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Résumé

Le CD154 est une glycoprotéine transmembranaire de type Il, appartenant a la famille des
facteurs de nécrose tumorale (TNF) et s’exprime d’une facon transitoire a la surface des
lymphocytes T activés et des plaquettes. Notre laboratoire a démontré que la forme membranaire
devient soluble suite a un clivage enzymatique par les métalloprotéinases (ADAM-10 et ADAM-
17). De plus, il a été montré que le CD154 soluble (sCD154) peut aussi étre relaché du milieu
intracellulaire sans qu’il soit exprimé a la surface cellulaire suite a un clivage enzymatique
intracellulaire entre les résidus acide Glutamique 112 (E112) et Méthionine 113 (M113). Les deux
formes du CD154, soluble et membranaire, possedent une structure trimérique nécessaire pour

son activité biologique.

Son récepteur principal, le CD40, est une glycoprotéine de type | appartenant a la famille
des récepteurs des TNFs. Il est exprimé constitutivement a la surface des cellules B, des cellules
dendritiques, des macrophages, des basophiles, des plaquettes, ainsi qu’a la surface de certaines
cellules non hématopoiétiques telles que les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules
du muscle lisse vasculaire. Qutre le CD40, quatre autres récepteurs appartenant a la famille des
intégrines, ont été identifiés: I'allbB3, I'a5B1, 'aMB2, 'avB3 et 'ad4B1l. Les études de notre
laboratoire ont démontré que l'interaction du CD154 avec ses récepteurs induit une activation
bidirectionnelle, cependant, on a observé que le clivage du CD154 de la membrane cellulaire reste

une propriété privilege au CD40.

Le travail illustré dans cette these consiste a étudier I'inhibition du clivage enzymatique
du CD154 et son effet dans la régulation de la réponse immune. Les résultats générés ci-dessous
montrent que le CD154 résistant au clivage est un stimulant plus important que sa forme clivable.
En effet, la double mutation des résidus E112 et M113 du CD154 abolit sa libération spontanée
du milieu intracellulaire ainsi que son clivage de la membrane médié par le CD40 sans affecter sa
liaison a ce dernier. Ce mutant s'est avéré capable d'induire une réponse apoptotique plus
importante des cellules B, des réponses prolifératives plus prononcées et déclenche la

différenciation des cellules B humaines d’une maniére plus significative que le CD154-WT. De



plus, notre étude met en évidence le développement et la caractérisation d'un anticorps
monoclonal (mAb), le Clone 8, capable d'inhiber la libération/le clivage du CD154 a partir des
cellules et ainsi de le maintenir a la surface cellulaire et d'augmenter sa puissance en tant
qu'activateur des réponses induites par le CD40. Le Clone 8 est capable de lier le CD154 murin et
d’inhiber son clivage de la surface cellulaire de la méme facon que celle étudiée dans les cellules

humaines.

Ces travaux vont permettre le passage de cet anticorps bloquant le clivage du CD154 au
stade des essais cliniques afin de mettre en place un nouveau traitement efficace pour les

maladies auto-immunes et le cancer.

Mots-clés : CD154, CD40, clivage, ADAM, anticorps monoclonal (mAb), Clone 8, réponses

immunes.



Abstract

CD154 is a type Il transmembrane glycoprotein belonging to the tumor necrosis factor
superfamily (TNF), that is transiently expressed on the surface of activated T cells and platelets.
We have demonstrated that this membrane form becomes soluble following an enzymatic
cleavage by metalloproteinases (ADAM-10 and ADAM-17). CD154 also exists in a soluble form
originating from a direct release of an intracellular processing without being expressed on the cell
surface. This fragment is the result of an intracellular enzymatic cleavage between the residues
Glutamic acid at position 112 (E112) and Methionine at position 113 (M113). Both soluble and
membrane-bound forms of CD154 occur as non-covalently-linked homotrimers a property

conveying to CD154 its biological activity.

Its main receptor, CD40, is a type | glycoprotein belonging to the TNF receptor family. It is
constitutively expressed on the surface of immune and non-immune cells including B cells,
dendritic cells, macrophages, basophils, endothelial cells, fibroblasts, and vascular smooth muscle
cells. CD154 was also shown to bind other receptors: allbf3, a51, aMp2, avpf3 and a4p1
integrin. We have shown that the interaction of CD154 with its receptors induces bidirectional

activation, however, only CD40 was capable of inducing the cleavage of CD154 from T cell surface.

Our results here consist in studying the inhibition of the enzymatic cleavage of CD154 and
its effect in the regulation of the immune response. Our data show that the cleavage resistant
CD154 is a more potent stimulant than its cleavable form. Indeed, the double mutation of
residues E112 and M113 of CD154 abolishes its spontaneous release from the intracellular milieu
as well as its cleavage from the membrane. This mutant was found to be able to induce a stronger
apoptotic response from B cells, induce more pronounced proliferative responses and trigger
human B cell differentiation in a more significant way than CD154-WT. In addition, our study
highlights the development and characterization of a monoclonal antibody (mAb), Clone 8§,
capable of inhibiting the release/cleavage of CD154 from cells and thus maintain it on the cell
surface and increase its potency as an activator of CD40-induced responses. Clone 8 binds murine

CD154 and inhibit its cell surface cleavage in the same way that in human cells.



This study will allow the passage of this antibody blocking the cleavage of CD154 to the

stage of clinical trials to develop a novel tool to treat diseases in which CD154 is implicated.

Keywords: CD154, CD40, cleavage, release, ADAM, monoclonal antibody (mAb), Clone 8,

immune responses.
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Chapitre 1 — Introduction

Notre environnement contient une vaste gamme de microbes pathogénes et de
substances toxiques qui défient I'hote par une tres large sélection de mécanismes pathogénes.
Pour faire face a ce danger un systeme de défense doit exister : c’est le systeme immunitaire. Ce
dernier fait référence a un ensemble de cellules, de produits et de mécanismes effecteurs qui
fonctionnent pour protéger, controler et généralement éliminer ces organismes et toxines
étrangers. Ces mécanismes reposent sur la détection des caractéristiques structurelles du corps
étranger qui le distinguent des cellules hotes. Une telle discrimination permet a I’'h6te d’éliminer
la menace sans endommager ses propres tissus. |l est essentiel donc que la réponse immunitaire
soit capable d'éviter de déclencher ces mécanismes destructeurs contre les molécules du soi. Un
échec a ce niveau est a la base du développement des maladies auto-immunes. Le systeme
immunitaire possede deux lignes de défenses, I'immunité innée ou naturelle et l'immunité
adaptative, acquise ou spécifique. L'immunité innée est une réponse non spécifique constituant
la premiéere ligne de défense et faisant intervenir les barrieres physiques, les cellules
phagocytaires et le systeme du complément alors que I'immunité adaptative manifeste une
spécificité envers ses antigenes et repose principalement sur les lymphocytes T spécifiques de
I'antigéne et les cellules B qui se différencient en plasmocytes pour produire des anticorps. Le
développement d'une mémoire immunologique pouvant éliminer rapidement un agent

pathogene spécifique en cas d'infections ultérieures est I'une de ses fonctions principales.

Or, pour qu’elles puissent intervenir, les cellules T doivent étre préalablement activées.
Cette activation requiére la présence de deux signaux. Le premier consiste en une présentation
au récepteur des lymphocytes T (TCR) d’un fragment peptidique par I'intermédiaire des molécules
complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II) présent a la surface des cellules
présentatrices d’antigenes (CPA). Le deuxiéme signal provient des molécules de costimulation et
se manifeste suite a I'interaction du CD28 des cellules T avec les B7.1-B7.2 (CD80/CD86) des CPA.
Suite au premier signal, I'expression du CD154 a la surface des cellules T va avoir lieu et celui-ci

va pouvoir entrer en contact avec son récepteur principal le CD40, exprimé a la surface des CPA.
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Cette interaction, CD154/CD40, va engendrer un signal d’activation bidirectionnel, autant via le

CD154 que via le CD40.

