-a and -y
signaling and also apoptosis pathways whereas these profiles were increased in T cells
cocultured with non-Bregs. These data are concordant with the fact that anti-CD3/anti-CD28
stimulation does induce proinflammatory cytokine secretion, KRAS and Activation-induced

Cell Death (AICD) (Li and Kurlander, 2010) in T cells, and are prevented by GZMB+Bregs.

The exact mechanisms by which GZMB+Bregs suppress effector T cell response are still
unknown. As previously shown, only a restricted proportion of GZMB+Bregs express IL-10, in
accordance with the fact that blocking IL-10 does not suppress their function (Chesneau et al.,
2020). Similarly, we also found here that TGF-B was upregulated in GZMB+Bregs but only in a
very small number of GZMB+Bregs and blocking TGF-B did not suppress their suppressive
function on T cells (Chesneau et al., 2015). Using a prediction model to analyze the interactions
between ligands present in GZMB+Bregs and their receptors on T cells, we were able to
identify 5 ligands expressed by B cells, LTA, HMGB2, GAL3, MIF and GZMB. Except for GZMB,
none of these molecules, until yet, were reported to be involved in B cell regulatory functions
independently of the regulatory B cell subtypes. Both LTA, a tumor necrosis factor (TNF)
superfamily member, and the GAL3 lectin were then validated to be higher expressed at the
transcript and protein levels in GZMB+Bregs, as compared to non-Breg cells and activated B
cells. This highlights their potential usefulness as specific biomarkers to detect and isolate
GZMB+Bregs.

Interestingly, we found that LTA inhibition blocks induction of GZMB in GZMB+Bregs but also
restored T cell proliferation in a dose dependent manner, showing that, in contrast to GAL3,
LTA is not only a biomarker for GZMB+Bregs but also involved in their function. LTA is a 22kDa
cytokine expressed by lymphoid cells upon activation (Reddy et al., 2001; Luther et al., 2002).
When produced as a soluble homotrimer form, LTA has two receptors TNFR1 and TNFR2 (Van

Hauwermeiren et al., 2011) and can form a membrane-bound heterotrimer complex with
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lymphotoxin beta (LTB) to bind with its receptor LTBR (Van Hauwermeiren et al., 2011). In our
dataset, the increased expression of LTA but not LTB likely favors the homotrimer form of LTA
in GZMB+Bregs. LTA is involved in numerous pathologies, participating in a variety of activities
as evidenced in vitro and in vivo in several studies (Van Hauwermeiren et al., 2011; Naoum et
al., 2006; Lock et al., 1999; Kennedy et al., 2014; Calmon-Hamaty et al., 2011). LTA”" mice have
been shown to fail to develop specific tolerance to OVA and are associated with altered
development of mesenchymal lymph nodes whereas TNFa”- and LTB7- mice also have altered
development of mesenchymal lymph nodes and still develop tolerance to OVA (Spahn et al.,
2001). Concordant with our results, the adoptive transfer of LTA”- bone marrow cells induces
enhanced Th1 responses compared to bone marrow cells from wild type mice, showing that
LTA prevents effector response independently of lymph node formation (Yang et al., 2018).
Moreover, CREM expression in T cells is associated with the induction of IL-21 production and
was shown to be upregulated by TNFR1 signalization (Wen et al., 2010; Ohl et al., 2016; Gustin
et al., 2004). We have previously shown that GZMB+Bregs not only produce IL-21 but express
high level of IL-21R compared to non-Bregs and this cytokine appears instrumental for their
proliferation (Chesneau et al., 2020). These data may suggest a feedback loop in GZMB+Bregs
through LTA and IL-21. Moreover, we found a correlation between LTA and GZMB expression
in GZMB+Bregs and evidenced an interdependency of these two molecules, with LTA being
important in the induction of GZMB+Bregs cells and in their suppressive properties. By cross-
comparing the lymphotoxin KEGG pathways with the transcription factors database
genehancer (Fishilevich et al., 2017), we found that the transcription factor CREM downstream
TNFR1 (LTA binding on TNFR1 was shown to phosphorylate the transcription factor CREB, that
induces the transcription of CREM) (Gustin et al., 2004; Wen et al., 2010) is upregulated in
GZMB+Bregs and can regulate the transcription of LTA and GZMB, reinforcing the potential
link between LTA and GZMB in GZMB+Bregs, as illustrated in our proposed model (Figure 7).
Upon inflammatory conditions involving IL-2, 1L-21, CD40L, CpG DNA and BCR stimuli, B cells
differentiate into a GZMB+ regulatory B cell phenotype. IL-21 stimulation is a potent activator
of both pSTAT1 and pSTAT3 in the B cells (Wan et al., 2015). Interestingly, the group of
Jahrsdorfer already reported in GZMB+Bregs that IL-21 induced the production of GZMB via a
JAK1/3 a mechanism dependent on the activation of pSTAT3 (Hagn et al., 2009). Among the
targets of pSTATs, we found LTA, that is upregulated in GZMB+Bregs. LTA binding on its

receptor TNFR has multiples effects. First, it increases IL-21 production in T cells thus involving
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positive feedback on the GZMB+Bregs which express higher level of IL-21R. This loop requires
the presence and the functional activity of the target T cells to produce IL-21. Second, in the
GZMB+Bregs, LTA binding on TNFR activates CREM transcription, as shown by its upregulation
in GZMB+Bregs. CREM is a transcription factor associated to the promoters of LTA and GZMB,
thus associated with LTA and GZMB expression on the GZMB+Bregs. This leads to the

suppressive properties of GZMB+Bregs.

Altogether, we report for the first time that LTA is specifically expressed in GZMB+Bregs, which
may help to better identify and sort this highly heterogenous B cell subset. More importantly,
we show that LTA is involved in the induction as well as the suppression of T cells function via
GZMB regulation. The exact mechanism of LTA/GZMB cooperation and to which extent LTA
directly participate in GZMB+Bregs regulation of effector T cells remain to be further studied.
Itis likely that LTA may bind to TNFRs on T cells and induce their inhibition (Van Hauwermeiren
et al., 2011; Speiser et al., 1996).
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Figure 1: Clustering and phenotyping of GZMB+Bregs: Schematic view of the study design from the cell preparation for scRNAseq.

GZMB+Bregs or non-Bregs were induced from B cells isolated from PBMC. Living cells were then marked with anti-B2-microglobulin or anti-
CD293 conjugated DNA sequences specific of the donor and the experimental condition following CITE-seq protocols. Libraries were then
prepared and sequenced on a Nova-Seq 6000 (lllumina) in 3 different runs: 1,989 cells in run 1, 3,919 cells in run 2 and 1,493 cells in run 3.
Data were corrected for batch effect and analyzed on R using the Seurat library. After dimensional reduction and cell clustering, cells were
annotated based on their expression of phenotypic markers to characterize B cell subpopulations in GZMB+Bregs as compared to non-Bregs.
Th differentially expressed genes were calculated on the 5901 genes expressed at least in 20% of cells in one of the two compared groups.
Only genes with a Log2 (Fold-change) > 0.58 (corresponding to the Fond-Change of GZMB) and an adjusted p.value <0.05 were selected for
the transcriptomic signature of GZMB+Bregs and functional enrichment analysis (A). Batch effect was corrected by combining cells from the
3 different runs with reciprocal PCA. Transcriptomes of Bregs and non-Bregs cells were analyzed using an unsupervised dimensionality
reduction algorithm (UMAP) to identify groups of cells with similar gene expression profiles. Each point represents a cell and is represented
in color by its Batch (B). (C-E) Transcriptomes of Bregs and non-Bregs cells from 4 HVs were analyzed using an unsupervised dimensionality
reduction algorithm (Seurat) to identify groups of cells with similar gene expression profiles. Each point represents a cell and is represented
in color by its stimulated or unstimulated status as characterized by HTO (C), unsupervised (D) or supervised (E) clustering. (F) Expression of
markers used for phenotypic classification of naive and immature B cells (TCL1A, IGHD), memory B cells (IGHG1, IGHA1, CD27), and
plasmablasts/plasma cells (XBP1, IRF4, PRDM1, CD27). (G) Phenotype of the naive, memory, and plasmablasts/plasma subset of B cells as
represented in UMAP. (F) Percentage of naive, memory, and plasmablasts/plasma cells in non-Bregs and GZMB+Bregs metaclusters were

analyzed using Khi2-test. The plasmablasts were significantly enriched in GZMB+Bregs (p<0.0001)
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Figure 2: B cell differential expression: The two metaclusters of GZMB+Bregs and non-Bregs were analyzed using differential expression

methods (Seurat, MAST) to identify DEGs represented in volcano plot. Each point represents a gene by its fold change difference between

the two clusters and the adjusted p.value (A). The 5 most up- and down-modulated genes are represented in Violin plots (B). Among the

genes with a fold change greater than GZMB, the 15 associated to cell-surface proteins were represented as a heatmap (C). Different Bregs

subsets have been characterized by several markers with variable expression in this dataset (D). Gene ontology analysis was performed on

the 104 up- and 45 down-regulated DEGs. Redundant terms were then reduced using the rrvgo package (1.8.0). Bar plots represent the

adjusted p.value and the number of DEG associated to ontologies enriched (E) or repressed (F) in GZMB+Bregs vs non-Bregs. Only gene sets

between 20 and 400 genes were analyzed. (G) Differential gene expression and their ontologies were also analyzed within the naive, memory

and plasmablasts/plasma cells and represented in dot plots. Differences were defined as statistically significant when P<0.05 (*), P<0.01 (**),

P<0.
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Figure 3: T cells coculture dataset: (A) Schematic view of the study design from the cell preparation for scRNAseq. GZMB+Bregs or non-Bregs

were induced from B cells isolated from PBMC for 1 day. CD3/CD28 activated T cells were cultivated alone, with non-Bregs or GZMB+Bregs
for 3 days. At the end of the cultures, living cells were marked with anti-B2-microglobulin or anti-CD293 conjugated DNA sequences specific
of the donor and the experimental condition following CITE-seq protocols. Libraries were then prepared and sequenced on a Nova-Seq 6000
(Hlumina). After dimensional reduction and cell clustering, cells were annotated based on their expression of phenotypic markers to
characterize B cell and T cells. After 3 days of culture in absence of Bregs induction cocktail, the expression of GZMB was not differential
between GZMB+Bregs and non-Bregs. Thus, the B cells were not analyzed. Differentially expressed genes were calculated on the 5901 genes
expressed at least in 20% of cells in one of the two compared groups. Only genes with a Log2 (Fold-change) > 0.2 and an adjusted p.value
<0.05 were selected for the transcriptomic signature of GZMB+Bregs and functional enrichment analysis. The signature of GZMB+Bregs
impact on T cell transcriptome was described as the differentially expressed genes between T cells in culture with or without GZMB+Bregs
and not differentially expressed in culture with or without non-Bregs, unless the genes were also differentially expressed in T cells in culture
with GZMB+Bregs or non-Bregs. (next page) (B-G) Transcriptomes of Bregs and non-Bregs cells from 2 HVs were analyzed using an
unsupervised dimensionality reduction algorithm (Seurat) to identify groups of cells with similar gene expression profiles. Each point
represents a cell and is represented in color by its unsupervised clustering (B) and Expression of phenotypic markers CD3E and CD20 (C). The
proportions of B and T cells within each condition was represented as a Histogram of the number of B cells and T cells within each condition
(D). The imprints of GZMB+Bregs and non-Bregs on T cell transcriptome were analyzed using differential expression methods (Seurat, MAST)
to identify DEGs represented in volcano plot. Each point represents a gene by its fold change difference between the two clusters and the
adjusted p.value (E). The specific imprint of GZMB+Bregs was determined using Venn diagram to exclude the 85 genes also modulated by
non-Bregs with no exacerbated expression between the two conditions of T cells in culture with GZMB+Bregs or non-Bregs (F). The 6 most
downregulated genes are represented in violin plots (G). Differences were defined as statistically significant when P<0.05 (*), P<0.01 (**),
P<0.001 (***) and P<0.0001 (****). (H) GZMB+Bregs and non-Bregs induce opposite effect on 4 effector-T cell related pathways (IFN-a
responses, IFN-g responses, IL-2 STATS signaling, and Allograft rejection) and 5 non-immune related cell-activation pathways from the

Hallmark library as represented by their Normalized Enrichment Score from GSEA.
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Figure 4: GZMB+Bregs interactions with T cells: To understand regulatory B cells mechanisms, we used the nichenet algorithm that predict

the interaction of B cell ligands with receptors on the T cell based on T cell DEGs and prior knowledge on the transcriptomic changes
downstream receptor-ligand interaction. Among the 149 DEGs in GZMB+Bregs compared to non-Bregs, LGALS3, GZMB, LTA, HMGB2 and MIF
were predicted to be potent inducers of T cell differential expression (A) B cell expression of Predicted ligands and their receptors are
represented in violin plots. (B) Predicted ligand induced gene transcription is represented as a chord diagram. Arrow widths represents the
strength of the interactions. (C-D) LTA, LGALS3 and MIF gene expression were validated using the nCounter® SPRINT Profiler in GZMB+Bregs
compared to activated B cells and B cells before the stimulation with the GZMB as a control (C) and at the protein level by western blot (D)
with GZMB as a control (B). RNA and protein analysis were independently performed on B cells from 3 HVs. Data represent each independent

experiment.
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Figure 5: Ligand activity on CD4+CD25- T cell proliferation: (A-B) T cell proliferation was measured by flow cytometry (as the percentage of
CPD-low T cells) after 3 days-CD3/CD28 stimulation in presence of regulatory B cells in response of increasing doses of galectin 3 inhibitors
in coculture assay (A) and LTA inhibitors in coculture assay with cytometry proliferation data for one representative donor (B), on T cells
alone (C) and with different combinations of these inhibitors (D) in 6 healthy donors. The values were normalized to the inhibition induced
by GZMB+Bregs without any inhibitor. On T cells alone, the proportion of cells that did one or more divisions was around 100% for each
condition. That does not permit to visualize a potential proliferation induced by the inhibitors. Thus, we gated on cells that did two divisions
or more. No significant difference was found between the CD3/CD28 stimulated T cells alone or with any of the inhibitors. Data represent
mean + SEM. ANOVA was performed with Tukey’s multiple comparison test. Differences were defined as statistically significant when P<0.05
(*), P<0.01 (**), P<0.001 (***) and P<0.0001 (****). (E) Gene ontology analysis was performed on the 45 genes downregulated in T cells and

linked to LTA activity in the receptor-ligand analysis. Bar plots represent the number of gene and the adjusted pvalue associated to the

ontologies.
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Figure 6: Ligand activity on regulatory B cells: (A-C) The expression of GZMB in regulatory B cells in response of different doses of LTA with

cytometry data from one representative donor (A) and galectin 3 (B) inhibitors, and different combinations of these inhibitors (C) was

assessed by flow cytometry in B cells after the 3-days Bregs induction for 6 healthy donors. For each donor, the mean fluorescent intensity

was normalized to the condition without any inhibitor. (D) The correlation between GZMB mRNA expression and ligands mRNA expression

(LTA, LGALS3 and MIF) assessed using the nCounter® SPRINT Profiler in different B cell subsets (B cells enriched from blood, activated B cells

in non-regulatory phenotype and GZMB+Bregs) in 3 different donors. LTA expression is highly correlated to GZMB (R2 = 0.9129) whereas MIF

and LGALS3 were not / weakly correlated to GZMB (R2 = 0.4863 and 0.3166 respectively) Data represent mean = SEM. ANOVA was performed

with Tukey’s multiple comparison test. Differences were defined as statistically significant when P<0.05 (*), P<0.01 (**), P<0.001 (***) and

P<0.0001 (****),
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Figure 7: Proposed model of LTA/GZMB interaction in GZMB+Bregs: Upon inflammatory conditions involving IL-2, IL-21, CD40L, CpG DNA

and BCR stimuli, B cells differentiate into a GZMB+ regulatory B cell phenotype. IL-21 stimulation is a potent activator of both pSTAT1, pSTAT3
and BATF. Among the targets of pSTATs, we found LTA, that is upregulated in GZMB+Bregs. LTA binding on its receptor TNFR has multiples
effects. First, it directly inhibits T cell proliferation. It also increases IL-21 production in T cells thus involving positive feedback on the
GZMB+Bregs that express higher level of IL21R. This loop requires the presence and the functional activity of the target T cells to produce IL-
21. Last, in the GZMB+Bregs, LTA binding on TNFR activates CREM transcription through CREB phosphorylation. CREM is a transcription factor
associated to the promoters of LTA and GZMB, thus associated with LTA and GZMB expression on the GZMB+Bregs. GZMB is also a direct
target of BATF. This leads to the suppressive properties of GZMB+Bregs through GZMB and LTA. To counterbalance the positive feedback,

GZMB+Bregs have increased apoptosis susceptibility.

-176 -



Chapitre IV

Perspectives

-177 -



A. Perspectives du projet de caractérisation des lymphocytes B régulateurs GZMB+

Grace a I'analyse transcriptionnelle des lymphocytes B régulateurs exprimant le granzyme B
et de leurs cellules cibles, nous avons mis en évidence un mécanisme de suppression
dépendant de la lymphotoxine alpha. L'inhibition de cette derniere empéche I'induction de
lymphocytes B régulateurs en diminuant I'expression du granzyme B et bloque leur action
suppressive sur la prolifération des lymphocytes T effecteurs. Comme discuté dans I'article 1,
ces données suggerent que la liaison d’homotrimeéres de lymphotoxine alpha sur le TNFR1 est
a la fois un mécanisme précoce de I'induction de lymphocytes B régulateurs et un mécanisme
direct de régulation sur les cellules cibles. Cependant, dans les modéles de coculture utilisés,
les lymphocytes B totaux sont orientés dans leur fonction régulatrice pendant 24h par une
stimulation BCR, TLR9, CD40 et cytokinique (IL-2, IL-21). Pour éviter |’action de ces signaux, et
notamment des signaux cytokiniques sur les lymphocytes T (Gémez et al., 1997), les
lymphocytes B sont lavés avant les cocultures. A 24h, I'expression de granzyme B est encore
minime. L'induction du phénotype B régulateur et l'inhibition de la prolifération du
lymphocyte T ont donc lieu lors de la méme étape de culture. Une des premiéres réponses a
apporter suite a ces travaux sera de déterminer si la lymphotoxine alpha interagit directement
avec le lymphocyte T ou non. Pour cela, la solution la plus simple serait de se servir de notre
modele de coculture en utilisant un systeme de knock-out du géne TNFR1 (type CRISPR-Cas9)
sur les lymphocytes T comme décrit dans la littérature (Farhang et al., 2019). Cela nous
permettrait d’avoir une signalisation de la lymphotoxine alpha fonctionnelle dans I'induction
du phénotype régulateur dans les lymphocytes B, mais sans effets direct sur le lymphocyte T.
Si le LTA n’interagit pas avec le lymphocyte T, alors il ne devrait pas y avoir de différences
entre la prolifération des lymphocytes T non-modifiés et celle des lymphocytes T TNFR1 KO.

Au contraire, si le LTA interagit avec le lymphocyte T via le TNFR1, alors la prolifération des
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cellules TNFR1 KO devrait étre restaurée. De plus, la lymphotoxine alpha permet I'expression
d’IL-21 par les lymphocytes T (Ohl et al., 2016; Wen et al., 2010). il peut aussi étre intéressant
de regarder la sécrétion de cette cytokine dans ce modéle, pour valider une potentielle boucle
de rétrocontréle de I'induction de lymphocytes B régulateurs.

Ces résultats sur le role du LTA dans l'induction de lymphocytes B régulateurs exprimant le
granzyme B ouvrent de nouvelles perspectives et il serait intéressant de regarder I'effet d’une
stimulation IL-21 et LTA, les deux signalisations associées a la transcription du granzyme B, sur
I'induction de ces cellules. Cela pourrait permettre de nous affranchir des signaux activateurs
non spécifiques de la fonction régulatrice (BCR, TLR9, CD40L) qui sont largement impliqués
dans la différenciation et l'activation des lymphocytes B dans des configurations non
régulatrices (Marsman et al., 2022). Nous savons que les lymphocytes B régulateurs sont une
population hétérogene (Rosser and Mauri, 2015; Yang et al., 2021), pouvant émerger a partir
de différents phénotypes de lymphocytes B (transitionnels, naifs, mémoire, plasmablastes) et
il en est de méme pour les lymphocytes B régulateurs exprimant le granzyme B et
I’enrichissement en plasmablastes que nous voyons au niveau transcriptomique a été est
confirmé en protéique (Chesneau et al., 2020). Cependant, la fonction régulatrice des
différents phénotypes de lymphocytes B régulateurs GZMB+ n’a jamais été regardée dans nos
modeles. L'analyse récepteur-Ligand a montré que HMGB?2, protéine exprimée uniguement
par les plasmablastes, était un des potentiels modulateurs de I'activité transcriptionnelle des
cellules cibles. Cependant, dans cette étude, nous sommes partis du postulat que la fonction
régulatrice, dépendante partiellement du granzyme B, exprimé par plus de 90% des cellules
dans notre modeéle, n’était pas spécifique aux plasmablastes. Nous nous sommes donc
orientés sur I'analyse des ligands exprimés par les différentes populations B, notamment la

lymphotoxine alpha et la galectine-3 en excluant donc HMGB2. Cependant, il va étre
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nécessaire d’étudier la fonction différentielle des lymphocytes B régulateurs transitionnels,
naifs, mémoires et plasmablastes. Si la population de plasmablastes permet une meilleure
inhibition de la prolifération des lymphocytes T, alors nous devrons reconsidérer notre
postulat, et nous étudierons le role d’"HMGB2 dans cette fonction.

L’étude que nous avons réalisée se concentre sur des lymphocytes B régulateurs induits a
partir d’échantillons de volontaires sains. Cependant, la compréhension des éveénements qui
menent a la présence de ces cellules dans le sang périphérique des patients tolérants nécessite
de visualiser les différences entre ces lymphocytes B issus de patients tolérants et d’autres
groupes de patients. Pour cela, nous avons réalisé du scRNAseq sur des lymphocytes B
régulateurs induits in vitro sur quatre groupes de donneurs (patients transplantés rénaux avec
une fonction rénale stable définie par une créatinine sérique inférieure a 150 micromol/L, une
protéinurie < 1g/24h sous traitements immunosuppresseurs (Stables) ou non (Tolérants),
Patients transplantés faisant un rejet chronique a médiation humorale et donneurs sains non
transplantés). Cependant, si ce protocole fonctionne bien a partir d’échantillons congelés de
volontaires sains, de patients transplantés stables et en rejet, nous avons une mortalité
excessive suite aux cultures des lymphocytes B issus de patients tolérants. Et a date, nous
n'avons obtenu des résultats que chez un seul patient tolérant sur les 9 échantillons que nous
avons décongelé. Nous avons montré que les lymphocytes B des patients tolérants sont plus
sensibles a I'apoptose que ceux des autres groupes (Chesneau et al., 2014), ce qui peut
expliquer la difficulté que nous avons a maintenir ces cellules en culture et a en avoir
suffisamment pour en faire le séquencage des ARN. Nous relancons actuellement ces
protocoles en les adaptant a des échantillons fragiles, notamment sur les étapes impactant la

qualité et la quantité de cellules obtenues a la fin du protocole comme I'ajout d’'un temps de
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repos aprés la décongélation dans du tampon CTL, I'utilisation d’un nozzle plus large lors du
tri en cytométrie et la réduction des cycles de centrifugation.

Pour linstant, nos études sur ces lymphocytes B régulateurs ont été faites dans le
compartiment sanguin. Nous n’avons jamais été regarder la présence de lymphocytes B
régulateurs dans d’autres compartiments tel que le greffon ou les organes lymphoides
secondaires. Il serait donc intéressant de s’intéresser plus en avant a la capacité migratoire de
ces cellules, d’abord en regardant les récepteurs aux chimiokines dans I'analyse en scRNAseq
entre les différents groupes de patients puis suivant les résultats, nous pourrons analyser
fonctionnellement cette capacité migratoire in vitro en utilisant des protocoles de
transmigration que nous avons mis au point sur transwell mais aussi in vivo en regardant la
présence de cellules coexprimant les marqueurs des lymphocytes B régulateurs (CD19, GZMB,
LTA) dans des biopsies rénales de patients transplantés. En France, il n’est pas prévu de
biopsies pour les patients tolérants. Ces études seront donc réalisées chez les patients
transplantés avec une fonction rénale stable et des patients faisant un rejet chronique mixte.
Dans une étude chez la souris, les auteurs ont montré que le transcriptome des lymphocytes
B régulateurs était variable entre les différents compartiments d’'un méme individu (Yang et
al., 2021). Il sera donc intéressant de comparer les transcrits des lymphocytes B régulateurs
infiltrant les différents types de greffons, s’ils existent, a nos résultats de scRNAseq déja
réalisés. Parmi les technologies de transcriptomique spatiale, la plateforme de profilage
spatial GeoMx® de Nanostring est une option permettant de sélectionner les zones riches en
infiltrat B afin d’identifier les génes spécifiqguement exprimés par ces cellules, avec une
résolution comparable a la cellule unique (Wang et al., 2021), pour réaliser une comparaison
des signatures de lymphocytes B régulateurs GZMB+ du sang périphérique et infiltrant la

greffe. Cette technologie nous permettra aussi d’identifier les cellules avec lesquelles les
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lymphocytes B régulateurs interagissent directement. Ceci nous offrira davantage de
perspectives sur la compréhension de leurs mécanismes d’action et sur leurs interactions avec
leur environnement.

Enfin, la fonction de cette population de lymphocytes B régulatrice GZMB+ n’est que
partiellement dépendante du granzyme B chez 'Homme, et indépendante du granzyme B
dans des modeles de rat et de primates non-humains (Alonso-Guallart et al., 2021; Durand et
al., 2015; Pallikkuth et al., 2011). Si nous montrons un effet complémentaire entre le LTA et le
GZMB chez I'homme, alors il sera intéressant de développer ces modeles animaux pour y

caractériser le role du LTA.
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B. Perspectives du projet développement d’inhibiteurs de JAK et de Ia
caractérisation de cette inhibition dans la DA

Le développement des inhibiteurs de JAK montre des résultats prometteurs. L'approche
informatique par la modélisation des interaction kinase / ligand nous a permis sélectionner
trois séries de molécules. Pour chaque série nous avons obtenu des hits permettant d’inhiber
significativement la phosphorylation des STATs par les lymphocytes T CD4+. La structure des
composés actifs sur la voie de I'lL-4 (JAK1/JAK3/STAT6) en comparaison de la structure des
composés actifs sur la voie de I'lL-12 (JAK2/TYK2/STAT4) a orienté nos choix sur la sélection
de la structure globale de la deuxieme génération de molécules, puis de la troisieme. A chaque
itération du processus, nous avons augmenté le nombre de molécules actives sur la voie de
I'lL-4 et diminué le nombre de molécules actives sur la voie de I'lL-12. Nous avons obtenu
qguelques résultats intéressants sur la derniere série, mais heurtés a un défaut de
reproductibilité. Aprés avoir vérifié que la stabilité de ces composés n’était pas en cause, nous
nous orientons vers I'étude du profil pharmacocinétique de ceux-ci, dans la mesure ou leur
physicochimie n’est pas tres en faveur d’une bonne disponibilité dans les milieux biologiques.
Ceci justifie pleinement une optimisation structurale en vue d’'une amélioration, notamment,
des parameétres logP et pKa. En paralléle, nous avons envoyé des échantillons pour une analyse
sur différentes autres kinases : CDK, GSK, PIM, CK, RIPK, HASPIN, NEK, ABL1, et bien entendu,
les JAKs. Ces résultats nous permettront de valider ou non l'intérét potentiel de ces différentes
molécules.

Récemment, I’'Upadacitinib et I’Abrocitinib, de meilleure spécificité pour JAK1 que la premiere
génération d’inhibiteurs, ont obtenu des AMM sur le sol européen dans la dermatite atopique
pour les patients en échec, contre-indication ou intolérance a la ciclosporine (respectivement

en décembre 2021 et Mars 2022. Ces molécules répondent au besoin des inhibiteurs de JAK,
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a savoir une inhibition des voies cytokiniques pathogéniques et une inhibition des symptomes,
dont une baisse du prurit dans les quelques heures qui suivent le traitement (Blauvelt et al.,
2021; Meher et al., 2021). La présence de ces nouvelles options thérapeutiques ne freine pas
I'intérét porté au développement de nouvelles molécules qui peuvent se placer dans une
stratégie d’alternance des traitements.

Nous avons initié un projet en collaboration avec le service clinique de dermatologie du CHU
de Nantes sur I’étude de I'apparition de papules inflammatoires associées aux traitements par
I’Abrocitinib. Cet effet n’a été reporté dans les essais cliniques associés aux autres traitements
anti-JAK, et a des degrés moindres dans les autres indications de I’Abrocitinib. Dans cette
étude, nous souhaitons étudier ces zones inflammatoires en scRNAseq et les comparer a des
régions autologues non lésionnelles. Cette étude ne prévoit pas de biopsier de sites lésionnels
caractéristiques de la DA qui sont trés largement diminués chez ces patients traités. Nous
pourrons réutiliser ces données pour comparer ces zones non lésionnelles avec des données
de transcriptomique publiques de tissus non lésionnels de patients atteints de DA ainsi que
des tissus lésionnels de patients atteints de DA pour enrichir la caractérisation des effets des
traitements par inhibiteur de JAK dans la dermatite atopique (Alkon et al., 2022; Zhang et al.,
2023). Les mémes analyses que celles utilisés dans la caractérisation transcriptomique des
Bregs seront réalisées a savoir la caractérisation du type cellulaire en utilisant des données de
scRNAseq de référence, I'analyse de DEG et I'implémentation de modéles d’interaction

cellulaires.
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Annexe 1 : Tableau des étapes de marquage pour le panel « T »

Volume /
Anticorps Cat Marqueur Couleur
puits (L)
Etape 1 : Viability (30min)
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain Kit, for UV
excitation L34962 Viability dye 0.5
PBS 1000
Volume a distribuer : 200
Lavage
Etape 2 : CCR7 (10min)
CCR7 APC fire 810 900002706 CCR7 APC fire 810 5
True-Stain Monocyte Blocker 426103 Monocyte Blocker N/A 5
Purified NA/LE Human BD Fc Block™ 564765 Fc Block N/A 2.5
PBS 0.5% BSA 1mM EDTA Running Buffer 23.438
Etape 3 : Chémokine (5min)
Brilliant Stain Buffer Plus 566385 N/A N/A 10
Brilliant Violet 711™ anti-human CD196 (CCRG6) BV711
Antibody 353436 CCR6 5
BD Horizon™ BUV615 Mouse Anti-Human CD194
CD194 BUV615
(CCR4) 613000 2.5
PE/Cyanine7 anti-human CD183 (CXCR3) Antibody 353720 CXCR3 PE Cy7 2.5
BUV563 Rat Anti-Human CXCRS5 (CD185) 741316 CXCR5 BUV563 0.625
Volume a distribuer: ~ 20.63
Etape 4 : TCR (10min)
130-113-
TCRy/8 Antibody, anti-human, REAfinity 514 TCRgd PerCPC-vio700 5
BV750 Mouse Anti-Human TCR Va7.2 749487 TCR Va7.2 BV750 0.625
Etape 5 : Marqueurs faibles (10min)
BD OptiBuild™ BUV661 Mouse Anti-Human CD49a 750628 CD49a BUV661 10
CD25 Monoclonal Antibody (CD25-3G10), PE-Alexa
CD25 PE Alexa F700
Fluor 700 MHCD2524 5
APC-R700 Mouse Anti-Human CD127 565185 CD127 APC-R700 2.5
CD161 Monoclonal Antibody (HP-3G10), eFluor
450, eBioscience™ 48-1619-42 CD161 eFluords0 2.5
BD Horizon™ BV510 Mouse Anti-Human CD73 563198 CD73 BV510 2.5
Brilliant Violet 421™ anti-human CD279 (PD-1)
PD-1 Bv421
Antibody 329920 2.5
PE anti-human TIGIT (VSTM3) Antibody 372704 TIGIT PE 2.5
BD OptiBuild™ BV786 Mouse Anti-Human CD137 | 741000 CD137 BV786 1.25
Brilliant Violet 650™ anti-human CD28 Antibody BVES0
(clone CD28.2) 302946 CD28 1.25
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APC/Cyanine7 anti-human CD69 Antibody 310914 CD69 APC Cy7 1.25