1. Le CD154.

Le CD154 nommé aussi CD40 Ligand (CD40L), glycoprotéine 39 (Gp39), TNF-related
activation protein (TRAP), Tumor necrosis factor ligand superfamily member 5 (TNFSF5), ou
encore T-B activating molecule (TBAM) a premiérement été découvert en 1992 [1-3]. Lederman
S. et ses collégues ont généré un anticorps monoclonal murin, le 5C8, capable de se lier a une
protéine présente a la surface des cellules T activées. L’ajout de cet anticorps a inhibé la fonction
auxiliaire des cellules T en inhibant I'activation des cellules B par les cellules T activés [4]. Dans la
méme période Armitage et al. ont isolé le géne codant la protéine liant le CD40 murin (mCD40)
et ont démontré que c’est une protéine qui posséde la méme configuration que celle des
glycoprotéines transmembranaires de type |l, possédant donc un domaine carboxyle
extracellulaire [5]. De méme, Noelle R. et al. ont démontré qu’une protéine recombinante du
CD40 était capable de se lier a une protéine de 39 KDa exprimée a la surface des cellules T activées
d’ou provient I'appellation du gp39 [6] et que I'ajout du MR1 (un hybridome qui produit des
anticorps monoclonaux capable de reconnaitre spécifiquement une protéine présente a la

surface des cellules T activées) ou d’un anti CD40 inhibe I'activation des cellules B [6].

Bien que des études initiales sur le CD154 ont proposé une protéine de 39 KDa [6], dans
la plupart des types de cellules, cette molécule posséde un poids moléculaire allant de 33 a 39
KDa, ayant un seul site de glycosylation [7, 8]. Le géne codant pour son expression est localisé
dans la région g26.3-27.1 du chromosome X et il est constitué de 5 exons et 4 introns. Le CD154
humain (hCD154) est composé de 261 acides aminés (29 273 Daltons) dont 22 constituent la
partie cytoplasmique, 24 le domaine transmembranaire et 215 la partie extracellulaire [7]. Alors
que le CD154 murin (mMCD154) est constitué de 260 acides aminés (29 239 Daltons) dont 22
cytoplasmiques, 24 transmembranaires et 214 extracellulaires. Le CD154 humain et murin

partagent 78 a 80% d’homologie dans leurs ségquences.

De plus, il a été démontré que le CD154 appartient a la famille des facteurs de nécrose

tumorale (TNF) [9]. En effet, sa structure tridimensionnelle est trimérique et semblable a celle de
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la lymphotoxine-alpha (LT-a) et du TNF-a, des membres de la famille des TNF [7], pourtant cette

protéine ne posséde que 20% d’homologie avec les autres membres de cette famille [10].

Malgré le fait que le CD154 est une protéine transmembranaire de type I, il est exprimé
a la surface cellulaire sous une forme multimérique [11]. En effet, I'étude cristallographique du
CD154, montre que ce dernier possede une structure homo-trimérique médiée par des liaisons
non covalentes entre 2 Tyrosines, 2 Histidines et 1 Leucine [12]. Le CD154 a été initialement
identifié a la surface des cellules T CD4* activées [13], d’autres études ont montré une plus large
expression. En effet, le CD154 est également exprimé sur les monocytes, les cellules dendritiques,
les mastocytes, les basophiles, les cellules B, les natural killer (NK), les macrophages, les
mégacaryocytes et les plaquettes activées mais également au niveau des cellules non
hématopoiétiques telles que les cellules épithéliales, les fibroblastes, les cellules musculaires

lisses et les cellules endothéliales [14, 15].

Comme les autres membres de la famille des TNF, tel que TNF-a et Fas/APO-1 ligand, le
CD154 existe aussi sous une forme soluble décrite avec un poids moléculaire de 18 KDa et 15 KDa
[16]. En effet, en plus d’exprimer la forme membranaire du CD154, les lymphocytes T activées
sécrétent aussi une forme soluble (sCD154). Des études ont montré que le CD154 peut aussi étre
relaché du milieu intracellulaire sans que ce dernier soit exprimé a la surface des cellules sous
forme d’un fragment de 18 KDa [17]. Ce fragment est le résultat d’un clivage enzymatique
intracellulaire entre les résidus acide Glutamique 112 (E112) et la Méthionine 113 (M113) [16].
Ultérieurement, il a été confirmé que le clivage du CD154 en sCD154 se faisait dans les
microsomes suite a I'activation des cellules T [17]. De plus, notre laboratoire a démontré que la
forme membranaire du CD154 devient soluble, a la suite de son interaction avec son récepteur
principal le CD40, par un clivage enzymatique impliquant les métalloprotéinases : A Disintegrin
and metalloproteinase-10 (ADAM-10) et ADAM-17 [18]. Le sCD154 comporte toujours le domaine
d’homologie des TNF, permettant ainsi sa liaison au CD40 et la prolifération des cellules B en
présence d’'IL-4 [12, 17]. De méme au niveau des paquettes, le CD154 est rapidement présenté a
la surface apres stimulation. Ce dernier une fois exprimé est rapidement clivé générant un
fragment soluble et trimérique. Les études indiquent que plus de 95% du sCD154 circulant

provient des plaguettes [19]. Une concentration élevée du sCD154 a été détectée dans le sérum
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des patients atteints de différentes pathologies telles que |'athérosclérose, le syndrome
coronarien aigu et les maladies auto-immunes, indiquant que le sCD154 peut contribuer a une
variété de réponses inflammatoires systémiques [20-22]. En effet, plusieurs études ont démontré
que linteraction du CD154 avec le CD40 est impliquée dans le développement et la progression
des maladies inflammatoires et auto-immunes. Dans ces maladies, les cellules T activées du sang
périphérique, et le sCD154 libéré par les plaquettes et les cellules T activées, vont interagir avec
les cellules exprimant le CD40, stimulant ainsi le complexe CD154/CD40 et amplifiant son role
biologique [23]. Les deux formes du CD154, soluble et membranaire, possedent donc une

structure trimérique qui est absolument nécessaire pour leur activité biologique [16, 17, 24].

1.1. Régulation de I'expression de la protéine du CD154.

Les lymphocytes T expriment le CD154 a la surface cellulaire 5 minutes apres I’activation.
Cette expression elle est transitoire atteignant un maximum aprés 6h d’activation pour ensuite
diminuer au cours des 12 a 24 h suivantes [14]. Cette activation est dépendante de la signalisation
via le TCR (T cell Receptor) [25]. En effet, la reconnaissance spécifique du peptide antigénique
présenté dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH II) a la
surface des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) par le TCR/CD3 des lymphocytes T CD4*
permet l'induction rapide de I'expression du CD154 a la surface cellulaire. Les signaux de
costimulation (CD28/CD80 ou CD2/LFA-3) participent au maintien de I'expression du CD154 et a
sa potentialisation. Les cytokines pro-inflammatoires telles I'lL-1, I'IL-4 ou le TNF-a peuvent aussi

réguler positivement |’expression du CD154 [26, 27].