APC anti-human CD27 Antibody 356410 CD27 APC 1.25
PE/Dazzle™ 594 anti-human CD223 (LAG-3) Antibody | 369332 LAG-3 PE Dazzle 594 0.625
HLA-DR PE-Fire810 307674 HLA-DR PE-Fire810 0.625
BD Horizon™ BB515 Mouse Anti-Human CD39 565469 CD39 BB515 0.5
BD OptiBuild™ BUV496 Mouse Anti-Human
CD45RA 750258 CD45RA BUVa% 0.3125
PE/Cyanine5 anti-human CD95 (Fas) Antibody 305610 CD95 PE Cy5 0.313
BV605 Mouse Anti-Human CD103 743652 CD103 BV605 0.313
BD Pharmingen™ Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-Human

TIM-3 Alexa 647
TIM-3 (CD366) 565558 0.313
FITC anti-human CD57 Antibody 359604 CD57 FITC 0.15625
Etape 6 : Marqueurs de Lineage (10min)
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD19 Antibody 302230 CD19 PerCp 5.5 1.25
cFluor YG584 Anti-Human CD4 R7-20041 CD4 CF568 1.25
PerCP anti-human CD45 Antibody 368506 CD45 PerCP 1.25
CD16 Monoclonal Antibody (3G8), Pacific Orange MHCD1630 CD16 pacific orange 0.625
BD OptiBuild™ BUV805 Mouse Anti-Human CD3 | 750970 CD3 BUV805 0.313
BD Horizon™ BUV737 Mouse Anti-Human CD56 612766 CD56 BUV737 0.313
Spark Blue™ 550 anti-human CD8 Antibody 344760 CD8 spark blue 0.313
Lavage
Etape 7 : perméabilisation 30min eBioscience™
Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set =~ 88-8824-00
Lavage
Etape 8 : Marqueurs Intra-cellulaires (30min)
BD Horizon™ BUV395 Mouse Anti-Ki-67 564071 KI-67 BUV395 0.625
eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X) 00-8333-56 Perm buffer 99.375
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Annexe 2 : Tableau des étapes de marquage pour le panel « B, NK,

monocytes, DC »

Anticorps Cat Marqueur Couleur Volume / puits
Etape 1 : Viability (30min)
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain Kit, for UV
excitation L34962 Viability dye 0.5
PBS 1000
Volume a
distribuer : 200
Lavage
Etape 2 : Marqueurs Faibles (10min)
Brillant Stain
N/A
Brilliant Stain Buffer Plus 566385 Buffer 10
CD25 Monoclonal Antibody (CD25-3G10), PE-Alexa
CD25
Fluor 700 MHCD2524 PE Alexa F700 5
BD Horizon™ BUV737 Mouse Anti-Human CD138 612834 CD138 BUV737 2.5
BD Horizon™ BV711 Mouse Anti-Human CD158a 563183 CD158a BV711 2.5
BD OptiBuild™ BV650 Mouse Anti-Human NKG2A
CD159a BV650
(CD159a) 747920 2.5
BD OptiBuild™ BUV615 Mouse Anti-Human CD159C
CD159C BUV 615
(NKG2C) 751059 2.5
PE/Dazzle™ 594 anti-human CD24 Antibody 311134 CD24 PEDz594 2.5
BD Pharmingen™ PE-Cy™7 Mouse Anti-Human
CD274 PECy7
CD274 558017 2.5
CD38 APC-Fire810 303550 CD38 APC-Fire810 2.5
Purified NA/LE Human BD Fc Block™ 564765 Fc Block N/A 2.5
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD11b Antibody 301328 CD11b PCPCy5.5 1.25
BD Pharmingen™ Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-
CD123 AF647
Human CD123 563599 1.25
BD Horizon™ BB515 Mouse Anti-Human BBS1S
CD141 565084 CD141 1.25
BD OptiBuild™ BUV563 Mouse Anti-Human CD158b | 749480 CD158b BUV563 1.25
BD OptiBuild™ BV750 Mouse Anti-Human CD158el
CD158el BV750
(NKB1) 746889 1.25
BD Horizon™ BV605 Mouse Anti-Human 1gG 563246 IgG BV605 1.25
Fluorescein (FITC) AffiniPure Goat Anti-Human
IgA FITC
Serum IgA, a chain specific 109-095-011 1
APC anti-human CD27 Antibody 356410 CD27 APC 1.25
HLA-DR PE-Fire810 307674 HLA-DR PE-Fire810 0.625
Alexa Fluor® 700 anti-human IgD Antibody 348230 gD AF700 0.625
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Brilliant Violet 570™ anti-human IgM Antibody | 314517 IgM BV570 0.625
BV510 Mouse Anti-Human CD9 563640 CD9 BV510 0.313
Brilliant Violet 785™ anti-human CD279 (PD-1) BY785

Antibody 329930 PD-1 0.313
PBS 0.5% BSA 1mM EDTA Running Buffer 39.3125
Etape 3 : Marqueurs Extra-cellulaires (30min)

CD20 Monoclonal Antibody (HI47), Pacific Orange MHCD2030 CD20 Pacific Orange 5
BD Horizon™ BUV661 Mouse Anti-Human CD11c 612967 CD11c BUV661 2.5
APC/Fire™ 750 anti-human CD56 (NCAM) Antibody | 362554 CD56 APCF750 2.5
Spark Blue™ 550 anti-human CD14 Antibody 367148 CDh14 SparkBlue550 0.625
BD Horizon™ BUV496 Mouse Anti-Human CD16 612944 CD16 BUV496 0.625
BD Pharmingen™ PE-Cy™5 Mouse Anti-Human CD3 | 555341 CD3 PC5 0.625
PerCP anti-human CD45 Antibody 368506 CD45 PerCP 1.25
BD Horizon™ BUV805 Mouse Anti-Human CD19 749173 CD19 BUV805 0.313
Lavage

Etape 4 : perméabilisation 30min eBioscience™

Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set 88-8824-00

Lavage

Etape 5 : Marueurs Intra-cellulaires (30min)

BD Pharmingen™ PE Mouse Anti-Human Granzyme B | 561142 Gzm B PE 0.313
Brilliant Violet 421™ anti-human IL-10 Antibody 501422 IL-10 Bv421 1.25
BD Horizon™ BUV395 Mouse Anti-Ki-67 564071 KI-67 BUV395 0.625
eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X) 00-8333-56 Perm buffer 97.8125
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Annexe 3: Tableau des étapes de marquage pour le panel

« Fonctionnel »

Volume /
Anticorps Cat Marqueur Couleur .

puits
Etape 1 : Viability (30min)
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain Kit, for UV
excitation 134962 Viability dye 0.5

PBS 1000
Volume a distribuer
par puits : 200
Lavage
Etape 2 : CCR7 (10min)
CCR7 APC fire 810 900002706 CCR7 APC fire 810 5
PBS 0.5% BSA 1mM EDTA Running Buffer 95.00
Etape 3 : Chémokine (5min)
Brilliant Stain Buffer Plus 566385 N/A N/A 10
BUV563 Rat Anti-Human CXCRS5 (CD185) 741316 CXCR5 BUV563 0.625
Etape 4 : TCRgd (10min)
TCRy/& Antibody, anti-human, REAfinity 130-113-514 TCRgd PerCPC-vio700 2
Etape 5 : Marueurs Extra-cellulaires (20min)
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD19 Antibody 302230 CD19 PerCP Cy5.5 1.25
cFluor YG584 Anti-Human CD4 R7-20041 CD4 CF568 1.25
PerCP anti-human CD45 Antibody 368506 CD45 PerCP 1.25
CD16 Monoclonal Antibody (3G8), Pacific Orange MHCD1630 CD16 Pacific Orange 0.625
BD OptiBuild™ BUV496 Mouse Anti-Human
CD45RA 750258 | CD45RA pUvase 0.3125
BD OptiBuild™ BUV805 Mouse Anti-Human
CD3 750970 CD3 BUVE0S 0.313
BD Horizon™ BUV737 Mouse Anti-Human CD56 612766 CD56 BUV737 0.313
Spark Blue™ 550 anti-human CD8 Antibody 344760 CDh8 spark blue 0.313
Lavage
Etape 6 : perméabilisation 30min eBioscience™
88-8824-00

Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set
Lavage
Etape 7 : Marqueurs Intra-cellulaires (30min)
APC Mouse Anti-Human IFN-y 554702 | IFNg | APC 5
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BV711 Rat Anti-Human and Viral IL-10
BV421 Rat Anti-Human IL-13

IL-17A° Monoclonal Antibody (eBio64DEC17), PE,

eBioscience
PE-Cy™7 Mouse Anti-Human IL-4
TNF-a Antibody, anti-human, FITC

eBioscience™ Permeabilization Buffer (10X)

564050
563580

12-7179-42

560672

130-120-490
00-8333-56

IL-10
IL-13

IL-17a

IL4
TNFa

BV711
Bv421

PE

PE Cy7
FITC

Perm buffer

2.5
1.25
76.25
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Immunosuppressive challenge after transplantation has dual objectives, namely, to efficiently inhibit immune
Cytokine populations involved in acute, chronic, humoral or cellular transplant rejection while minimizing the effect on
JAK inhibitor immune integrity toward pathogens. The current immunosuppressive strategies show limited efficacy and re-
JAK

main associated with strong side effects, and thus, it is essential to develop new strategies. The use of Janus
kinase (JAK) inhibitors is one of the new strategies focusing on cytokine pathways. Specifically, the first-gen-
eration JAK inhibitors (JAKis) showed low specificity toward the four known JAK molecules and did not exhibit
better effects than calcineurin inhibitors, which constitute the standard treatment posttransplantation. However,
because the new generation of JAKis present higher specificity, we are gaining further insights on the response of
cells to these inhibitions. This review focuses on the impact of JAKis on different immune cell subsets, focusing
on their role in transplantation.

Transplantation
Immunosuppressive treatment

1. Drug development in transplantation.

Kidney transplantation is followed by years of immunosuppressive
treatments to prevent transplant rejection, but the currently used strategies
induce notable toxicity or secondary disorders [1,2]. At present, calci-
neurin inhibitors are the most common drug used posttransplantation.
However, cyclosporine can affect the cardiovascular, renal, endocrine and
metabolic systems and increase the risk of developing skin and lympho-
proliferative malignancies [3]. The challenge associated with the devel-
opment of immunosuppressive therapies is thus clear: in addition to the
life-long treatments required for the prevention of graft rejection, we need
to introduce new immunosuppressive strategies that exhibit improved
efficacy with minimal side effects.

Decreased side effects can be achieved by combining different drugs
that inhibit different pathways, which would allow us to reduce the dosage
of each drug. A second strategy is to focus on new drugs whose effects are
strictly limited to immune cells. Over the last decade, new strategies have
emerged, and the first commercialized molecules are already available in
the market [1]. These strategies focus on cytokine pathways, which are
major components of immune cell communication.

2. JAK family and pathways.

Cytokine signal transduction is mediated by different kinase

pathways, and the main one is the Janus kinase (JAK)/signal transducer
and activators of transcription (STAT) pathway [4]. The JAK family
comprises four tyrosine kinases (JAK1, JAK2, JAK3 and TYK2), which
are composed of a kinase domain with enzymatic activity, a pseudo-
kinase domain that regulates the kinase activity and two binding do-
mains, namely, SH2-like and 4.1 ezrin radixin moesin (FERM), which
associate with the intracellular domains of 60 cytokine or hemato-
poietic growth factor receptors [5,6] (Fig. 1). In the JAK/STAT
pathway, two or three JAKs form a complex, which results in the au-
tophosphorylation of the JAK molecules and in turn the phosphoryla-
tion of their substrate; subsequently, the intracellular domain of the
receptor undergoes a conformational change to provide access to the
docking site for STATs, which are then phosphorylated upon binding
[7,8]. Once activated, STATs dimerize and translocate to the nucleus,
where they act as transcription factors to shape the immune response
[8] (Fig. 2). However, the JAK-STAT pathway is not the only signal
transduction pathway downstream of JAK. Through its SH2 domain, a
JAK protein also binds to proteins that recruit MAP kinases or PI3K-AKT
through pathways that do not interact with JAK/STAT signaling to
induce a different transcriptional profile [9,10]. JAK inhibitors (JAKis)
are designed as selective ATP competitive inhibitors that prevent the
phosphorylation of STAT without altering its binding abilities [11].
Numerous studies have characterized the JAK-STAT pathways.
JAK1 is associated with interferons [12], the IL-6 family (IL-6, IL-11,
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Fig. 1. Structure of the JAK.

Janus kinases are composed of 7 JAK homology domains (JH1-7) associated
with the different functions of the molecule: The carboxyl-terminal kinase do-
main (JH1) carry the enzymatic activity together with the catalytic sites for ATP
and substrates. Most JAK inhibitors are competitive inhibitors of ATP. The
pseudokinase domain (JH2) has an autoregulatory activity through the phos-
phorylation of the kinase domain. SH2-like domain (JH3-4) has a similar
structure with SH2 domains but does not interact with phosphotyrosines.
Associated with the 4.1 Ezrin Radixin Moesin (FERM) domain (JH 5-7), the two
N-terminal domains are the receptors binding sites.

ciliary neurotrophic factor (CNTF), leukemia inhibitory factor (LIF),
oncostatin M (OSM), cardiotrophin 1 (CT-1), cardiotrophin-like cyto-
kine (CLC), and IL-27) [13], the IL-2 family (IL- 2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15,
and IL-21) [14] and the IL-10 family (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24,
and IL-26) [15]. JAK2 is associated with growth factors and hormones
(i.e., erythropoietin, thrombopoietin, growth hormone, prolactin,

Cytokine and Growth Factor Reviews 47 (2019) 62-73

epidermal growth factor, G-CSF, GM-CSF), interferon (IFN) v, IL-3, IL-5,
the IL-6 family and the IL-12 family (IL-12, IL-23, and IL-27) [16-19].
In contrast, JAK3 is only associated with the yc chain in lymphoid cells
and is thus specific to the IL-2 family [20], and TYK2 is associated with
type I interferons (IFNa and IFN) and the IL-6, IL-10 and IL-12 families
[19,21-23,15].

3. Clinical relevance of JAK inhibitor development.

JAKis are small molecules marketed or in development for the
treatment of bowel or skin autoimmune diseases (Crohn’s disease, ul-
cerative colitis, psoriasis, rheumatoid arthritis), hematological malig-
nancies and graft loss prevention [24]. These molecules are designed to
act as ATP competitive inhibitors and show different types of inhibition
toward JAKs with more or less stringent specificities. Although treat-
ment with JAKis, such as tofacitinib or baricitinib, has shown efficacy
in disease-modifying antirheumatic drug (DMRAD)-unresponsive
rheumatoid arthritis [25,26], clinical trials with the low-specificity
JAKi tofacitinib have shown a high frequency of infections due to the
broad immunosuppressive state [27]. Thus, this JAKi is not superior to
cyclosporine in the context of transplantation. After development of the
first-generation JAKis, studies have identified new drugs with a more
specific profile toward JAKs and a response with the desire to limit the
effects to the deficient cells.

JAK1- or JAK2-knockout (KO) mice are perinatally lethal, and JAK3
or TYK2 KO leads to important immune defects [28-30,8]. The role of
JAKs in cell signaling makes these kinases important for the biology of
several cell types [31]. The administration of therapeutic doses of to-
facitinib (approximately 3 uM) to high-fat diet-fed C57BL/6 mice exerts
limited effects and does not alter the body weight or composition
(muscle mass and body fat mass), whereas the administration of this
JAKi to JAK2-KO, high-fat diet-fed mice results in glucose intolerance
and insulin resistance [31]. The administration of tofacitinib to patients
with rheumatoid arthritis does not affect the muscle mass but sig-
nificantly increases the body fat mass [32]. The effects of tofacitinib or
another JAKi on another nonhematopoietic disorder have not been
described [27].

Different transplant dysfunctions do not present the same immune
profile, and the immune profile depends on not only the grafted organ
but also the initiation of inflammation, which leads to graft loss. In this
paper, we review the effects of JAK/STAT inhibition on different im-
mune cells and their involvement in graft loss prevention. All JAKis
reviewed in this paper are listed in Fig. 3 (Fig. 3).

Fig. 2. Cytokine signal transduction through JAK/STAT
pathway.

A- Cytokine binding to the receptor results in the autop-
hosphorylation of the Janus Kinases (JAK) which subse-
quently phosphorylate the intracellular regions of the re-
ceptor. B- These phosphorylations reveal docking sites for

Signal Transducers and Activators of Transcription

(STATs) both on the JAKs and on the receptor subunits. C-

Gene transcription

STATs are then phosphorylated upon binding.
Phosphorylated STATs dimerize and translocate to the
nucleus where they act as transcription factors to shape the
immune response.
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4. Hematopoietic stem cells.

The differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs) to immune
cells is a multi-step program, and the fate of the cells at each inter-
mediate state is tightly regulated by the levels of several cytokines in
the environment (interferons and colony-stimulating factors), particu-
larly those associated with the JAK2 pathways, which serve as both
stimulatory and inhibitory factors. Therefore, the long-term action of
JAKis on bone marrow resident cells impacts all immune cells with low
specificity.

The JAK1/JAK2 inhibitor ruxolitinib results in 20% inhibition of
JAK2 and STAT5 phosphorylation in CD34 + HSCs from chronic mye-
loid leukemia patients [33], and this inhibition is characterized by a
slight increase in cell death and reduced cell proliferation. After 72h
without treatment, CD34 + cells exhibit an increased recovery over the
baseline level (140%). In contrast, the administration of ruxolitinib at
clinically relevant doses has a low impact on mesenchymal stem cell
proliferation and survival in healthy patients and does not affect their
clonogenicity [34]. JAKis exert a potent inhibitory effect on HSCs
through the inhibition of JAK2. Ruxolitinib has been approved for the
treatment of myeloproliferative neoplasms. The inhibition of HSCs or
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other early-stage hematopoietic progenitors is an effective strategy for
inhibiting a broad range of unspecific populations of immune cells as
well as erythrocytes and platelets [35]. Thus, the blockage of these
early populations is not desirable unless these progenitors are involved
in the disease (i.e., myelofibrosis).

5. JAKis efficiently inhibits IFNy+ CD40L-stimulated DCs but not
LPS-stimulated DCs.

Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen-presenting cells (in
addition to B-cells and macrophages) and act as initiators of the
adaptive immune response. Pathogen and danger detection through
pattern recognition receptors (e.g., Toll-like receptors) or intrinsic ac-
tivation (e.g., CD40 L and IFNy) induce DC migration to lymph nodes
and their functional maturation (decrease of pathogen detection, in-
crease of costimulatory ability and secretion of inflammatory cytokines)
[36]. There are two main subsets of DCs: plasmacytoid DCs (pDCs) and
conventional DCs (cDCs). pDCs are involved in antiviral or intracellular
bacterial responses and induce abundant secretion of type I IFN and
other cytokines, such as IL-12 (Thl activation) and IL-15 (positive
feedback), whereas cDCs play important roles in T-cell activation with
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higher antigen-presentation activity [37]. Monocytes can also differ-
entiate into a specific DC subset, namely, moDCs, which can efficiently
activate the proliferation, cytotoxicity and cytokine production of nat-
ural killer (NK) cells and the proliferation and cytokine secretion of Th1l
cells through the secretion of IL-2 and IL-12 [37].

In the context of organ transplantation, ischemia reperfusion injury
(IRD) is a leading cause of graft failure that involves the induction of
alloimmune-specific responses to the graft. Ischemia upregulates sev-
eral inflammatory cytokines and chemokines and enhances MCH-II and
adhesion molecule expression on DCs and epithelial cells. Moreover,
dying cells constitute an important source of danger-associated mole-
cular patterns (DAMPs) [38]. In healthy kidney transplanted patients,
donor resident DCs in the graft are replaced within 7 days by host DCs,
which are responsible for T-cell activation. Even in healthy tissues, host
DCs might present alloantigens through cross dressing with donor DCs
(donor CHM-peptide presented by recipient DC) [39]. Thus, the post-
transplantation graft environment favors DC activation during both the
acute and chronic phases of activation, which is necessary for sub-
sequent T-cell activation, and thus, DCs play a role at the early stage of
transplant rejection. DCs also have the potential to delay allograft re-
jection through the secretion of IL-10 and the inhibition of allogenic T-
and B-cell proliferation and effector activity when stimulated with
mesenchymal stromal cells [40]. Thus, it is important to block intrinsic
DC activation without perturbing the generation of naive DCs.

In IFNy+ CD40L-stimulated moDCs, JAK1 inhibition (using siRNA
or ruxolitinib) leads to the downregulation of IL-12 production,
whereas in cells stimulated with LPS (TLR4)+ IL-1f, JAK1 inhibition
leads to increased expression of IL-12 [41]. On the one hand, JAK1
directly transduces IFNy signaling through JAK1/JAK2-mediated
STAT1 phosphorylation, and this signaling results in the induction of
IRF1 and IRF8 transcription and thereby in the induction of IL-12p35
and IL-12p40 transcription. On the other hand, IL-2-stimulated DCs
induce STAT3 phosphorylation through the JAK1/JAK3 pathway.
STAT3 forms a complex with the transcription factor RELA, and this
complex inhibits the transcription of RELA-dependent genes, including
IL-12p35 [41] (Fig. 4). Other studies have described tofacitinib as a
potent inhibitor of the IFNa pathways because it inhibits its production
by single-stranded RNA (TLR7)-stimulated pDCs and the action of IFNa
on effector cells [42,43]. These data highlight the potential of JAK1
inhibitors to inhibit DC subsets in the context of transplantation, in
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Fig. 4. JAK inhibition may impact opposite pathways.

JAK are overused kinases for cytokine signal transduction. The redundancy
between JAK and STAT association led to the implication of the same JAK in
both activation and inhibition of a gene transcription. In dendritic cells, JAK1
inhibitors may downregulate IFNg mediated IL-12 transcription and upregulate
its transcription in presence of IL-2.
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which DCs are activated by the release of DAMPs combined with
proinflammatory cytokines in the graft environment.

6. JAKis mainly affect T-cells through yC signaling.

T-cells are a wide and heterogeneous population involved in adap-
tive immunity and play an important role in graft rejection. Moreover,
upon activation, T-cells secrete numerous proinflammatory cytokines
and chemokines, and these activate other effector cells, thereby am-
plifying the immune response to the graft.

6.1. Important role of JAK in CD8 + T-cell activation with only minor
implications on cell survivability.

CD8 + T-cells are an effector population involved in adaptive cel-
lular immunity. CD8 + T-cell cytotoxicity is mediated through the in-
teraction of FAS with FASL in combination with perforin and granzyme
secretion.

The specificity of T-cells is not absolute, and a single TCR can re-
cognize both different peptides and MHC molecules. In the context of
transplantation, this cross-reactivity leads to the interaction of TCRs
with allogenic cells in a manner similar to that observed with syngeneic
cells. EBV- or CMV-specific memory CD8 + T-cells frequently exhibit
cross-reactivity toward allogeneic MHC class I complexes [44]. IRI in-
duces a massive infiltration of the graft environment by effector-
memory CD8 + T-cells that mediate direct and severe injuries [45].
Thus, memory T-cells are a high-priority target of immunosuppressive
treatments after transplantation.

A JAK2 inhibitor (AZD1480) has been shown to prevent the IFNy-
induced upregulation of MHC class I in mice and humans and thus
reduces the probability of donor cells stimulating alloreactive CD8 + T-
cells. In a murine model of autoimmune insulitis, this inhibition leads to
reduced accumulation of CD8 + T-cells in islets [46]. Clinical studies
on the effect of tofacitinib in renal allograft recipients observed that this
drug has a low impact on the CD8 + cell count and strongly inhibits IL-2
and IL-15 signaling [47,48]. Tofacitinib-induced JAK1/JAK3 inhibition
strongly affects yc cytokine-induced STAT5 phosphorylation in CD8 +
cells, an effect that is highly reversed after the treatment is stopped,
whereas JAK2 inhibition blocks interferon responses. These data sug-
gest an important role for JAK in CD8 + cell activation with only minor
implications on cell survivability.

6.2. JAKi efficiently inhibits effector CD4 + T-cells but not regulatory
CD4 + T-cells.

CD4 + T-cells are a highly heterogeneous population that includes
Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 cells, regulatory CD4 + T-cells (Tregs) and
follicular helper T-cells (Tfh cells) differentiated from TCR-activated
naive CD4 + T-cells (ThO cells). The characteristics of the activated
cells depend on the cytokine environment after TCR engagement.
CD4 + T-cells play a central role in adaptative immunity, leading to the
activation of effector cells depending on the recognized pathogens [49].

6.2.1. Implication of all four JAKs in Thl functions.

Th1 cells are stimulated by IL-12 and IFNy produced by innate cells
(NK cells, DCs and macrophages) [49]. This cytokine stimulation leads
to the activation of STAT1, which in turn activates a second tran-
scription factor, T-bet [50]. Thl cells are a source of IFNy and IL-2,
which serve as diverse mediators of inflammation by increasing IgG
production [51] and the proliferation and activation of cytotoxic lym-
phoid cells [52,53], macrophages [54] and DCs [55]. All four JAKs play
important roles in the development of Thl cells in a nonredundant
manner through the IL-2, IL-12 or IFNy pathways.

The implication of Th1 cells in transplant rejection has been widely
assessed [56-58]. Alloreactive Thl cells produce IL-2 to enhance the
proliferation of primed cytotoxic CD8 + T cells, which in turn induce

-197 -



N. Sailliet, et al.

positive feedback through the production of IFNy. Different types of
JAKis efficiently block CD4+ IFNy+ (Thl) cell differentiation. Tofa-
citinib reduces IFNy mRNA production in human CD4 + T-cells sti-
mulated in vitro with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and IL-2 [59].
Tofacitinib also significantly reduces Th1 differentiation in the spleen
of arthritis rats [60]. The JAK1/2 inhibitor ruxolitinib reduces the ex-
pression of the Thl-related cytokines IFNy and IL-12 in a rheumatoid
arthritis rat model by 55-80% [61]. The more selective JAK3 inhibition
obtained with PF-06651600 or R348 has also been shown to block Th1-
mediated IFNy production in healthy human volunteers [62] and in a
murine cardiac allograft model [63].

6.2.2. Pan-JAKi, but not JAK3i, inhibits Th2 cell generation.

Th2 cells are stimulated in the presence of IL-2 and IL-4 and are an
important source of IL-4, IL-5 and IL- 13, which are mediators of hu-
moral immunity (immunoglobulin (Ig) class switch to IgM, IgA, and
IgE, eosinophil activation, and T-cell proliferation) [64]. Th2 stimula-
tion is also dependent on different JAKs: both IL-2R and IL-4R activa-
tion engage JAK1 and JAK3, whereas IL-5 activation is dependent on
JAK2 [65]. In addition, the IL-13 receptor is associated with JAK1,
JAK2 and TYK2, but only JAK1-specific inhibition leads to the down-
regulation of STAT6 phosphorylation [66]. Clinical studies in kidney
transplantation have shown that during acute rejection, only 2% of
CD4 + T-cells that invaded the graft show a Th2 secretion profile [67],
indicating a minimal role for Th2 cells in acute rejection compared with
that of Th1 cells. However, an analysis of mRNA collected from kidney
biopsies exhibiting chronic rejection reveals a preference toward a Th2
over a Thl profile [68]. Because the differentiation to Th2 cells is
mediated by IL-2 and IL-4, which requires the yc chain and the JAK1/
JAK3 dimer, their inhibition with tofacitinib efficiently modulates the
generation of Th2 cells in healthy individuals [69]. However, the spe-
cific inhibition of JAK3 by R348 fails to significantly inhibit IL-4 se-
cretion in a murine cardiac allograft model [63]. These data highlight
the dominant role of JAK1 over JAK3 in yc cytokine signal transduc-
tion, as described by Haan [70].

JAK3is reduce FoxP3 expression, resulting in cells with still a reg-
ulatory phenotype and JAK2is enhance regulatory functions.

Tregs are suppressive cells characterized by the transcription factor
forkhead box P3 (FoxP3) [71] that act as a negative feedback for im-
mune responses through the production of IL-10 and TGFJ (i.e., FoxP3)
[71], an antiproliferative effect, and the downregulation of proin-
flammatory cytokines, chemokines, MHC II and costimulatory mole-
cules) [72]. Tregs constitute a heterogeneous population. Natural (n)
Tregs acquire their regulatory phenotype through thymic development,
whereas adaptive Tregs are generated in the periphery from ThO cells in
the presence of TGFf [73]. IL-2 reinforces this signal through pSTAT5
induction, which in turn enhances FoxP3 production, and IL-10 is
known to induce STAT3 phosphorylation and regulate Th17 proin-
flammatory responses [74,75]. The specific in vitro inhibition of JAK2
achieved with TG101348 increases the ratio of Tregs to effector T-cells
in healthy human donors [76]. An in vitro assay of mouse autoimmune
arthritis revealed that AG-490, a JAK2 inhibitor, enhances FoxP3 ex-
pression under inflammatory conditions (anti-CD3, anti-CD-28, anti-
IFNy, anti-IL-4, TGFP and IL-6) [77]. JAK2 mediates STAT3 phos-
phorylation, which negatively regulates STAT5 phosphorylation. JAK2
inhibitors have been shown to eliminate STAT3 activity mediated by
inflammatory cytokines (IL-6) [77,78] to potentially increase IL-2 and
subsequent Treg activity. In type 1 diabetic NOD mice, specific in-
hibitors of JAK3 efficiently inhibit IL-2 signaling and significantly re-
duce the nTreg (CD25+ FoxP3+) population, confirming the essential
role of the IL-2/JAK3/STAT5 pathway in Treg activation [79]. How-
ever, the cells generated in the absence of IL-2 signaling in pro-Treg
conditions (IL-10 and TGFp) secrete elevated levels of TGFf and IL-10,
which are two common Treg cytokines [79]. Overall, JAKis do not af-
fect the in vivo activity of Tregs, which show active production of their
signature cytokines.
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6.2.3. JAKi preferentially inhibits pathogenic IL-23, IL-6 and IL-1B-induced
Thi17.