1.2. Régulation de I’expression du géne du CD154.

L'induction du CD154 a la surface des cellules T est dépendante Ila voie
Calmodulin/Calcineurin. En effet, suite a I’engagement antigénique, I'activation de la PLCy2
(Phospholipase C Gamma 2) va a son tour hydrolyser la phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2)
générant I'lIP3 (Inositol trisphosphate) et le DAG (Diacylglycerol). L'IP3 va se lier a son récepteur,
IP3-Receptor, et va induire la libération du Ca2* du réticulum endoplasmique (RE) dans le milieu
intracellulaire [28]. Cependant, l'activation des lymphocytes T nécessite une plus forte

concentration en Ca2*. D’ou la nécessité d’un afflux extracellulaire, via les canaux CRAC de la
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membrane plasmique est essentiel [29]. Une telle augmentation est impliquée dans la régulation
transcriptionnelle de plusieurs genes, parmi lesquels les genes codant pour les facteurs de
transcription NFAT (nuclear factor of activated T cells) dans les cellules T matures permettant
ainsi sa translocation au noyau et sa liaison aux génes codant le CD154 et permettant sa
transcription. Quant a DAG, ce dernier va activer la protéine kinase C (PKC) qui a son tour induit
I'activation du NF-kB, un facteur de transcription du CD154 [30]. Les études ont montré qu’une
expression prolongée du CD154 est associée avec la voie de signalisation de I'lL-15. En effet, la
liaison de I'lL-15 a son récepteur induit une activation de Jak1 et Jak3 et une phosphorylation de
STATS. Ce dernier va se transloquer vers le noyau et va s’engager avec le promoteur du géne du
CD154 induisant son expression [31] (Fig.1). De méme, il a été démontré que I'lL-2 est aussi
capable de maintenir une expression prolongée du CD154 a la surface des cellules T [26]. En effet,
les auteurs ont démontré qu’une stimulation des cellules T avec I'lL-2 induisait une expression du
CD154 pouvant aller jusqu’a 96 heures post stimulation et que ce CD154 est synthétisé de novo.

membrane CD154
engagement of TCR and MHC engagement of IL-15 and IL-15R

| CRAC channel

r

phospholipase C Sustained Ca* Jak1 and Jak3
l Release

Ca?* Release
CD154

de novo synthesis

4

Endoplasmic

reticulum NFATc2 NFATc1 p-STAT5

nuclear trans!ocaﬁ%<y‘nthesis /

NFATc1 gene CD154 gene

Figure 1.— Régulation de I'expression du géne du CD154.

L’expression du CD154 est induite suite a 'engagement du TCR et du CMH menant a I'augmentation du Ca2+
intracellulaire, et I'activation du facteur de transcription NFAT. Elle peut aussi étre induite via I'engagement du
récepteur a I'lL-15 et I'activation du Stat-5.(adapté de [31]). Avec autorisation du journal Arthritis Research &

Therapy.
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2. Les récepteurs du CD154.

Le CD40 est le premier récepteur caractérisé pour le CD154 [6]. Pendant pres de 2
décennies, il a été considéré comme étant le seul récepteur du CD154; cependant, quatre autres
récepteurs appartenant a la famille des intégrines, ont été identifiés: I'allbf3 [19], 'a5B1 [32],
'aMpB2 [33], 'avB3 [34] et L'ad4p1 [35]. Bien que le CD40 demeure le principal récepteur du
CD154, ces nouveaux partenaires occupent des fonctions aussi importantes que le CD40 dans

différentes conditions physiopathologiques.

2.1. Le CD40.

Le CDA40, a l'origine appelé p50 ou Bp50, a été premierement identifié en 1985 a la surface
des lymphocytes B et des cellules cancéreuses de la vessie [36]. C'est une glycoprotéine
transmembranaire de type |, avec un poids moléculaire de 45-50 KDa, ayant deux sites de
glycosylation. Le CD40 appartient a la famille des récepteurs des TNF (TNFR) [9]. Il a été identifié
comme une molécule exprimée au cours des différents stades du développement et de la
différenciation des cellules B [7]. Ces études ont révélé que le niveau d'expression de cette
molécule variait avec le statut d'activation des cellules B, fluctuant avec la progression a travers

le cycle cellulaire ainsi qu'avec la différenciation et la survie des lymphocytes [37].

Le gene codant du CD40 humain (hCD40), formé de 9 exons et 8 introns, est localisé entre
la région q12 et g13.2 du chromosome 20 [7, 38]. Le hCD40 est constitué de 277 acides aminés
répartis en trois régions : 62 acides aminés pour la partie cytoplasmique, 22 la partie
transmembranaire et 193 la partie extracellulaire. Le CD40 murin (mCD40) est composé de 307
acides aminés dont 193 constituent le domaine extracellulaire, 22 transmembranaire et 90
intracellulaire. Le CD40 humain et murin partagent 62% d’homologie dans leurs séquences avec
100% d’homologie au niveau des 32 acides aminés du domaine C-terminal [7]. Comme tous les
membres de la famille des TNFR, le CD40 abrite 22 cystéines dans son domaine extracellulaire,
ces derniéres sont conservées chez les deux espéeces suggérant un repliement identique [7, 39].Le
CDA40 interagit avec le CD154 via les résidus Tyrosine 145 (Y154) et I’Arginine 203 (R203) du CD154
[40].
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2.1.1. Régulation de I'expression du CD40.

2.1.1.1. Régulation de I'expression de la protéine du CD40.

Le CD40 est exprimé constitutivement a la surface de nombreuses cellules
hématopoiétiques ou non, telles que les lymphocytes B, les monocytes, les plaquettes, les cellules
dendritiques, les basophiles, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes,
les keratinocytes et les cellules du muscle lisse vasculaire [41]. Une amplification du niveau
d’expression du CD40 est la résultante de différentes cytokines telles que I'intrerleukine-1 (IL-1),
IL-3, I'interféron y (IFN-y), le TNF-a et le facteur de stimulation des colonies granulo-monocytaire
(GM-CSF) [42]. Il est exprimé non seulement sous forme monomérique, mais aussi une faible
proportion s’assemble pour former un dimeére du CD40 [43]. Cette homodimérisation est médiée
par un pont disulfure impliquant la seule cystéine présente dans son domaine intracellulaire et se
trouvant en position 238. La formation de cet homodimére est associée aux radeaux lipidiques,
qui sont des micro-domaines riches en lipides. En effet, l'utilisation de la méthyl-béta-
cyclodextrin, un agent perturbateur de lintégrité des radeaux lipidiques, abolit cette
homodimérisation [44]. De plus, le CD40 dimérique est nécessaire pour |'activation compléte des

cellules B et la régulation de I'expression du CD23, CD69 et CD80 [45].

Son interaction avec ses ligands augmente significativement son oligomérisation, un phénomeéne
observé au niveau des lignées de cellules B ou de cellules transfectées par le CD40 [46] (Fig.2). La
formation d’un CD40 dimérique est essentielle pour la phosphorylation des phosphoinositide-3
kinase (PI-3K) et ainsi I'activation de I’Akt, pour 'augmentation de I’expression du CD86 et pour

la production de I'IL-8 [44]. (Fig.2).
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Figure 2. — La liaison du CD154 au CD40 induit son homodimérisation.

L'interaction du CD154 membranaire ou soluble trimérique avec le CD40 induit une homodimérisation de ce dernier
et déclenche la formation de dimeres médié par deux residus C238. Une telle homodimérisation est essentielle pour

I’activation du PI-3K et I'expression de B7-2 sur les cellules B [47]. Avec autorisation du journal Immunobiology.

2.1.1.2. Régulation de I'expression du géne du CD40.

Tres peu d'études ont analysé les mécanismes sous-jacents activant le gene du CD40. Le
promoteur du CD40 contient quatre sites NF-kB, suggérant une influence du TNF-a sur ce géne
[48]. Comme I'IFN-y est connu pour induire I'expression du TNF-a dans certains types de cellules,
il a été démontré que I'expression du gene du CD40 peut étre induite par I'interféron-y (IFN-y) et
implique I'activation des facteurs de transcription STAT-1 et NF-kB [49]. De méme Spl est un
facteur de transcription clé dans I'expression basale du CD40 [50].

Des études ont montré que I'expression du CD40 induite par I'lIFN-y dans la microglie est
inhibée par le TGF-B, et I'effet inhibiteur est médié par la déstabilisation de ’TARNm du CD40 [51].
L'IL-4 est également un puissant inhibiteur de I'expression du CD40 induite par I'IFN-y. Cette

inhibition est le résultat d’une inhibition de la transcription du géne CD40 [52].
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2.1.2. Les ligands du CD40.