Th17 cells can be stimulated by TGFP and IL-6 but can also be
produced in the presence of IL-23, IL-6 and IL-1B [80]. The cells can
secrete IL-2, IL-17A-F and IL-22, but more than 2000 genes are differ-
entially expressed. This difference shows that IL-23-, IL-6- and IL-1p-
generated Th17 cells show increased pathogenicity. In both conditions,
IL-23 is required for the secretion of IL-17 and IL-22 by Th17 cells [80].
Th17 cells participate in acute transplant rejection by recruiting neu-
trophils into the graft through the secretion of IL-17 via a JAK-in-
dependent pathway [81]. TGFf-induced Th17 cells show less de-
pendency on Tregs upon JAK activation. Experimental results from
mice administered tofacitinib revealed an increased proliferation of
TGF(- and IL-17-producing cells after stimulation with both TGFf and
IL-6. This increase in Th17 differentiation is explained by the inhibition
of the IL-2 pathway, which effects a negative feedback effect on this
population. In contrast, tofacitinib suppresses the generation of Th17
cells generated in the presence of IL-23, IL-6 and IL-1f [50]. A high
concentration of the Tyk2 inhibitor tyrphostin A1 (50mg/kg) in a
mouse model significantly reduces IL-23 and IL-17 production [82].

6.2.4. IL-22 and IL-9 inhibit JAK dependent proinflammatory cytokines.

Th22 cells are a less-known T-cell population defined as CD4 + T-
cells that produce IL-22 and TNFa but not IL-17, IL-4 or IFNy and ex-
hibit skin-homing properties [83]. Naive CD4 + T-cells differentiate
into Th22 cells in the presence of IL-6 and TNFa [83,84]. There is little
information on the importance of Th22 cells compared with other IL-
22-producing cells in transplant rejection. Th22 cells are dependent on
TNFa, which has been implicated in the pathogenesis of acute and
chronic transplant rejection [85,86], but no Th22 cells have been
shown to infiltrate transplanted organs. IL-22 is secreted by many cell
types, including Th22 cells and other helper T-cells (Thl, Th2, and
Th17), innate lymphoid cells (ILCs), monocytes and macrophages. IL-
22-knockdown mice show accelerated rejection of heart allografts, re-
vealing the anti-inflammatory role of this cytokine in transplantation
[87]. The anti-inflammatory properties of IL-22 have been described in
an autoimmune myocarditis rat model [88]. IL-22 inhibits the IL-1-
mediated upregulation of prostaglandin synthetases, IL-6, COX2, MIP-2,
MCP-1 and CINC-2. The inhibition of IL-22 signaling by JAKis re-
inforces the action of IL-1 but does not induce direct damage to the
graft [89-92]. The information associated with Th9 cells is similar to
that associated with Th22 cells. Few studies have focused on Th9 cells
in the context of transplantation, and their role is thus uncertain. Th9
cells are one of many IL-9-secreting cells, similarly to Th2 and Th17
cells, Tregs, NKT cells and mast cells [93]. Similar to IL-22, IL-9 in-
hibition during IRI significantly augments the structural damage in the
kidneys of transplanted mice [94]. IL-9 is a member of the IL-2 family of
cytokines that share the yc chain and requires JAK1/JAK3 signaling
[93]. IL-9 and 1I-22 are thus tolerogenic cytokines through the inhibi-
tion of several pro-inflammatory factors whose activation is also de-
pendent on JAKs. Thus, the overall activator or inhibitory role of JAKis
in these factors should be investigated.

6.2.5. Tfh cells constitute an effective strategy for inhibiting B-cell
generation in germinal centers.

Tth cells are generated from primed naive T-cells in the presence of
IL-6 and IL-21 but are negatively regulated by IL-2 and IL-7 through IL-
6Ra downregulation [95]. Other cytokines, such as IL-12 and TGF-f,
have been shown to potentiate Tfh differentiation [96,97]. The ex-
pression of CXCR5 induces their migration in the germinal centers
(GCs) of lymphoid organs [98]. Tth cell activation in GCs is dependent
on TCR engagement and costimulatory signals provided by cognate B-
cells [99]. Tfh cells are involved in B-cell-mediated immunity by acti-
vating B lymphocyte differentiation into plasmablasts and IgG and IgM
production through the secretion of IL-21 and IL-4 [100,101]. Three
months after kidney transplantation, the number of peripheral Tth cells
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remains stable in patients with no pre-existing donor-specific antigens
(DSAs), whereas the Tth count in sensitized patients is increased [102].
A previous study showed that B-cells require the direct binding of Tth
cells with donor antigen-presenting cells to efficiently induce IgG and
IgM production in B-cells [103]. The inhibition of B-cells by CD20 in-
hibition does not increase the transplant survival rate of model mice
[104], whereas treatments targeting Tth cells with CD40, IL-21 or IL-
21R antagonists efficiently reduce DSA production [100,102,105]. Tfth
cells have regulatory equivalents (Tfr cells) derived from Tregs ex-
pressing CXCR5 [106]. These results indicate the potential of JAKis for
inhibiting B-cell activation in the context of transplantation through the
establishment of a tolerogenic background in lymph node GCs.

The blockade of STATS3 significantly reduces both the count and the
activity of Tfh cells in vivo, resulting in impaired activation of B-cells
and the production of Ig [107]. Thus, JAKis might act on these cells.
Tofacitinib downregulates the Tth cell count and activity without in-
hibiting the Tfr cell population in a rat model of experimental auto-
immune encephalomyelitis (EAE) [108].

Altogether, these data show the importance of JAK-dependent cy-
tokines in the biology of T-cells. All T-cells are dependent on IL-2 to
proliferate and express their defining transcription factors. Thus, JAK1
and JAKS3 inhibitors efficiently block non-specific T cell activation.

7. JAKis do not affect Naive B-cell generation.

B-cells comprise the main population of cells involved in adaptive
humoral immunity by producing soluble Ig molecules, which are also
known as antibodies and specifically target threatening antigens [109].
Their development from a common lymphocyte progenitor in the bone
marrow requires the expression of three JAK-dependent cytokines,
namely, thymic stromal lymphopoietin (TSLP), IL-7 and stem cell factor
(SCF) [110-112]. The main function of B-cells is the release of antigen-
specific antibodies that can activate the complement system and anti-
body-dependent cell cytotoxicity (ADCC) [113,114]. In addition, B-cells
can also internalize pathogens recognized by their B-cell receptor (BCR)
and then present peptides on MHC II to activate cognate T cells
[114,115]. Once generated in the bone marrow, immature B-cells mi-
grate to secondary lymphoid organs to form naive marginal zone B-cells
(MZB) or follicular B-cells. Despite the implication of several IL-2 family
cytokines in B-cell development, JAK3 loss-of-function mutations in-
hibit T-cell development but do not affect B-cell compartments [29].

7.1. T-cell-independent activation is not increased in transplantation.

T-cell independent antigens activate BCR signaling in MZB cells.
The signaling downstream of BCRs and TLRs/IL-1 induces strong IgM
secretion independent of JAK [116,117]. Thus, JAKis should not target
bacterial and viral TLR-dependent responses [118]. These T-cell-in-
dependent B-cell stimulations remain minor in allograft transplantation
[119].

7.2. Follicular and memory B-cells generate plasma cells in transplantation.

T-cell-dependent antigens activate follicular B-cells [118]. In the
context of transplantation, host naive circulating B-cells recognize DSAs
from graft endothelial cells [120]. Primed B-cells internalize DSAs
through phagocytosis and present them via MHC class II. These cells re-
enter the B-follicle, and through cytokinic crosstalk with Tth cells (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-21 and BAFF) and cell-cell interactions, the cells undergo
massive proliferation to form long-lived memory cells in GCs and an-
tibody-secreting plasma cells. [121,122]. Plasma cells secrete DSA-
specific Ig that cause injury to the endothelium through the comple-
ment pathway, antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) and the
recruitment of inflammatory cells (monocytes/macrophages, NK cells
and neutrophils) by binding to the Fc portion of DSAs [123,119].

Memory B cells are long-lived quiescent cells that are generated
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from activated GC cells during the primary immune response and are
programmed through epigenetic mechanisms to rapidly differentiate
into antibody-secreting plasma cells [118]. Donor-specific memory B-
cells can be expressed by recipients after pre-graft sensitization (blood
perfusion, during pregnancy or from a previous transplantation)
[124,120]. Thus, it is more important to block memory B-cell activation
than to block their generation. The differentiation of memory B-cells to
plasma cells is restricted to the expression of Blimp1, the absence of the
memory subset and the inhibition of BACH2, which repress the tran-
scription of Blimp1 [125].

7.3. Plasma cell-determining genes are downregulated by JAKis.

Plasma cells are terminally differentiated, nondividing B-cells that
arise from activated naive or memory B-cells that produce high
amounts of antibodies. The activation of both naive and memory cells
requires BCR, CD40L and cytokine signals (IL-21) that converge to
activate Blimp1l [126]. However, the cytokinic threshold is lower in the
memory subset than in the naive subset. Thus, higher concentrations of
the inhibitor are required to efficiently block memory B-cell activation
[127,100]. The JAKis baricitinib and tofacitinib efficiently induce dose-
dependent inhibition of the transcription of plasmablast-determining
genes (Blimp-1, Xbp-1 and IRF-4) downstream of STAT3 in humans and
inhibit the production of IL-6 [128,129].

Class switching is an important feature of B-cells, which allows di-
versification of the effector functions of the generated antibodies (cell
surface receptor binding, polymerization, and tissue diffusion). Class
switching is initiated by CD40 L and/or TLR stimulation, and the iso-
type is determined by the cytokine background [130]. In mice, class
switching to IgG or IgA is not affected by tofacitinib in vitro [129].

7.4. The JAK2 inhibitor suppresses the secretion of IL-10 from tolerogenic
regulatory B-cells (Bregs).

Bregs are a regulatory cell population capable of producing anti-
inflammatory cytokines such as IL-10 [131], granzyme B [132], IL-35
[133] and TGF-B [134]. Bregs regulate inflammation through various
mechanisms, such as the induction of FoxP3 expression in CD4 + T-
cells to promote the T-reg phenotype [135] and the induction of ef-
fector T- and B-cell apoptosis [136,137]. Lee et al. showed the role of
Bregs in graft tolerance through the adoptive transfer of anti-CD45RB
plus anti-TIM-1-treated B-cells exhibiting regulatory activity into B-cell-
deficient mice, which resulted in an increased graft survival to more
than 100 days, whereas the adoptive transfer of naive B-cells had no
effect [138]. Clinical evidence from human trials associates tolerance
with increased frequencies of circulating Bregs [139,140]. The induc-
tion of IL-10-producing Bregs requires interaction with CD40 [141].
Among the CD40-induced signals, the JAK3-STAT3 pathway is known
to induce IL-10 gene expression [142]. Autocrine IL-10-induced JAK1/
JAK2-STATS3 signaling is also important for sending positive feedback
signals to Bregs [143]. The JAKi AG490 suppresses the generation of
CD40+ hiCD5+ Bregs [143]. TYK2 is phosphorylated in response to
IL-10 stimulation, but TYK2-/- mice are responsive to IL-10 [144]. In
conclusion, the use of JAKis that inhibit the JAK3-STAT3 or JAK1/
JAK2-STAT3 pathways is not a good strategy in the context of trans-
plantation because these pathways induce the generation of both ef-
fector plasma cells and tolerogenic Bregs. In contrast, the use of TYK2
inhibitors would be more appropriate to avoid impacting the secretion
of IL-10 by Bregs [144].

8. JAKis block innate lymphoid cell (ILC) differentiation from
progenitors and ILC1 but not ILC2 and ILC3 function.

ILCs constitute a broad lymphocyte population that can be con-
sidered an antigen-independent version of T-cells with similar tran-
scription factors, cytokine activation and secretion profiles. NK cells are

-199 -



N. Sailliet, et al.

the innate counterpart of CD8 + T-cells and the most studied ILC. Three
groups of ILCs called ILC1, ILC2 and ILC3 reproduce the action of Thl,
Th2 and Th17 cells because they show similar cytokine activation and
secretion profiles [145]. NK cells are a subpopulation of ILC1, the in-
nate counterpart of CD8 + T-cells and the most studied ILCs [146].

NK cells constitute the main cytotoxic population of the innate
immune system that has been implicated in malignant and virus-in-
fected cell recognition and death. NK cell cytotoxicity is dependent on
the balance between numerous NK receptors (NKR), which dictate NK
cell-targeted lysis. Inhibitory receptors allow the avoidance of cyto-
toxicity toward self-cells such that NK cells can differentiate self from
nonself (increased activation of activating receptors) and missing-self
(decreased activation of inhibitory receptors). These receptors are in-
dependent of JAKs, but the response of NK cells needs to be triggered by
interactions with IL-12 and IL-15 from activated macrophages or DCs
[147]. In addition to their cytotoxic role, NK cells are important due to
their ability to produce cytokines (mainly IFNy and TNFa) during the
early phases of infections that connect innate and adaptive immunity.
IFNy production by NK cells is dependent on both IL-12 and TLR sti-
mulation [148]. NK cells are one of the immune populations that were
first associated with transplant rejection in both cell- and antibody-
mediated rejection [149]. In rat models of heart transplant rejection,
NK cells infiltrate the graft environment within 3h after reperfusion
[150]. In humoral rejection, NK cells are an important source of IFNy
for B-cell differentiation, and NK cell-B-cell interactions trigger Ig class
switching and secretion in the absence of any other stimulation [151].
In addition to this B-cell activator role, NK cells directly induce mi-
crovascular injuries through ADCC [152].

Tofacitinib significantly reduces the peripheral NK cell number in
kidney transplanted patients [153]. JAK3 KO or the use of the JAKis
tofacitinib and PF-06651600 is associated with the blockade of pre-NK
cell progenitors and ILC progenitor maturation in a mouse model, and
this deficiency has been attributed to a loss of IL-15 signaling [154].
Experimental evidence shows that tofacitinib inhibits the ILC1 pro-
duction of IFNy and yields better results than the JAK3-specific in-
hibitor, indicating synergy between JAK3 and JAK1 or JAK2 inhibition.
Tofacitinib exerts no effect on ILC2 and ILC3 function (i.e., IL-5 pro-
duction by ILC2 and IL-22 production by ILC3) [154].

9. JAKis can efficiently block neutrophils and eosinophils but not
basophils.

Neutrophils are the first population of cells to infiltrate transplanted
organs, and this infiltration occurs within 30 min after reperfusion
[155]. These cells are recruited by cytokines (IL-13 and CXCL8 in hu-
mans) secreted by resident macrophages, and this recruitment com-
bined with DAMPs induces the expression of reactive oxygen species
(ROS) in neutrophils that directly participate in graft damage [155]. In
addition to direct damage, neutrophils also participate in T-cell sti-
mulation: they migrate to lymph nodes and express MHC and costi-
mulatory signals to present antigens to CD8 + or CD4 + T-cells [156].
In murine transplantation models, neutrophil depletion induces slower
cellular rejection, showing the importance of these cells in promoting
alloimmune T-cell responses [157]. Another study using a murine
model of transplantation revealed the same role for neutrophils in acute
antibody-mediated rejection with prolonged graft survival [158]. In
chronic rejection, neutrophilia might be explained by the activation of
IL-17-producing cells, which are known to be potent drivers of both
neutrophil recruitment and activation. Tofacitinib and ruxolitinib re-
duce inflammation and the neutrophil percentage in rats and humans
with neutrophilic asthma [159,160].

Eosinophils are one of the ADCC effector cells that also participate
in plasma cell maintenance through cytokine secretion. In transplan-
tation, eosinophils are recruited by IL-5 secreted from Th2 cells and are
associated with graft fibrosis [161], and eosinophilia has been shown to
be a poor prognosis factor [162]. However, murine models of
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eosinophil-depleted heart transplantation show no reduction in DSA
secretion [163]. Thus, these data suggest that eosinophils have a more
important role in cellular rejection than in antibody-mediated rejection.
The activation and survival of eosinophils are dependent on IL-5 and
IFNy, which are JAK2-dependent cytokines that are efficiently inhibited
by AG-490 or ruxolitinib in humans and mice with eosinophilic asthma
[164,160].

An analysis of murine cardiac allografts revealed that basophils
induce fibrosis in the allografts [165]. Fibrosis is associated with two
features of basophils: histamine release and IL-4 secretion. Thus, the
depletion in basophils induces a reduction in fibrotic organ remodeling
[165,166], but a clinical trial of the pan-JAKi tofacitinib did not show a
dose-dependent basophil reduction after 12 weeks of psoriasis treat-
ment [167].

10. JAK1/STAT1 inhibition favors pro-regenerative M2
macrophages over inflammatory M1 macrophages.

Macrophages are tissue-infiltrating antigen-presenting cells derived
from circulating monocytes whose main function is phagocytosis. Two
different activation states have been described: M1 macrophages are
induced by IFNy, LPS and TNFa, which show pro-inflammatory and
cytotoxic activity, and M2 macrophage differentiation is induced by IL-
4 and IL-13, which show anti-inflammatory activity. Previous studies
have implicated macrophages in both acute and chronic rejection
[168,169]. Other studies [170-173] have also shown the importance of
M2 macrophages in graft regeneration after IRI in both mouse models
and humans. In human macrophages, ruxolitinib inhibits 61.4% of LPS-
induced genes, including IL-6 and TNFa, but not IL-12B, GM-CSF,
CCL20, CXCL2 and IL-1f. This inhibition is not directly associated with
LPS signaling, but IFNf} autocrine secretion most likely enhances the
expression of LPS-induced genes [174]. The effects of JAKis on M2
macrophages have not been described, but suppressor of cytokine sig-
naling 1 (SOCS1)-mediated JAK1/STAT1 inhibition has been shown to
favor the M2 phenotype [175].

11. Ruxolitinib inhibits proinflammatory secretion from mast
cells.

Mast cells are epithelium-resident effector cells that have been im-
plicated in bacterial and parasitic infections and allergic reactions. Mast
cell activation by IgE through FceRI or PRR triggers their degranulation
in association with a massive release of immune mediators, including
histamine. Mast cell responses can be positively modulated by various
inflammatory mediators, including hypoxia and cytokines (SCF, IL-3,
IL-4, IL-9 and, to a lesser extent, IL-5, IL-6 and GM-CSF) [176]. Mast
cells can in turn secrete various cytokines depending on the im-
munological environment, such as the levels of IL-1f3, IL-3-6, IL-10 and
IL-13, TNFa, IFNa, GM-CSF, FGF and TGFp. Thus, through their se-
cretory profile, mast cells participate in both inflammation and reg-
ulatory processes. Mast cells show increased activation in lung trans-
plantation than in other solid organ transplantation due to the constant
exposure of the lungs to airborne antigens. Several studies have noted a
role for mast cells in IRI [177,178]. The treatment of human mast cell
lines with ruxolitinib in the presence of substance P or codeine effi-
ciently inhibits their degranulation and production of IL-6, TNFa and
CCL2 in a dose-dependent manner [179]; however, the researchers did
not assess the impact of ruxolitinib on the anti-inflammatory profile of
mast cells.

12. Conclusions

This review summarizes the role of immune cell populations in
transplantation and their modulation by JAKis. The literature does not
cover the impact of each specific JAK inhibition on all populations, and
thus, even if JAKs form part of major signaling pathways in these cells,
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it is nearly impossible to predict their role. Indeed, we have to consider
the redundancy of the interactions among cytokine receptors, JAK and
STAT combined with the massive interplay between all types of im-
mune cells. JAKi-driven immunosuppression is a promising strategy for
the treatment of conventional DMRAD-resistant diseases. Thus, the
characterization of the immunosuppressive profiles induced by dif-
ferent types of JAKis is an essential step for obtaining a better under-
standing of the treatments and for proposing the most appropriate
immunosuppressive strategies according to each pathology. To the best
of our knowledge, although some families of JAK1 inhibitors have been
described in the literature, there are no data on the effects of JAK1-
specific inhibitors on immune cells [180,181]. JAK2 inhibition, alone
or combined with the inhibition of JAK1 by ruxolitinib, mainly inter-
acts with hematopoietic progenitors and myeloid cells (neutrophils,
eosinophils, macrophages and mast cells] and mostly affects the Thl
subset and IFN pathways. JAK3 is the only tissue-specific JAK, but the
effects of its inhibition are not limited to lymphoid cells. JAK3 in-
hibitors efficiently block helper T-cell activation through IL-2 and IL-4
and thus inhibit the subsequent production of cytokines, including IFNy
and IL-5, required by myeloid cells. Tyk2 is a less-studied JAK whose
action is more limited, particularly to IL-12/IL-23 and type I inter-
ferons.

As shown in B-cells, the activation of effector and tolerogenic reg-
ulatory cells might be induced through the same JAK/STAT pathways.
Under these conditions, it is impossible to select a JAKi that will act on
only one subset to favor graft tolerance. Reduced JAKi doses can reduce
their impact on regulatory subsets by inducing only partial direct in-
hibition of B-regs. In effector subsets, reduced JAKi doses combine
partial direct inhibition with the inhibition of upstream signaling such
as Tfh and Tfr cells.

The ultimate goal in transplantation is to achieve graft tolerance in
the most effective way possible, which involves the selection and in-
hibition of alloimmunity without interrupting the anti-pathogen de-
fense responses. These two mechanisms are mediated by the same cells,
and higher sensitivity is associated with reduced specificity to alloim-
mune responses. In this review, we highlight the implication of nearly
all effector subsets in cellular or humoral graft rejection. The inhibition
of JAK disrupts cell communication without affecting effector func-
tions, which results in the strong recovery of the latent immune po-
pulations after drug elimination [182]. This lack of cell communication
induces apoptosis in immune cells. JAKi-mediated apoptosis is inhibited
in TLR-stimulated antigen-presenting cells [42], showing that the JAK/
STAT pathways and JAKis play less important roles in TLR-mediated
bacterial and antiviral responses than in cytokine-stimulated cell acti-
vation.
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Extracellular vesicles (EVs) have been extensively studied in the last two decades. It is now
well documented that they can actively participate in the activation or regulation of immune
system functions through different mechanisms, the most studied of which include
protein—protein interactions and miRNA transfers. The functional diversity of EV-
secreting cells makes EVs potential targets for immunotherapies through immune cell-
derived EV functions. They are also a potential source of biomarkers of graft rejection
through donor cells or graft environment-derived EV content modification. This review
focuses on preclinical studies that describe the role of EVs from different cell types in
immune suppression and graft tolerance and on the search for biomarkers of rejection.

Keywords: extr: biomarkers, trar gy

INTRODUCTION

Communication among cells is an essential event in all living organisms that is achieved through
several mechanisms, among which secretion of soluble elements is an important factor. For the past
two decades, a new method of intercellular communication has been unleashed through secretion of
membrane-bound, nanosized particles known as extracellular vesicles (EVs). Briefly, EVs are lipid
bilayer vesicles with a size range of 50-2,000 nm in diameter that are released by cells into the
extracellular spaces and are recognized as a new method of intracellular communication with a
range of signaling (1, 2). They are considered cargo delivery vesicles because they harbor nucleic
acids, proteins, lipids and metabolites that reflect their cellular origin. EVs are released in
extracellular spaces during physiological and pathological conditions by several types of cells (3,
4). EVs are found in almost every fluid of the body from synovial fluids and breast milk to saliva,
plasma and urine (2) and play fundamental roles in regulating normal physiological processes and
in the progression of disease and reflect the state of parent cells at the time of release (5).

The term “extracellular vesicle” was first used in the literature in 1971 by a study that involved
electron microscopic analysis of the freshwater alga ‘Ochromonas danica’ (6). Stahl and Johnstone
independently investigated and provided insights into the mechanisms involved in the secretion of
EVs from reticulocytes (7, 8). At that time, several names were used to mention EVs, such as
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shedding vesicles, membrane fragments, plasma membrane
vesicles, microvesicles and exosomes. One of the breakthroughs
for EVs was in 1996, when Graca Raposo et al. reported the
participation of EVs in immune responses by their role in
activating the adaptive immune response (9).

THE DIFFERENT TYPES OF EVs

Extracellular vesicles can be classified on the basis of their
biogenesis, origin, biological function or cargo (10). However,
the most acceptable classification for EVs is based on their
genesis. Generally, they are three classes of EVs known as
exosomes, microvesicles and apoptotic bodies. The common
term ectosomes can be used for MVs and apoptotic bodies, as
both are shed through blubbing of the cellular membrane (11). In
all three subtypes of EVs, there is a lipid bilayer membrane that
surrounds their content, e.g., proteins, RNA, or cellular debris.
Their genesis involves different mechanisms and has different
sizes and buoyant densities (12). Apoptotic bodies are generally
the largest in; however, their size ranges from 50 nm to 5000 nm,
and their density ranges from 1.16-1.28. As indicated by their
name, these vesicles are released by apoptotic cells containing
some apoptotic bodies. However, in contrast to what their name
suggests, they are not simple debris of apoptotic cells; these EVs
have important roles in immune regulation and activate
pathways to aid in phagocytosis and removal of dead cells (13).

The other two types of EVs, exosomes and microvesicles, are
regularly secreted by cells to maintain intercellular
communication. They are quite similar in properties and are
very difficult to separate. The two have been characterized based
on their size, morphology, and lipid bilayer composition (14).
One of the major differences between the two is the way they are
produced. Exosomes are formed through the endolysosomal
pathway following invagination of endosomal membranes to
form multivesicular bodies and are released after fusion of
multivesicular bodies with the plasma membrane (15).
Microvesicles are formed by outward budding of the
membrane; they are larger in size ranging from 100 nm to
1000 nm, while exosomes are smaller in size ranging from 50
nm to 150 nm and have a buoyant density from 1.10 to 1.14
gram/ml. As exosomes are formed inside the cellular membrane,
they are more enriched in phosphatidylserine, whereas the
composition of microvesicles is closer to that of the parent cell
(14). The general composition of both EVs is same, i.., each
contain cytoplasmic proteins, lipids, mRNA, miRNA and
receptors. Some criteria identified in the Minimal information
for studies of extracellular vesicles MISEV 2018 attempt to better
discriminate exosome-specific features. However, considering
the difficulties in determining the precise classification, the
terminology extracellular vesicles is recommended as a more
appropriate designation.

In addition to the abovementioned classification, EVs can be
classified to reflect their tissue origin. Prostasomes are EV's that
originate from the prostate, while epididymosomes are vesicles
secreted by epididymal epithelial cells. However, these terms

include all the EVs that have the same origin irrelevant to the
type of EV's present or the way they are produced. Hence, there is
confusion in identifying the true nature of EVs. Other examples
of such classification include cardiosomes (heart), dexosomes
(dendritic cells), oncosomes/texosomes (tumor cells) and
others (16).

THE CARGO COMPONENTS AND
FUNCTIONS OF EVs

EVs are membrane-bound vesicles that reflect the composition
of the cells from which they are derived. Hence, depending on
the origin, EVs contain different types of proteins, mRNAs,
miRNAs, DNA and lipids (including cholesterol and receptors,
cytokines and low molecular weight metabolites, e.g.,
glutathione, amino acids and ATP).

As found in most of the fluids in the body, EVs are associated
with regular physiological processes, especially those that involve
communication between cells (17) such as stem cell pluripotency
(18), angiogenesis (19-21), coagulation (22, 23) and either
immune activation or attenuation (14, 24, 25). EVs also impact
various pathological conditions, among which the most
documented is cancer formation through angiogenesis or cell-
cell communication (22, 26). EVs favor HIV-1 infection through
the transfer of chemokine receptor 5, facilitating viral entry, and
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease, where
EVs are associated with amyloid B peptides, help in the
deposition of this toxic protein to several parts of the brain
(27, 28). EVs function through the cargo they carry to specific
delivery sites. Either through direct action, such as matrix
degradation by MMP carried by EVs that aid in the formation
of capillary structures (20), or through the activation/inhibition
of “resident” cells, EV's can stimulate the production of ROS that
decrease NO and inhibit the VEGF-induced pathway (21). The
functions of EV's can vary based on the type of components they
carry. They may be immune suppressive or immune stimulatory
depending on the various components present in EVs.

Proteins

The protein composition of EVs has been extensively studied
through different techniques and coined in different databases,
e.g., Urinary Exosomes Protein Database (http://dir.nhlbi.nih.gov/
papers/lkem/exosome/) and ExoCarta (http://exocarta.ludwig.edu.
au/). This component is essentially a characteristic of the origin cells.
Létvall et al. categorized proteins present in EVs into four distinct
groups. Most EVs contain a common group of proteins that are
involved in vesicle structure, genesis and transport and are known as
vesicular proteins. These proteins are transmembranous or lipid
bound and mainly include tetraspanins (CD9, CD63 and CD81),
integrins that help attachment EVs, and other cell adhesion
molecules (such as PECAM-1, ICAM-1 and VCAM-1). The
second group of proteins is those present in the cytosol that can
bind to the membrane or receptors, e.g., endosome-binding proteins
(annexins) and signal transduction proteins (syntenin). The other
groups of proteins are intracellular proteins that are present in
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different compartments, such as mitochondrial proteins
(cytochrome C) and Golgi components (GM130). Finally, the last
group is composed of extracellular proteins that are membrane
bound, e.g., acetylcholinesterase, ECM (including fibronectin and
collagen type IV) and other soluble proteins, such as cytokines
(bFGF, VEGFR2, TGF-B) and growth factors (29, 30).

Nucleic Acids

EVs contain different nucleic acids, such as mRNA, miRNA, long
noncoding RNAs, rRNA, tRNA mitochondrial DNAs and short
DNA sequences (31), collected in the Exocarta database. mRNA
or miRNAs can be transferred functionally to other cells,
resulting in reprogramming of recipient cells (18, 32, 33).
Different studies have shown that mRNA in EVs is functional
and can be translated to proteins in recipient cells (34, 35).
miRNAs have been extensively studied in the context of cancer,
and several miRNAs have been identified to be linked to immune
suppression that promotes cancer growth or is associated with
other diseases, such as Alzheimer’s disease (36-38). The
treatment of MSCs with high concentrations of RNAse
significantly decreased the protective effect of MSC-derived
EVs in ischemia-reperfusion-induced kidney patients,
suggesting an important role of exosomal RNAs in epigenetic
reprogramming necessary for the regenerative effect of MSC-
derived EVs (39). Additionally, the presence of miRNAs in EVs
has been linked to enhanced engraftment and hematopoietic
stem cell function upon treatment (40).

Lipids

Extracellular vesicles have lipids as an essential component of
their structure that maintain vesicular integrity, rigidity, function
and intercellular fusion of EVs. Some of the lipids are more
enriched in EVs than in their cells of origin. Although the
proportion of different types of lipids varies from cell to cell,
cholesterol is the major form of EV present in all sources,
ranging from 15% (mast cells) to 59% (PC-3 cells; prostate
cancer cell line) (41, 42). Other lipid constituents are
sphingomyelin, phosphatidylcholine, phosphatidylserine,
ganglioside GM3, lysophospholipids and phosphatidylinositol.
EVs also contain prostaglandins such as PGE2, PGF2, PGJ2 and
PGD2 at a concentration that is enough to trigger biological
responses such as PPARY or LxR pathways in target cells, which
can further suppress the transcription of proinflammatory
cytokine and chemokines mRNA (43, 44).