Outre le CD154, le CD40 se lie aussi a la protéine de liaison C4b (C4b-binding protein
(C4BP)) [53] et a la protéine de choc thermique-70 ou heat-shock protein (HSP-70).

2.1.2.1. La protéine de liaison C4b
La protéine de liaison C4b, C4BP, est un composant régulateur de la voie classique du
complément. Elle est synthétisée par les cellules hépatiques et les monocytes activés. Le foie est
le site majeur de synthése des C4BP solubles et membranaires [54]. C'est une protéine
plasmatique, qui agit comme un inhibiteur majeur de la voie classique du complément [55]. Il agit
comme cofacteur du facteur | dans l'inactivation protéolytique de C4b, empéche |'assemblage de
la voie classique C3-convertase et accélére sa dégradation. Son expression est augmentée par les

glucocorticoides et les cytokines inflammatoires (IFN-y, IL-1, 1I-6 et TNF-a).

Cette protéine se lie directement au CD40 des cellules B et son site de liaison est distinct
de celui du CD154. Comme le CD154, le C4BP, suite a son interaction avec le CD40, provoque
I'activation des lymphocytes B. En effet, il induit la prolifération, la régulation de I'expression de
I'ICAM-1 et CD86 et I'induit la synthése de I'lgE en présence d'IL-4 d’une maniére dépendante de
la voie NFkB. Physiologiqguement, cette interaction a lieu dans les centres germinatifs des
follicules lymphoides secondaires ce qui suggere qu'il est impliqué dans le développement de

I'immunité dépendante des lymphocytes B [53].

Le C4BP peut former des complexes stables de haut poids moléculaire avec le sCD154, qui
malgré la liaison au CD40, induit la survie et inhibe I'apoptose médiée par le CD40 des
cholangiocytes humains [54]. Cette inhibition est le résultat d’'un défaut de I'activation du CD40
et des voies qui en découlent suite a son interaction avec le CD154 telles que NFkB, AP-1 et STAT-

3.

2.1.2.2.  La protéine de choc thermique.
La protéine de choc thermique-70, HSP70, fait partie d'une famille de molécules
chaperonnes, hautement conservées, qui jouent un réle important dans la synthese, le

repliement et la translocation des protéines [56].
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La HSP70 joue le r6le d’un adjuvant. En effet, le HSP70 microbien, et non le HSP70 humain,
se lie au CD40 des cellules myéloides, entrainant la production de RANTES, MIP-1a (macrophage
inflammatory protein-1a) et MIP-1B [57]. Ces chimokines attirent donc les macrophages et les

cellules dendritiques facilitant la présentation antigénique aux cellules effectrices T et B.

2.2. Les intégrines.

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires de type | appartenant a une
superfamille de récepteurs d'adhésion cellulaire. Elles sont reconnues comme étant des
molécules d’adhésion cellulaire et des récepteurs de fixation a la matrice extracellulaire. Il est
désormais largement reconnu que les intégrines agissent comme de véritables récepteurs de
signalisation intracellulaire et réponses cellulaires, y compris la migration, la prolifération et la
différenciation [58] . Les intégrines reconnaissent principalement les constituants de la matrice
extracellulaire tels que le collagene, la laminine, le facteur von Willebrand, la vitronectine et la
fibronectine. Elles sont des récepteurs hétérodimériques constitués de 2 sous-unités, a et B,
associées de facon non covalente, ayant un poids moléculaire de 120-170 KDa et 90-100 KDa

respectivement [59].
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Chez I'humain 18 sous-unités a et 8 sous-unités B sont catégorisées constituant 24
différentes intégrines hétérodimériques [60]. La famille des intégrines peut étre répartie en
plusieurs sous familles en fonction de la ressemblance fonctionnelle et la spécificité aux ligands.
On retrouve les intégrines a laminine, les intégrines a collagéne, les intégrines leucocytaires et les

intégrines reconnaissant les motifs RGD (Arginine/glycine/acide aspartique) [59] (Fig.3).

Collagen receptors Leukocyte-specific

receptors

i .
receptors,/ Laminin receptors

y

Figure 3. — Les différentes sous-populations des intégrines.

Cette figure représente les différentes associations entre les sous-unités a et B et le ligand correspondant pour

chaque sous-population. (Modifiée de Hynes, R. O. et al., 2002 [59]). Avec autorisation du journal Cell.

Ces intégrines assurent une signalisation bidirectionnelle. En effet, le signal outside-in, va
transmettre le message de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule permettant ainsi la réception
des consignes de prolifération ou de survie dépendamment de son attachement a la matrice

extracellulaire; le signal inside-out, donc de l'intérieur de la cellule vers I'extérieur va permettre
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le passage du message du milieu intracellulaire et va activer l'intégrine [61]. Les intégrines
agissent donc, non seulement comme des liens structurels entre la matrice extracellulaire et le
cytosquelette d'actine, mais également comme des sites de transduction du signal de la matrice
extracellulaire vers les voies de signalisation intracellulaires. Et vu que leurs domaines
cytoplasmiques sont dépourvus de toute activité enzymatique, le recrutement de protéines
kinases spécialisées telles que Focal adhesion kinase (FAK), integrin-linked kinase (ILK), et Src
kinase, est nécessaire pour activer les voies de signalisation de survie cellulaire plus en aval de

ces protéines kinases cytoplasmiques (PI-3K, I'AKT et les MAPK) [62].

Les intégrines ne sont pas constitutivement activées; elles sont souvent exprimées a la
surface cellulaire dans un état inactif sous forme d’une structure courbée ne se liant pas aux

ligands [59].

Les intégrines sont impliquées dans des événements d’adhésion cellulaire qui contrdélent
le développement, modulent la mort cellulaire programmeée ou |'apoptose et conduisent a des

pathologies telles que le cancer et la thrombose [58, 63].

2.2.1. Lintégrine allbB3.

L'intégrine allbB3, GPllib/llla ou CD41/CD61 est une glycoprotéine exprimée
exclusivement sur les plaquettes et mégacaryocytes. Sous sa forme active, elle se lie a plusieurs
ligands contenant l'arginine-glycine-acide aspartique (RGD), tels que le fibrinogene, la
vitronectine, le facteur de Von Willebrand [64]. En interagissant avec ses ligands naturels, I'allb3
est directement impliquée dans la fonction plaquettaire et la thrombose permettant ainsi
I"agrégation et 'adhérence des plaquettes au niveau de la lumiere du vaisseau sanguin. En effet,
une perturbation de la synthése et de la fonction des sous-unités allb et/ou B3 conduisent a un
trouble de saignement appelé Thrombasthénie de Glanzmann. Cette perturbation altere les

fonctions plaquettaires [65].

En 2002, cette intégrine a été identifiée par André et al., comme étant un récepteur du
CD154 [19]. Haydar et al. ont démontré que les formes actives et inactives de I'allb3 se lient au

CD154 via son motif KGD (Lysine-glycine-acide aspartique) chez I’lhumain et RGD chez la souris
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[40]. Cette liaison dépend principalement du résidu acide aspartique en position 117 (D117), une

mutation a ce niveau abolit la capacité de lier I'allbB3 [66].

2.2.2. Llintégrine a5B1.

Comme I'allbB3, I'intégrine a5B1, également appelée récepteur de la fibronectine, lie sous
sa forme active ses ligands classiques, la fibrinogéne et la fibronectine, a travers leur séquence
RGD [59]. Elle est exprimée a la surface d’une grande variété de cellules y compris les monocytes,
les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules T, ainsi qu’a la surface de cellules non
hématopoiétiques telles que les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses et les fibroblastes. L'a5B1 joue un réle bien défini dans I'adhésion cellulaire, la

migration et la formation de la matrice [67].