EV-INDUCED IMMUNE MODULATION IN
THE MANAGEMENT OF SOLID ORGAN
TRANSPLANTATION

Organ replacement is the best option for several organ failure
diseases in terms of quality of life and survivability. Through
kidney, heart, lung, liver and pancreas transplantation, 2.3
million life-years were gained in 2017 in the US. Nevertheless,
the risk of rejection is a major concern with a poor long-term
outcome due to chronic rejection even with immunosuppressive

treatments. The lack of donors makes transplantation a scarce
resource. Thus, it is important to develop new strategies to
improve graft survival. EVs can either activate or suppress the
immune system depending on the type of cargo and the cells
from which they are produced. For example, EVs produced by T
cells help prime DCs through the transfer of DNA in a feedback
mechanism, while EVs produced by tumor cells are enriched in
several miRNAs, such as miR-21-3-p and miR-181d-5p, that can
reprogram neighboring macrophages to support tumor growth
by suppressing the immune system (45, 46). Whether EVs
stimulate or suppress the immune system depends on EV-
secreting cells. For example, an in vivo study showed that the
administration of exosomes derived from mature or immature
DCs had different protein compositions. Mature DC exosome
administration resulted in induced effector T cells that led to skin
graft rejection, while exosomes derived from immature DCs
resulted in T cell activation but not skin graft rejection. This
was linked to the absence of ICAM-1 and MHC-II molecules on
exosomes derived from immature DCs (47).

The role of EVs in the induction of graft rejection has been
extensively studied. It is now well established that the direct
recognition of donor cells is not the major transplant recognition
pathway. EVs carrying donor MHC molecules and peptides can
initiate the immune response that ultimately results in graft
rejection. Marino et al. showed that although donor dendritic cells
still reside in donor tissue, host APCs in lymph nodes present
vesicles bearing donor MHC I and II molecules and are responsible
for T cell activation after skin and heart transplants (48). This
suggests that host APCs can acquire donor MHC molecules present
on EVs secreted by donor cells and thereby initiate immune
responses and further determine the fate of the allograft in a
semi-direct pathway (24). In another study, Becker et al,
described the role of EVs in allograft recognition in an indirect
pathway (49). The semi-direct pathway have been linked with the
cross dressing of donor class I MHC onto host APC that favors the
“three cell model” of alloreactive CD8+ T cell activation (50).
Moreover, in the model of fetal tolerance to maternal antigens
during pregnancy proposed by W.Burlingham in which maternal
(or donor) cells generates MHC-containing exosomes leading to
semi-direct and indirect pathways, the indirect pathway does induce
tolerogenic APC through the co-expression of PD-L1 and CD86
with donor MHC. Whereas in the semi-direct pathway, the APC
side of the immune synapse is exclusively composed of donor
exosomal material where PD-L1 and CD86 are absent and thus,
induces clonal activation of CD4 T cells (51). As a result, EVs are a
major interface between donor and host environment and this
suggest a potential therapeutic use of donor EVs to promote
tolerance. This would require the inhibition of the semi-direct
pathway in those APC to prevent effector T cell activation. This
has not been reported in the literature which focuses on the use of
EVs that have been shown to regulate physiological processes linked
to graft survival improvement such as immune modulation (52) and
tissue repair (53). There are several studies testing the effects of EVs
in the prevention of allograft rejection (see parts 2.1-2.5). We still
need to know which one to use. Although EVs can be secreted by
virtually all cell types, it is still unclear which cell types can produce
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the EVs that will efficiently prevent graft rejection or induce graft
tolerance. The outcome will be highly dependent of the producing
cell type and the presence of donor MHC molecules (54). We herein
review the most studied candidates for EV therapies: Mesenchymal
stromal cells (MSC)-EVs, DC-EVs and Tregs-EVs. Other cell types
produce EVs with immunoregulatory properties: Platelet-EVs or
neutrophils-EVs but for now, no data are available in
transplantation models. Thus, these EVs are only mentioned.

MSC-Derived EVs

MSCs are nonimmune cells with immunoregulatory properties
capable of inhibiting immune effector cell activity (55) and are
thus a suitable candidate for EV therapies. MSC-derived EVs
exert their protective effects on allografts through the modulation
of different biological processes, such as inflammation (56),
apoptosis (57), fibrosis (58), angiogenesis (59) and tissue repair
(60). When cocultured with CD2/CD3/CD28-stimulated T cells
or PHA-stimulated PBMCs, human MSC-derived EVs were able
to decrease the proliferation rate, maturation and migration
ability of T cells, B cells and NK cells (61) and to reduce IFN-y
production by T cells (62). In a chronic GvHD mouse model,
treatment with MSC-derived EVs reduced the percentage of T
follicular helper, germinal center B cells and macrophages as well
as macrophage production of TGF and SMAD?2 in the skin (63).
In a rat model of kidney allografts, adipose tissue-derived MSC-
EVs reduced T and NK cell graft infiltration but did not prolong
graft survival, whereas bone marrow MSC-derived EVs from
donors slightly improved graft survival but did not affect graft
lymphocyte infiltration (54). This study and others suggests that
the origin of EVs may be determinant in the development of EV-
based therapies, as MSC-derived EVs have different
immunoregulatory and regenerative functions depending on
their origin (64). Interestingly, bone marrow MSC-derived EVs
from chronic kidney disease (CKD) patients showed no
differences from those from healthy donors in the capacity to
induce angiogenesis and tissue repair, as measured by in vitro
assays (65), suggesting that bone marrow MSC-derived EVs are
fully functional in CKD patients.

In a mouse model of renal ischemia/reperfusion Injury (IRI),
administration of bone marrow-derived MSC-EVs reduced renal
epithelial cell apoptosis and improved kidney function (66). These
results are in accordance with the results from other teams working
on other types of MSC-EVs, including Wharton’s jelly MSC-EVs
(67), human induced pluripotent stem cells derived MSC-EVs (68),
and BM MSC-EVs (39) using different models such as in hepatic
(69, 70) lung (71, 72), islets (73), BM (63) or heart (67)
transplantation models.

MSC-EV injection also has a protective role when perfused ex
vivo in lungs from deceased donors that did not match the
criteria for transplantation. This was associated with an elevation
in the rate of alveolar fluid clearance. These data suggest that EV
injections before surgery could be part of the treatments and
could increase the potential donor pool (74). Interestingly,
administration of bone marrow MSC-derived EVs to a patient
with GVHD decreased proinflammatory cytokine responses and
improved clinical symptoms (75).

DC-Derived EVs

Exosomes derived from mature DCs or immature DCs have
different protein compositions. In vivo, mature DC exosome
administration resulted in induced effector T cells that led to skin
graft rejection. However, exosomes derived from immature DCs
resulted in T cell activation without rejection (47).

Immature DC exosomes (imDEX) express low levels of
ICAM-I, MHC-II, CD80 and CD86, which characterize
suppressive functions (47). Four studies described the role of
donor-derived imDEX in mouse and rat transplantation models
(76-79) in kidney, liver, heart and intestinal transplantation. Li
et al. showed in a cardiac transplant model in BALB-C mice that
donor-derived imDEX prolong graft survival. These EVs induce
IL-10, inhibit IFN-y and IL-17 mRNA production by T-cells and
favor FoxP3 expression in the T-cell compartment. Together,
these data corroborate the induction of tolerance by imDEX. In
these studies, EVs promoted short-term graft survival. The best
results were obtained when EVs were injected in combination
with either rapamycin or Tregs. However, imDEX has not been
studied in chronic allograft models.

Treg-Derived EVs

In a rat kidney transplantation model, EVs secreted by regulatory
T-cells are immunosuppressive in nature and inhibit T-cell
proliferation (52). Murine Tregs secrete more EVs than other
murine T cells, such as CD4", CD8" and Thl cells (80).
Moreover, in a mouse model, EVs secreted by allo-Tregs are
known to have specific miRNAs. miR-150-5p and miR-142-3p
suppress IFN-y secretion by T helper cells (81) and IL-6 secretion
by DCs while increasing anti-inflammatory IL-10 production by
DCs (82). miR-Let7d reduces Th1 cell proliferation and cytokine
production (TNF, IFN-v) (83). EVs derived from Tregs reduce
CD4+ T cell proliferation and decrease proinflammatory
cytokine release, e.g., IL-2 and IFN-y. This has been attributed
to the presence of the ectoenzyme NT5E or CD73, which plays a
role in the immunosuppressive function of Tregs by binding to
the adenosine receptor A2aR (84-87). This tolerogenic profile
prolongs renal allograft survival in a model of acute rejection in
rats and inhibits effector T-cell proliferation (88). Treg-EVs also
decrease CD8+ cytotoxic T lymphocyte (CTL) proliferation and
viability. Interestingly, the proportion of CTLs in GO/GI1 was
higher when cocultured with Treg-EVs than when cocultured
with Tregs alone. Alongside CTL proliferation, Treg-EVs
decrease perforin and IFN-y production. When treated with
Treg-EVs, liver-transplanted rats had better short-term
survival (89).

Macrophage-Derived EVs

Macrophages, which are mainly part of innate immunity but also
contribute to adaptive immunity (90), release EVs that carry
pathogen-associated molecular pattern (PAMP) or invader (e.g.,
mycobacteria) components that result in increased cytokine
production by macrophages via Toll-like receptors (TLRs) and
by memory CD4" and CD8" T cells (91, 92). Macrophage-
derived EVs contain miR-223, which helps differentiate
myeloid cells and plays a role in graft rejection (93, 94).

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

February 2022 | Volume 13 | Article 800018

- 209 -



-210-

Sallliet et al.

Extracellular Vesicles in Transplantation

Macrophage-derived EVs present enzymes for leukotriene
biosynthesis, suggesting the ability to induce in vitro
neutrophil chemotaxis (95, 96). The stimulation of
macrophages with LPS causes secretion of EVs enriched in
cytokines and miRNA, which promote inflammation through
activation of NF-kB pathways in naive immune cells (97).
Furthermore, EVs can be identified as M1 or M2-like
depending on the type of macrophages that secrete the EVs
(98), with EVs from M2 macrophages that help promote gastric
cancer cell migration. This suggests a role of these EVs either in
supporting cancer cells or in immune suppression (99).

Modified EVs

In vitro modifications of EVs may improve their therapeutic
potential, either to increase their suppressive function or to
deliver drugs. Engineering the parent cell is an interesting way
to modify EVs without in vitro manipulation of the EVs
themselves. However, Tapparo et al. reported that EVs enriched
with different miRNAs, known to be pro-regenerative, were
ineffective in ameliorating graft fate compared to naive EVs
(100). In their study, they only tested 3 miRNAs, miR-127 and
miR-10a miR-486. Further studies may highlight other miRNAs
or proteins whose enrichment would be beneficial.

EV modifications are not necessarily directed toward the
immunosuppressive activity of EVs. To be effective, EVs delivery
needs to be directed toward the graft environment, and EVs
elimination may be reduced. In this aim, scaffolds were
engineered to promote EVs deposition in the graft. For example,
a MMP2-sensitive self-assembling antigen (KMP2) hydrogel
releases EVs only in the presence of metalloproteases and other
endogenous proteases and peptidases. KMP2-EVs were shown to
have greater bioactivity in a renal IR model than EVs alone (101).
In another example, to increase EV bioavailability, EVs may be
coated with the hydrophobic polymer PEG to reduce liver uptake
(102) and then functionalized with cell-specific nanobodies (103).
Modified EVs may also be synthetized in vitro, out of the cell, to
provide continuous delivery of pro-tolerogenic factors (104). Such
microparticles delivering cytokines (TGFP1 and IL-2) or drugs
(rapamycin) were reported to induce Tregs and promote allograft
survival in animal models (105).

EVS AS A SOURCE OF BIOMARKERS OF
GRAFT REJECTION

In addition to expectancies as therapeutics, EVs carry a fraction
of their parent cell intracellular and membrane proteins. Making
it one more source of biomarkers. The advantage of EVs as
biomarkers compared to engrafted cells is their circulating ability
through different fluids, the most obvious being serum, which
makes EV harvesting less invasive than biopsies. There is no
consensus method for EV isolation and the duration of the
procedures as well as their cost are variable. EVs purity and
integrity after the procedure is also an important point that has
to be considered. Differential ultracentrifugation is the most used
method for EVs purification. It is easy-to-use but the procedure

is long and require specific equipment. Ultrafiltration and
PolyEthyleneGlycol-Based precipitation are fast, low-cost and
easy-to-use protocols counterbalanced by relatively important
contaminations with low- mRNA/miRNA quality. Other
methods, based on immunoaffinity of tetraspanin detection
such as CD9 expression allow better purity, yet may exclude
CD9neg EVs. Moreover, the removal of antibodies uses harsh
protocols that may alter membrane-bound proteins. Finally, the
size exclusion chromatography has demonstrated good
purification performances. Yet, better purifications require
more expensive columns. All these methods strengths and
weaknesses are more extensively discussed here (106).

Biomarkers of Renal Transplant Rejection
in Blood and Urine

Kidney rejection is associated with different pathological conditions
that induce changes in the urinary compartment that may also
contain EVs. In humans, urine EVs are thus increased after
transplantation and in chronic kidney diseases (107) and are a
potential source of biomarkers (108). Ultracentrifugation isolated-
EVs from blood of kidney transplant recipients with
glomerulopathy have higher levels (up to 2-fold) of fibronectin
and type IV collagen than EV's from patients with a stable transplant
(109). These two molecules act as self-antigens and activate
autoimmunity. Proteomics by mass spectrometry techniques on
EVs isolated by differential centrifugations can discriminate cell-
mediated rejection (CMR), antibody-mediated rejection (ABMR)
and tubular injury (TT). Each of these pathways can be associated
with biological processes: tubular injury is associated with elevated
sodium ion transport, CMR with cytoskeletal organization and
epithelial cell differentiation and ABMR with protein trafficking,
inflammatory and complement pathways. The GO term “immune
response” was enriched in the ABMR and CMR groups but not in
the TI group (110). Urinary EVs from a long-term graft survival
(LGS) group were compared with EV's from a chronic antibody-
mediated rejection (CAMR) group through another proteomic
analysis using nano-UPLC-MS/MS (Nanoscale liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry). Six
proteins (known to be present in EVs and mentioned in the
literature to be related to graft rejection) were upregulated in the
CAMR group (APOA1, PIGR, TTR, AZGP1, HPX and CP).
APOALI was the most efficient biomarker in the list to predict
graft outcome (111). The same analysis in urine from kidney
transplanted patients with stable function and acute T cell-
mediated rejection highlighted HPX and TSPANI, and the
combination of these markers can discriminate stable and acute
TCMR (112). In another study, by using mass spectrometry of EVs
content after differential centrifugations Sigdel et al. identified 11
proteins upregulated in EVs in urine from patients with acute
rejection (A2M, APOA2, APOM, CD5L, CLCAI, FGA, FGB,
IGHM, DEFAS5, PROSI and KIAA0753) (113).

Biomarkers of Lung Rejection in Blood
and Bronchoalveolar Lavages

EVs derived from the sera and bronchoalveolar lavage (BAL)
fluids of patients with bronchiolitis obliterans syndrome (BOS),
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acute rejection (AR) and purified with ultracentrifugation have
been described to contain the self-antigens Collagen-V and
KolT. In the patients tested, an increase in collagen-V in EVs
was visible as early as 1-month post transplantation, whereas the
clinical diagnosis of acute rejection was at 1.5, 1.9 and 2.8
months. In contrast, collagen-V expression in EVs remained
stable at 1 month and was undetectable at 3 and 6 months in
stable patients. miRNA profiling in EVs from a cohort of 30
patients showed high expression of miR-92a and miR-182
involved in endothelial activation and inflammation in AR and
BOS. miR-155 (inflammation) and miR-142-5p (antibody-
mediated rejection) were linked to EVs from patients with BOS
(114). In the same patients, these markers of rejection were also
differentially expressed in EVs from BAL. Interestingly,
Gunasekaran et al. showed that only EVs from patients
rejecting their graft expressed the costimulatory molecules
CD40, CD80 and CD86 (115). In another study, EVs in BAL
fluids from patients with acute rejection overexpressed olfactory
receptors, complement, surfactants, defensins, TLR2, MYD88,
and nitric oxide synthase pathways and downregulated CXCL16,
IL-33 and EEA-1 compared with EVs from BAL of patients with
stable graft function (116).