En 2007, I'a5B1 s'est avérée agir comme un récepteur pour le CD154 dans le modeéle de
lignée monocytaire U937 (CD40/allbB3) [32]. En effet, cette interaction est bloquée a la suite de
I"administration du 5C8 un anticorps monoclonal dirigé contre le CD154, du P1D6 un anticorps
monoclonal dirigé contre I'a5B1, ou une forme recombinante de cette intégrine. Les auteurs ont
montré que l'interaction du sCD154 avec I'a5B1 conduit a l'activation de la cascade de
signalisation, comme observé avec I'engagement du allbp3. Contrairement a I'allb3, auquel le
CD154 peut se lier a sa conformation active et inactive, 'a5B1 n'est engagée par le CD154 que
sous sa forme inactive. En effet, 'activation de cette intégrine par le Mn2* ou par le dithiothreitol

abolit sa capacité de lier le CD154 [32].

Leveillé et al. ont aussi démontré que le sCD154 peut lier simultanément le CD40 et I'a5B1
[32]. Par conséquent le sCD154 peut servir de pont moléculaire entre le CD40 et I'a5B1 exprimées
au niveau de deux différents types cellulaires et peut aussi lier ces deux récepteurs en cis , c’est
a dire lorsqu’ils sont exprimés a la surface de la méme cellule [32]. En 2015, Alturahi et al. ont
démontré que la liaison du CD154 a I'a5B1 est médiée par les résidus Asparagine 151 (N151) et
Glutamine 166 (Q166) du CD154 [40].

2.2.3. Ll'intégrine aMp2.

L'aMB2, aussi appelée macrophage-1 antigen (Mac-1), CD11b/CD18 ou complement

receptor 3 (CR3), est une intégrine leucocytaire exprimée a la surface des monocytes, des cellules
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dendritiques, des macrophages, des neutrophiles et des NK [23, 68]. Elle est impliquée dans
diverses réponses cellulaires, notamment la phagocytose, la destruction a médiation cellulaire, la
chimiotaxie, I'activation cellulaire et joue un réle central dans I'inflammation en induisant la
transmigration et I'adhésion des leucocytes vers le site inflammatoire [69]. L'aMB2 sous sa forme
active, se lie principalement au fibrinogéne et au fragment du complément C3bi, mais lie
également I'lCAM-1, le facteur de coagulation X et I’héparine. Par conséquent cette intégrine est

impliquée dans I'immunité, I'inflammation et I’'hémostase [70].

Cette intégrine a été identifiée comme étant un récepteur du CD154 en 2007 par Zirlik
Andreas et ses collégues [33]. Contrairement a I'a5B1, seule la forme active de I'aMB2 se lie au
CD154 [33]. En 2011, Wolf D et al. ont identifié I'implication du motif EQLKKSKTL de I'aM2 dans
sa liaison avec le CD154 [70]. En 2015 il a été démontré que les résidus Y145 et R203 du CD154
sont nécessaires a son interaction avec l'intégrine aMf2, et que ces derniers sont partagés avec

ceux impliqués dans la liaison du CD154 au CD40 [40].

2.2.4. Ll'intégrine aVB3.

L'aVB3 également nommée récepteur a la vitronectine, se lie au fibrinogene, a la
fibronectine, I'ostéopontine, la laminine, au facteur von Willebrand , la thrombospondine et Ia
thrombine a travers leur séguence RGD [71]. Elle est exprimée a la surface de différents types de
cellules tels que les cellules endothéliales, les monocytes, les plaquettes, les fibroblastes, les
ostéoclastes, les plaguettes, les mégacaryocytes, les cellules musculaires lisses ainsi qu’a la
surface de cellules tumorales. Cette intégrine est impliquée dans |'angiogenese, ’lhémostase,
I'agrégation plaquettaire, l'adhésion cellulaire, la prolifération et le développement

embryonnaire [72].

En 2019, Takada et al. ont démontré que I'aVB3, sous sa forme active, est capable de lier
le sCD154 indépendamment des résidus KGD [73]. De plus, ils ont démontré que les sites de

liaison de I'aVPB3 et 'a5B1 se chevauchent.

Cette interaction pourrait étre biologiqguement tres significative vu que I'aVB3 est
largement exprimée dans les tissus vasculaires et lors d’un cancer. Des études supplémentaires

devraient étre mises en place afin de confirmer cette hypotheése.
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2.2.5. Llintégrine a4p1.

L'a4B1 est également connu sous le nom Very late antigen-4 (VLA-4), largement exprimé
a la surface des cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et B, les Natural killer, les
monocytes et les macrophages [74]. Cette intégrine se lie principalement a la fibronectine et a
VCAM-1 [60]. L'a4B1 est impliqguée dans la migration des leucocytes vers le site inflammatoire

[75].

Récemment cette intégrine a prouvé sa capacité de lier le CD154 indépendamment des

résidus impliquant le a5B1 and aVp3 [35].
3. Lerole biologique de lI'interaction du CD154 avec ses différents récepteurs.

3.1. L'interaction du CD154 avec le CD40 (CD154/CD40).

Suite a l'interaction du CD154, trimérique, avec le CD40, ce dernier s’oligomérise et se
transloque vers les radeaux lipidiques ou il va sS’Thomodimériser. 'homodimere du CD40 est médié
par un pont disulfure entre deux Cystéines en position 238 [44]. Cette homodimérisation s’est
avérée nécessaire pour le déclenchement des voies de signalisation médiées par le CD40 [44, 46].
Le domaine cytoplasmique du CD40 est dépourvu d'activité kinase intrinséque [7]. Afin de
transmettre un signal, le CD40 nécessite donc le recrutement de protéines adaptatrices telles que
les facteurs associés au TNFR (TRAF) [76], les protéines tyrosine kinase (PTK) et le Janus kinase3
(Jak3) activant ainsi plusieurs cascades de signalisation comme celles du NF-kB, PI-3K, JNK, et des

MAPKs ainsi que la voie de la phospholipase Cy (PLCy) [77] (Fig.4).
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Figure 4. — La signalisation du CD40 est dépendante de I'association a protéines adaptatrices

Suite a I'engagement du CD40, les TRAF 1, 2, 3, 5 et 6, ou la PTK et JAK3 sont recrutés pour s’associer a sa partie

cytoplasmique conduisant a l'activation de différentes voies de signalisation. La signalisation dépendante ou
indépendante de la protéine TRAF régule différents processus cellulaires et immunitaires. Adaptée de [77]. Avec

autorisation du journal Immunological Reviews.

3.1.1. Les protéines adaptatrices.

3.1.1.1. Les TNFR associated factors (TRAFs).

Les TRAF constituent une famille de protéines adaptatrices initialement identifiée chez
I'homme et les rongeurs pouvant s’associer a différents membres de la famille des TNFR [78]. La
famille des TRAF comprend sept membres, TRAF-1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7, conduisant le signal a
I'intérieur de la cellule suite a I'engagement des membres de la famille des TNFR avec leurs ligands
[77]. Tous les TRAF ont une structure similaire et sont constitués d’un domaine N-terminal, un
domaine C-terminal [79]. Le domaine carboxyle est hautement conservé leurs permettant
d'interagir avec la partie cytoplasmique des récepteurs de surface ou d’autres molécules de
signalisation tandis que le domaine N- terminal assure [|'homodimérisation et

I’hétérodimérisation des TRAF [80]. A I'exception du TRAF-1, les TRAF sont aussi constitués d’un

40



domaine RING riche en cystéines et histidines, capables de coordonner la liaison des ions Zn?*,
avec des motifs en doigt de zinc adjacents assurant les interactions avec les kinases et les facteurs
de transcription impliqués dans la propagation et la régulation des cascades de signalisation [81]
(Fig.5). En 2004, la découverte de TRAF-7 a montré que ce dernier partage les mémes
caractéristiques structurales des autres membres de la famille mais posséde en plus sept
répétitions de tryptophane (W) et d’acide aspartique (D), constituant le domaine WD40 dans son
domaine carboxyle (Fig.5). TRAF-7 interagit spécifiquement avec MEKK3 (mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 3), via WD40, et potentialise I'activation des facteurs de transcription
AP1 et CHOP (C/EBP-homologous protein) induisant I’activation des voies JNK et p38 responsables
de la survie, de la prolifération et de la différenciation cellulaire et induit aussi I'apoptose par des

voies dépendantes de la caspase [82, 83].

TRAF1
TRAF2
TRAF3
TRAF4

TRAF5

TRAF6

TRAF7

B znrinGg [ zn Fingers [ Coiled-coil (TRAF-N) domain [} TRAF-C domain
I Nuclear localization signals 9 WDA40 repeats

Figure 5.— Les TNFR associated factors (TRAFs).

Figure représentative de la structure des sept protéines TRAF. Les TRAFs sont constitués de différents domaines : le
zinc RING (Zn RING), les doigts de zinc (Zn Fingers), le domaine a bobine enroulée (TRAF-N), le domaine TRAF-C, les

signaux de localisation nucléaire et les répétitions WD40 [83]. Avec autorisation du Journal of Molecular Signaling
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Suite a I'engagement avec le CD154, le CD40 recrute directement ou indirectement TRAF1,
TRAF2, TRAF3, TRAF5 et TRAF6 dans son domaine cytoplasmique [77]. Le recrutement du TRAF-1
au CD40 peut se faire directement ou indirectement via son association avec TRAF-2 [77]. TRAF-
1 joue un role important dans la régulation de la signalisation des autres protéines TRAF, il
empéche la dégradation de TRAF-2 [84, 85]. TRAF-2 joue un réle positif dans la différenciation et
la prolifération des cellules B [79, 86]. TRAF-3 régule négativement la signalisation du CD40 dans
les cellules B [87]. TRAF-5 n'interagit pas directement avec le domaine cytoplasmique du CD40, il
peut étre recruté indirectement en tant qu'hétéro-oligomeére avec le TRAF-3 [88]. TRAF-6, comme
TRAF-1, est capable d’interagir directement avec le CD40, ou indirectement en s’associant a TRAF-

2, et régule ainsi positivement la signalisation du CD40 [89].

L'activation du CD40, TRAF dépendante, entraine le lancement de nombreuses cascades
de signalisation intracellulaire, y compris I'activation des voies NF-«kB, PI-3K et JNK, p38 et ERK
MAPK [77]. Par conséquent, il est connu que TRAF-6 et TRAF-2 sont capables d’activer le NF-kB
induisant ainsi la survie cellulaire [85]. TRAF-3 est capable d'activer p38 et JNK [90] . Ce dernier
peut également médier I'apoptose induite par les voies JNK/AP-1 [91]. TRAF-2 et TRAF-3 sont
nécessaires pour la commutation de classe isotypique et la régulation positive du CD23, ICAM et

CD86 [92].

Cependant, la signalisation du CD40 pourrait également étre médiée par des voies
indépendantes des TRAF. En effet, I'engagement du CD40, des cellules B, active les membres de
la famille des protéines tyrosine kinase (PTK) et le Janus Kinase 3 (Jak3), qui sont constitutivement
associés au CD40 [93, 94].

3.1.1.2. Les protéines tyrosine kinase (PTK) et Le Janus kinase3
(Jak3).

L'engagement du CD40 active les PTK Lyn et Syk ainsi que la PLC-yC. Ces derniers jouent

un réle important dans I'agrégation médiée par le CD40, I'expression de la lymphotoxine-a (LT-

a), et la commutation de classe d'immunoglobuline [93].

Le Jak3 est un membre de la famille des tyrosines kinases Janus kinase. Il est

principalement exprimé dans les cellules immunitaires. Jak3 est impliqué dans la transduction du
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signal intracellulaire médié par le récepteur des cytokines. En effet, il transduit un signal, en

réponse a son activation, via la phosphorylation de la tyrosine par les récepteurs interleukines.

Jak3 s'est révélé capable de se lier directement a la région proximale du domaine
cytoplasmique du CD40 [93]. Sa liaison au CD40 induit I'activation du facteur de transcription
STAT-5 et sa translocation vers le noyau ou il va induire la maturation des cellules dendritiques
en induisant I'expression des cytokines inflammatoires telles que TNF-a, IFN-y [77, 95].
Cependant au niveau des cellules B, et suite a la stimulation du CD40, ce phénomeéne n’est pas
observé, la phosphorylation de Jak3 n’est pas induite [95]. Les signaux d'activation dans les
cellules B humaines et les CPA different aprés la stimulation du CD40. De méme, Jabara et al. ont
démontré que Jak3 n'est pas essentiel pour l'induction de la prolifération des cellules B, la
commutation de classe isotypique et la régulation positive de I'expression a la surface cellulaire

des CD23, ICAM-1, CD80 et la lymphotoxine- a (LT-a), induite via le CD40 [96].

3.1.2. Implication de l'interaction CD154/CD40 dans I'immunité.

Le CD40 interagit avec le CD154, qui se trouve principalement sur les cellules T activées,
jouant un réle dans les réponses immunitaires humorales et cellulaires.

Le role critique de l'interaction CD154/CD40 dans I'immunité est devenu apparent et a
acquis une pertinence clinique lorsque chez des patients souffrant du syndrome d’hyper-IgM lié
au chromosome X, la réponse immunitaire humorale s’est trouvée gravement compromise. En
effet, plusieurs mutations ponctuelles ou des délétions au niveau du géne codant pour le CD154
et/ou le CD40 sont a 'origine de ce désordre immunitaire, affectant ainsi cette interaction [97].
L'hyper-IlgM se manifeste, au niveau des cellules B, par un défaut de commutation de classes
isotypiques de I'lgM/IgD en 1gG, IgA et IgE [98]. Les patients atteints sont donc susceptibles aux
infections opportunistes et récurrentes, aux maladies auto-immunes ainsi qu’au cancer. La
génération de souris knock-out CD40 et CD154 a révélé un phénotype comparable a celui des
patients souffrant du syndrome d’hyper IgM [99, 100].

En effet, la liaison du CD154 au CD40 est a la base de I'interaction des lymphocytes T activés
avec les lymphocytes B. Cette interaction est primordiale a la prolifération et la survie des cellules
B, leurs différenciations, la formation de centres germinals, la génération de cellules B mémoires

et la commutation isotypique des immunoglobulines [101] (Fig.6 et Tableau.1). L’engagement du
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CDA40, exprimé a la surface des cellules B activées par I'antigéne, par le CD154 des lymphocytes T

activés est essentiel pour l'initiation et la progression de la réponse humorale T dépendante.
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Figure 6. — Les différentes fonctions immunitaires des interactions CD154/CD40.

En plus de son réle dans les réponses des lymphocytes B, le CD154 est impliqué dans des fonctions impliquant
d'autres cellules immunitaires, principalement des monocytes et des lymphocytes T [41]. Avec autorisation du journal

Current Immunology Reviews
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Lors d’une infection par un pathogene, la collaboration cellulaire se manifeste.
Effectivement, une interaction entre les cellules T CD4* spécifiques a I'antigéne et les cellules B
ou les cellules présentatrices d’antigene (CPA), telles que les cellules dendritiques activées
présentant des peptides dérivés de I'antigene par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de Classe Il (CMH-II), se forme [77]. L'interaction CD154/CD40 est essentielle
pour la maturation et la survie des cellules dendritiques. Or ceci nécessite une activation des
cellules T naives qui nécessite a son tour la signalisation spécifique a I'antigéne via I'engagement
du TCR et via les molécules de costimulation, comme le CD80/CD86 présent a la surface des CPA,
qui interagit avec le CD28 des lymphocytes T. En effet, I'engagement du TCR va induire
I'expression du CD154 sur les lymphocytes T, qui via des interactions directes peut augmenter les
niveaux des molécules de costimulation telles que CD80/CD86 sur les lymphocytes B ou autres
CPA. Cette interaction va induire donc I’activation des CPA et la production de I'lL-12 et IL-10 par
les cellules dendritiques [41]. Par la suite, une amplification de I'activation des lymphocytes T,
leurs expansion et différenciation en cellules effectrices spécifiques a I'antigéne auront lieu [27]
(Fig-6). Ces cellules T effectrices vont permettre donc aux CPA de s’activer et d’activer a leur tour
les cellules T CD8*. L'interaction CD154/CD40 va induire un signal de prolifération et une
production d’IL-2, modulant les fonctions des cellules T et leur polarisation en cellules Th-1 [102]
(Fig.6).