Biomarkers of Heart Rejection

Heart rejection has also been associated with changes in
EVs content compared to patients stable patients. Acute
Cellular Rejection (ACR) and ABMR were associated with
significantly higher expression of the immune and nonimmune
markers HLA-I, CD41b, ROR1, and SSEA-4 in EVs isolated by
ultracentrifugation. ACR was specifically associated with the T-
cell markers CD2 and CD3, and ABMR was associated with the
B-cell markers CD19, CD20, HLA-II, CD25, and the epithelial
cell adhesion molecule CD326 (117). Together, these markers
have good potential for rejection diagnosis. When comparing
composition of EVs isolated with a commercially available
kit based on EV precipitation in heart transplanted patients,
heart failure patients and healthy controls, there are greater
similarities between healthy controls and heart failure patients
than with transplanted patients with no rejection (118). This
indicates the ability of EVs to describe the immune and
nonimmune changes following transplantation independently
of the rejection.

Biomarkers of Islets Rejection

In islet transplantation, there were changes as early as day 1 in
islet-derived EVs and T cell-derived EVs, where glucose kinetic
changes were observed at day 6. Serum EV modifications are
visible both in quantification (relative decrease in total serum
EVs) and composition with the downregulation of heat shock
cognate protein 70 (HSC70) and angiopoietin-1 and the
upregulation of hemopexin, complement C3 and 39 miRNAs
(2-fold increase or more). In a clinical cohort of islet-
transplanted diabetic patients, the drop in islet-derived
exosomes correlated with the rise in donor-specific antibodies,
while clinical markers of rejection were still unchanged (119).

Clinical Applications: Benefits and
Limitations

EVs are a source of therapeutic and diagnostic tools that have not
yet been fully explored and offer promising perspectives in the
field of solid organ transplantation. Their use, like cellular
therapies and other synthetic delivery vehicles (liposomes,
nanoparticles), has many advantages. Due to their natural
origin, EVs present better biocompatibility and biodistribution
(120). Their membrane composed of a lipidic bilayer protects
their molecular content and ensures their transport within fluids
by protecting them from degradation (18, 121, 122). Moreover,
their size has proven to be a major asset, allowing better
accessibility in highly vascularized organs. Indeed, cell
therapies, based for example on the use of MSCs, have shown
that their invasive size (20-30pm) leads to their accumulation in
pulmonary capillaries (5-10pm) when administered systemically
(123). Finally, compared to liposomal or cellular therapies, EVs
present a reduced toxicity and immunogenicity (124-126). In
addition to the advantages linked to their intrinsic properties,
EVs present a reduced and more adapted production time in
comparison of cells therapy, as well as a capacity to be stored
(127, 128). The production and use of EVs in an allogeneic
production and administration model is of great interest,
especially in the context of pathologies with a reduced window
of therapeutic action (129).

Nevertheless, the use of EVs, whether for therapeutic or
diagnostic purposes, also has a number of limitations. The
absence of a consensus method for the isolation, purification
and characterization of EVs makes their use in the clinic
complex at the present time (130). Indeed, the current
isolation methods do not allow a complete purification of
EVs with a practically systematic co-isolation of proteins and
contaminating particles of the same size/density or a yield in
EVs that is too low (131). Moreover, the absence of markers
results in a heterogeneous suspension of EVs, whose different
subtypes and functionality remain difficult to determine (132).
Furthermore, comparative studies agree that the use of
different isolation and characterization techniques leads to
heterogeneity of results obtained for the same samples (133).
The development of diagnostic tools would then be subject to a
material investment with a consequent cost, making the use
and generalization of EVs as biomarkers complex. Finally, the
content and properties of EVs remain dependent on the cell
culture conditions. Hypoxia (134), serum deprivation (135),
etc. are some of the factors that can modify the secretome of
candidate cells, and consequently, their potential therapeutic
activity. Obtaining stable batches of EV's of acceptable quality
for clinical use will require further development to ensure the
quality and safety of the EVs produced.

In addition to the technical aspects, the use of EVs is also
subject to their biological source. Indeed, the production of EVs is
conditioned by the availability of a sufficient quantity of cells, and
the capacity to produce them in large quantities without altering
their phenotype, morphology and content. In order to overcome
this problem, several teams try to increase the secretion of EVs,
not without consequences. The processes used generate cellular
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TABLE 1 | Markers of graft rejection in the EV compartment.

Transplanted Syndrome Origin of Evs Biomarkers positively Biomarkers Ref | Transplanted Syndrome Origin of Evs Biomarkers Biomarkers Ref
organ correlated with rejection negatively organ positively negatively
correlated with correlated with correlated
rejection rejection with
rejection
Lung Bronchiolitis  Isolated from BAL ~ Collagen-V, Ka1T, miR-92a, CXCL16, IL-33, (114— |Kidney Kidney exosomes isolated  Fibronectin, Collagen (109)
Obliterans fluids and serum miR-182, miR-155, miR-142- EEA-1 116, glomerulopathy from plasma by type IV
Syndrome by 5p, olfactory receptors, 139) ultracentrifugation
(BOS) ultracentrifugation  complement, surfactants, followed by
defensins, TLR2, MYD88 sucrose cushion
Acute Isolated from BAL miR-182, miR-92a (114) Tubular injury  Isolated from 20mL  sodium-ion transport (110)
Rejection fluids and serum urines by differential (26 proteins)
by centrifugation
ultracentrifugation
Heart Acute Isolated from KV302, HV304, ITIH1, FRMPD1 FIBB, FIBG, C1QA, (117) Cell mediated  Isolated from 20mL  Actin filament based (110,
Cellular plasma by C1R, HV315, rejection (CMR) or 500pL urines by ~ process (47 proteins) 112)
Rejection differential APOL1, F13A, differential Epithelial cell
(ACR) centrifugation FIBA, FINC, TSP1, centrifugation idfferenciation (21
ACTB proteins)
Cytoskeleton
organization (63
proteins) HPX,
TSPAN, LGALS3BP
Antibody Isolated from KV302, HV304 FIBB, FIBG, C1QA, (117) AntiBody isolated from GP130, CAV1, IL-10, IL-230  (138)
Mediated plasma by C1R, HV315, Mediated 200pL plasma with  DARC, SH2D1B,
Rejection differential ITIH1, APOL1, Rejection exoRNeasy Serum/ CCL4, TNFa,
(ABMR) centrifugation F13A, FIBA, FINC, (ABMR) Plasma Midi Kit
TSP1, ACTB
Cardiac Isolated from BAL ~ Myo, Vim (140) AntiBody Isolated from 50mL  Protein transport (97 (110,
Allograft fluids and serum Mediated pool of urines by proteins) 111)
Vasculopathy by Rejection differential Protein localization
ultracentrifugation (ABMR) centrifugation (103 proteins)
Acute inflammatory
response (18
proteins)
Proteine maturation
by peptide bond
cleveage (15
proteinsO
APOAT, PIGR, TTR,
AZGP1, HPX and
cP)
Islets Acute Isolated from Hemopexin, C3, 39 miRNAs HSC70, (117, Acute rejection  Isolated from 10mL  A2M, APOA2, (113)
rejection plasma using angiopoietin-1 118) urines by differential  APOM, CD5L,
Invitrogen Total centrifugation CLCAT1, FGA, FGB,
Exosome Isolation IGHM, DEFA5,
Kit from serum PROS1 and
KIAAQ753
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stress and impact the phenotype of the exposed cells. This leads to
a modification of their secretory profile and the
immunoregulatory properties of the generated EVs (136, 137).

It is undeniable that research is still required for the use of
EVs in the clinic. Nevertheless, EVs could represent a new, more
efficient and reliable therapeutic approach in solid organ
transplantation, to complement and perhaps one day replace
current treatments, whose side effects remain heavy and which
are no longer sufficient for long-term graft stability.

CONCLUSION

The acquisition of tolerance toward the graft is the final step to
improve patient’s quality of life after transplantation. However,
understanding the mechanisms of tolerance may require years/
decades of research. Therefore, the management of transplantation
is still dependent on two conditions: an adequate immune
suppression to delay graft rejection and a continuous monitoring
of graft rejection through different biomarkers. The use of EVs is a
promising method for transplantation management. On the one
hand, they have shown their ability to reflect the transplanted
environment and to discriminate rejection events from stable
patients through a rapid increase in immune-associated proteins
and miRNA (summarized in Table 1). These changes are certainly
linked to a function of the EV compartment in the process of graft
rejection. EVs are a potent intermediate that promotes contact
between donor antigens and the host immune system, as they are
enriched in MHC and costimulatory molecules for most types of
transplant rejection (139, 141-143).

On the other hand, EVs are extensively studied for their
utilization as therapeutics in transplantation. EVs derived from
regulatory cells have shown immunosuppressive abilities that are
not identical but complementary to their parental functions. EV
therapies are based on the same principles as cellular therapies and
mostly involve common pathways. However, EV therapies are free
of any cellular context and EVs have no replicative properties.
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Annexe 6: Résultats complémentaires de la Caractérisation
transcriptomique, phénotypique et fonctionnelle du lymphocyte B

régulateur exprimant le granzyme B
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Figure S1 : GZMB+Bregs gene ontology reduction: Gene ontology analysis was performed on the 104 up- and 45 down-regulated
DEGs. The list of terms was then reduced using the rrvgo package (1.8.0). Heatmaps are representing term reduction of gene
ontologies associated to genes enriched (A) or repressed (B) in GZMB+Bregs vs non-Bregs, color scale represents the homology
between terms before reduction.
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Figure S3: T cell differential expression by GSEA: GSEA analysis performed with the Hallmark gene sets (H)

from the Molecular Signature Database (MSigDB) in T cells between T cells in coculture with GZMB+Bregs vs T
cells alone (left) and in coculture with non-Bregs vs T cells alone (right) represented as a Barplot with the
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Normalized enrichment score in lenght. Gene sets with significant adjusted p.values are colored in blue.
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Figure S4: Ligands expression among B cell population: HMGB2, LTA, LGALS3 and MIF
expression were compared between non-Bregs and GZMB+Bregs in plasmablasts, naive and

memory B cells. Differences were defined as statistically significant when P<0.05 (*), P<0.01
(**), P<0.001 (**) and P<0.0001 (***).

-221-



>
V)
O

— - -
D c c
3 g 2 £ 2
— Q Q
c, o 1.5 o 1.5
o c c
B 1 g 1 S 1
= =
80 S 05 C C 205 T C C
4 E £
3 S 0 —— S 0
LIJQ, 'E‘ [T "_E I\IIII\IIII\I\II
0001, 1234567389101 12345678910 12 14 16
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Promoter start end score strand attributes
GZMB -981 -971 1.937211 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TGTGAGCCAAA
GZMB -874 -864 3.791855 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=TATGAACCATC
GZMB -566 -556 0.260069 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TCAGACTCTCC
GZMB -463 -453 7.977206 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=GCTGAGTCATG
GZMB -347 -337 1.410389 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=CCTGAGTCTGT
GZMB -15 -5 9.553728 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TTTTACTCAGC
GZMB -575 -560 3.735123 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TGTCTGAGCTCAGACT
GZMB -418 -403 3.852315 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TCAAAGGCGTCATGCA
GZMB -384 -369 6.739133 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=GGGCTGATCTCATTCC
GZMB -226 -211 5.323679 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TTCATGACCTCCCCCA
LTA -663 -653 1.3737722 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TGTTGCTCAAG
LTA -539 -529 1.7467907 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=TCTGGATCAGA
LTA -181 -171 0.1369543 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=GCTGAGCCACC
LTA -150 -140 4.5758090 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=GCTGCCTCACC
LTA -86 -76 -0.3277754 + TF=BATF3 class=Basic leucine zipper factors (bZIP] sequence=GGTGCCACACA
LTA -357 -342 5.3975040 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=TCTGGGAGGTCAGGTG
LTA -333 -318 5.8164256 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=CCAATGAGGTGAGCAG
LTA -252 -237 4.9074436 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=GGTGTGAGGCCAACAC
LTA -91 -76 4.1813235 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=AGGGTGGTGCCACACA
LTA -54 -39 7.3138077 + TF=CREM class=Basic leucine zipper factors (bZIP, sequence=CAGGTGGTGTCATGGG

Figure S5: sequence and sites of fixation for BATF and CREM: (A)Violin plots for the two transcription
factors BATF and CREM. (B-C) The consensus binding sequences for BATF (A) and CREM (B). Size of
the letters are corresponding to the probability of getting the given nucleotide at that position. (C)
Promoter sequences (0 to -1000 pb) of LTA and GZMB were fetched and scanned using the TFBSTools
package to highlight patterns of BATF and CREM with a threshold of 70% of homology with their binding
sequences. Differences were defined as statistically significant when P<0.05 (*), P<0.01 (**), P<0.001 (***)
and P<0.0001 (****).
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Résumé : Les lymphocytes B régulateurs sont
une population hautement hétérogéne qui a
montré son efficacité a supprimer les
mécanismes effecteurs du systéme immunitaire.
Dans la premiére partie de cette thése nous
allons étudier la population de lymphocytes B
régulateurs mis en évidence chez les patients
transplantés rénaux opérationnellement tolérants,
les lymphocytes B régulateurs exprimant le
granzyme B en comparant le transcriptome, le
phénotype et la fonction de lymphocytes B aprés
induction de granzyme B et d'une fonction
régulatrice a des lymphocytes B non régulateurs,
n’exprimant pas le granzyme B. Nous avons pu
mettre en évidence le role de la lymphotoxine
alpha dans la biologie de ces cellules, ou
l'inhibition de cette cytokine par le Pateclizumab

Transcriptionnal, Phenotypic and functional transcriptional characterization of GZMB+ B cells in the
blood of healthy volunteers / development of immunoassays to measure the impact of JAK pathways in atopic

dermatitis

diminue I'expression de granzyme B et réduit leur
fonction suppressive.

L’inflammation de type 2 et I'expression de
cytokines hautement inflammatoires et pruritiques
tels que [PIL-13 et I'lIL-33 sont hautement
pathogéniques dans la dermatite atopique et les
traitements  anti-JAK  ciblant ces  voies
cytokiniques de fagon non spécifique ont montré
leur efficacité chez des patients ne répondant pas
aux traitements conventionnels. Dans la seconde
partie de cette thése, nous évoquerons la
caractérisation fonctionnelle et phénotypique des
cellules immunitaires circulantes de patients
atteints de dermatite modérée a séveére, et le
développement de tests immunologiques pour
caractériser I'impact des inhibiteurs de JAK dans
ce contexte pathologique.

Keywords: Operational tolerance, regulatory B cell, granzyme B, Jak inhibitors, atopic dermatitis

Abstract: Regulatory B cells are a highly
heterogeneous population that has been shown to
suppress immune effector functions. In the first part
of this thesis, we will study the population of
regulatory B lymphocytes found in operationally
tolerant kidney transplant patients, the regulatory B
lymphocytes expressing granzyme B by comparing
the transcriptome, phenotype and function of B
cells after induction of granzyme B and regulatory
function to non-regulatory B cells, not expressing
granzyme B. We were able to demonstrate the
role of lymphotoxin alpha in the biology of these
cells, where inhibition of this cytokine by
Pateclizumab decreases granzyme B expression
and reduces their suppressive function.

Type 2 inflammation and the expression of highly
inflammatory and pruritic cytokines such as IL-13
and IL-33 are highly pathogenic in atopic
dermatitis and anti-JAK therapies targeting these
cytokine pathways in a non-specific manner have
shown efficacy in patients not responding to
conventional treatments. In the second part of this
thesis, we will discuss the functional and
phenotypic characterization of circulating immune
cells from patients with moderate to severe
dermatitis, and the development of immunological
assays to characterize the impact of JAK
inhibitors in this pathological context.