Il a été donc établi que l'interaction CD154/CD40 participe aussi au développement des
réponses immunitaires a médiation cellulaire par son implication dans l'activation et la
maturation des cellules dendritiques et des monocytes/macrophages régulant I'expression des
molécules d’adhésion et d’inflammation, des cytokines, chimiokines et des métalloprotéinases
[103] (Fig.6). L’interaction CD154/CD40 régule I'activité costimulatrice des CPA, induisant au
niveau des cellules B la régulation positive de I'expression du CD80 et CD86. Elle stimule aussi les
cellules dendritiques en augmentant I'expression de CD86 et ICAM-1 a leurs surfaces et induit
aussi la production de différentes cytokines telles que I'IL-8, TNF-a, MIP-1a [99] (Fig.7-Tableau.1).

De plus, le CD154 et le CD40 sont exprimés a la surface de différentes cellules non
immunitaires, d’ou linteraction CD154/CD40 résulte en une amplification des réponses

inflammatoires par la production de cytokine proinflammatoire, des chimiokines et des molécules
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d’adhésion [27]. Par exemple, I'engagement du CD40 des cellules endothéliales et des

fibroblastes déclenche la production de nombreuses chimiokines (IL-8, MCP-1, MIP-1), cytokines

telles que I'lL-IL-6, IL-12, TNF-a, augmente I'expression des molécules d’adhésion cellulaires

(ICAM-1, VCAM-1) et induit la sécrétion des métalloprotéinases [104] (Fig.7- Tableau.1).

Tableau 1. — Les différentes fonctions biologiques du CD154 [27].

Function

Cell type

Mediator

Humoral activation

B lymphocytes

CD23, CD30, CD80. CD8&6, Fas, MHCII:

Immunity cytokines: IL-6, IL-10. TNB-z, TGF-§
Ig class switching B lymphocytes IgA. IgD (7). IgE, 1gG, IgM
Formation of germinal center and B lymphocytes cytokines: IL-2, IL-10: cytokine receptors
memory cells
Cellular pro-inflammatory cytokines B lymphocytes IL-1, IL-2, IL-4. IL-8, IL-10. IL-12,
Immunity eosinophils TNF-z. TGF-§
monocytes

dendritic cells
epithelial cells
fibroblasts
keratinocytes
endothelial cells
smooth muscle cells

chemokines

monocytes
epithelial cells
fibroblasts
keratinocytes
endothelial cells

IL-8, MIP-1z, MIP-15. RANTES, MCP-1
ABCD-1: CCRT (diminished CCR1/5)

adhesion molecules

B lymphocytes
endothelial cells

LFA-1, ICAM-1. VCAM-I1, E-selectin. VLA-4

fibroblasts
matrix metalloproteinases monocytes interstitial collagenase 1 and 3 (MMP-1.
fibroblasts MMP-13), gelatinase A and B

endothelial cells
smooth muscle cells

(MMP-2.MMP-9), stromelysin
I (MMP-3) and 3 (MMP-11)

procoagulant activites

monocytes
endothelial cells
smooth muscle cells

tissue factor

others

monocytes
dendritic cells
fibroblasts
endothelial cells

Cox-2, nitric oxide

Ces observations suggérent que l'interaction CD154/CD40 envoie des signaux autant via le

récepteur CD40, que via son ligand, le CD154. Comme décrit ci-dessus, la signalisation

CD154/CD40 n’est pas limitée aux lymphocytes B. Plusieurs études ont démontré que

I'engagement du CD154 sur les cellules T fournit des signaux costimulateurs dans le
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développement des réponses des cellules T auxiliaires. Donc, en plus de son réle de ligand pour
cinq récepteurs, le CD154 agit également comme une molécule de transduction de signal. En
effet, la premiére évidence témoignant la possibilité du CD154 a transmettre un signal, a été
décrite en 1995 par Van Essen. En effet, lors de cette étude faite chez des souris déficientes en
CDA40, une formation de centres germinatifs a eu lieu suite a une stimulation avec un CD40 soluble
(sCD40) [105]. Une étude in-vitro a démontré que l'induction de I'expression de I'lL-4 via CD3
et/ou CD28 nécessite une costimulation des cellules T via le CD154 [106]. Par la suite, il a été
démontré qu’une stimulation des cellules T avec un anticorps monoclonal dirigé contre le CD154,
ou avec une forme recombinante du CD40, entraine une activation des kinases JNK et p38 [107].
De plus, nous avons démontré que lI'engagement du CD154 par le sCD40, induit son
oligomerisation et sa relocalisation dans les radeaux lipidiques, active les voies PKC, mobilise le
calcium et active les voies p38, Akt et ERK entrainant I’activation cellulaire et la libération de I'lL-
2 [108, 109]. En 2013, nous avons montré que la stimulation avec le CD40 soluble conduit a une
libération significative du sCD154. D’ou, la signalisation via le CD154 seul est suffisante pour
induire son clivage induit par ADAM-10 et ADAM-17 [18]. En plus, nous avons démontré que
I'interaction du CD154 avec la forme soluble de ses autres récepteurs (a5B1, allbp3 et aMB2)

induit elle aussi I'activation de p38 et ERK [40].
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Figure 7. — Effets résultant de I'interaction du CD154 avec le CD40 des cellules immunitaires

et non immunitaires.

L'engagement de CD40 des cellules B conduit a la production d'anticorps alors que son engagement sur les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques induit la production de cytokines, de chimiokines, de
cyclooxygénases (COX), de prostaglandines (PG), de métalloprotéinases (MMP) et d'oxyde nitrique (NO). L'activation
de cellules non immunitaires par le CD40 induit des effets similaires a ceux observés dans les cellules monocytaires

[104]. Avec autorisation du journal Gut.

3.1.3. Implication de I'interaction CD154/CD40 dans la mort cellulaire.

Le CD40 en plus d’étre exprimé a la surface des cellules immunitaires, il est aussi présent
au niveau des cellules hématopoiétiques malignes, comme lors d’'une leucémie lymphoide
chronique, d’'un lymphome de Burkitt et lymphome non hodgkinien et au niveau d’un certain
nombre de carcinomes, y compris ceux de |'ovaire, de la vessie, de I'oropharynx, du col de |'utérus
et du sein [110]. L'engagement du CD40 par le CD154 fournit des signaux de survie et de
prolifération dans les lymphocytes B favorisant leur différenciation en plasmocytes producteurs

d'immunoglobulines. Son engagement sur les cellules B immatures sauve les cellules de la mort,
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tandis que sur les cellules B matures augmente la sensibilité a la mort médiée par Fas [111]. Cette
mort est principalement observée au niveau des cellules Ramos activées et des cellules B
transformées par le virus de I'Epstein-Barr (EBV) [112]. En revanche, au niveau des cellules
cancéreuses le niveau d’engagement du CD40 influence la résultante physiologique; des faibles
niveaux de CD40 favorisent la survie et la prolifération cellulaire tandis que des niveaux élevés

induisent un arrét de la croissance et I'apoptose [113].

L'interaction du CD40 avec la forme membranaire du CD154 induit I'apoptose des cellules
malignes, alors que le sCD154 induit I'apoptose des cellules uniguement en présence d'inhibiteurs
de la cascade des MAPK ou de la synthése des protéines [114]. De plus, notre équipe a montré
qgue la mort cellulaire déclenchée par le CD40 est médiée par la perméabilisation de la membrane
lysosomale dépendante des especes réactives de I'oxygene (ROS), conduisant a la libération de

cathepsine B dans le cytosol [115].

Certains membres de la famille TRAF, une fois associés au CD40, interviennent dans
I'activation d'importants régulateurs transcriptionnels, notamment le facteur nucléaire kappa B
(NFkB) et les protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK). L’activation du NFkB est
associée a la survie cellulaire, tandis que celle des MAPK peut aussi bien étre impliquée dans la
survie que dans l'apoptose [115]. Une activation de ERK (extracellular regulated kinases) est
associée a la survie, tandis que l'activation de la JNK (jun N-terminal kinases) et p38 favorisent
I'apoptose [116]. Il a été démontré que le CD154 induit la mort cellulaire suite a I'activation de
TRAF-3 et la suppression de la signalisation TRAF-6. En effet, TRAF-3 active la voie JNK et la voie

mitochondriale de I'apoptose alors que TRAF-6 active celle de survie Akt [117].

3.2. Linteraction CD154/allbB3.

En 2002, André et al. ont démontré que le sCD154 est capable de lier I'allbf3 des
plaquettes activées, favorisant I'agrégation plaquettaire et induisant la stabilité du thrombus
artériel [118]. L'interaction du CD154 avec I'allbB3 activée est dépendante de la sous-unité 83,
plus spécifiqguement de la phosphorylation des résidus tyrosine présents dans son domaine
cytoplasmique. En effet, 'utilisant de plaquettes provenant de souris hébergeant une chaine B3

dans laquelle les deux tyrosines cytoplasmiques ont été mutées en phénylalanine, produisent des
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agrégats de plaquettes instables. De plus, suite a la stimulation par la thrombine cette interaction
est abolie au niveau des plaquettes provenant de souris déficientes en B3 [119]. Le défaut de la
thrombose observé chez des souris CD1547, a été restauré suite 3 I'administration du sCD154,
démontrant l'activité prothrombotique de cette protéine [19]. Suite a son interaction avec
'allbB3, il a été démontré que le CD154 est un agoniste plaquettaire capable de déclencher un
signal outside-in activant les plaquettes et induisant I'expression de la p-sélectine et la sécrétion

de microparticules plaquettaires [119] (Fig.8).
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Figure 8.— L’interaction CD154/ allbpB3.

Le CD154 trimérique soluble lie I'allbB3. Cette interaction implique a la fois les formes actives et inactives de cette
intégrine, induisant I’activation et I'agrégation plaquettaire et stabilise le thrombus artériel [47]. Avec autorisation

du journal Immunobiology.
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3.3. Linteraction CD154/05B1.

L’engagement de I'a5B1 par le CD154 induit I'activation des voies de signalisation ERK et
conduit a I'expression du gene de I'lL-8, suggérant que cette interaction joue un réle dans
I'inflammation [32] (Fig.9).

De plus, I'interaction CD154/a5B1 n’interfére pas avec le site de liaison du CD154 au CD40,
d’ol le CD154 peut se lier simultanément aux deux récepteurs [32, 66]. Ces résultats soulevent
donc la possibilité que le sCD154 puisse servir de pont moléculaire entre le CD40 et I'a5p1
exprimés sur différents types cellulaires, ou puisse lier les deux récepteurs exprimés au niveau de
la méme cellule. L'engagement simultané du CD40 et de I'a5B1, active les protéines kinases p38
et ERK et augmente la sécrétion des médiateurs inflammatoires [66].

L'interaction CD154/a5B1 joue un rdéle important dans le développement de I'asthme et
dans I’hyperréactivité bronchique induite par les allergénes. En effet, I'interaction du CD154 avec
I'a5B1 des fibroblastes bronchiques asthmatiques, induit une augmentation dans la production
de I'lL-6 et maintient I'inflammation a ce niveau. Cette production est complétement abolie suite
a I'administration d’anticorps bloquant dirigés contre le CD154 et non suite aux anticorps anti-
CD40 [120].

Notre récente étude a montré que l'interaction du sCD154 avec I'a5B1 des cellules T
lymphoblastiques de leucémie aiglie, est associée a I'activation des voies de survie telles que les
MAPK (p38 et ERK) et les PI-3K (Akt) [121]. Nous avons également démontré que le traitement de
ces cellules avec le sCD154 inhibe la mort induite par Fas, dans un mécanisme impliquant

I'activation de PI-3K et une diminution du clivage de la caspase-8 [121].
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Figure 9.— L’Interaction CD154/a5B1.

Le CD154 interagit avec la forme inactive de I'a5B1. Cette interaction induit I'activation de la voie ERK1/2 et

I’'expression du gene d’IL-8 [47]. Avec autorisation du journal Immunobiology.

3.4. L’interaction CD154/aMB2.

L'aMpB2 joue un role dans les réponses immunitaires et inflammatoires. En effet, Zirlik et
al. ont démontré que I'interaction CD154/aMB2 améliore I'adhésion et favorise la migration des
leucocytes via leurs aMB2 vers le site inflammatoire et joue ainsi un réle dans I’'athérogenese
[33]. En effet, I'inhibition de cette interaction atténue fortement le recrutement leucocytaire et
I’athérogenése mais n’affecte pas la thrombose et I'immunité [70]. De plus, I'inhibition de I'aMp2
chez des modeles de souris athérosclérotiques atténue la formation de la plaque d’athérome [33,

122].
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L'interaction CD154/aMp2 joue alors un rdéle dans les maladies ou le recrutement et
I'infiltration des leucocytes, vers les sites des lésions, représentent des caractéristiques

importantes (Fig.10).
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Figure 10. — L’interaction CD154/ aMp2.

Le CD154 qu'il soit soluble ou membranaire lie uniquement la forme active de 'aMB2. Cette interaction induit
I'adhérence et la migration des monocytes au niveau de la plaque athérosclérotique [47]. Avec autorisation du

journal Immunobiology.

4. Le role pathologique de I'interaction du CD154/CD40.

L’expression constitutive et inductible appropriée du CD40 est une condition nécessaire

au bon fonctionnement du systéme immunitaire, alors qu’une expression aberrante est
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impliquée dans les maladies infectieuses et non infectieuses ainsi que dans la pathogenése de

diverses maladies auto-immunes.

Dans des conditions inflammatoires, nous observons une surexpression du CD40, par les
cellules mésenchymateuses, endothéliales et épithéliales ainsi qu’une augmentation de
I’expression du CD154, principalement par les cellules lymphoides. L'engagement du CD40 avec
le CD154 régule une gamme de processus moléculaires et cellulaires et initie la progression de
I'immunité adaptative a médiation cellulaire et humorale. En effet, les cellules T activées du sang
périphérique vont interagir avec le CD40 des cellules non immunes, menant a une activation
persistante des voies du CD154 avec une inflammation prolongée due a une augmentation de

I’expression des molécules d’adhésion et a la production de chimiokines [123].

L'implication du CD154 et du CD40 dans le développement, la progression et le maintien
des maladies auto-immunes est donc un processus complexe qui commence par le
développement de la réponse immunitaire adaptative et méne a l'auto-immunité, I'inflammation

chronique et méme au cancer [27, 99].

5. L'implication du CD154/CD40 dans les maladies auto-immunes.
Les maladies auto-immunes résultent d’'un dysfonctionnement du systeme immunitaire
se traduisant par une violation de la tolérance avec une incapacité a distinguer le soi du non soi.
Il existe trois mécanismes d’action par lesquels I'axe CD154/CD40 contribue au développement

des maladies auto-immunes. Ces derniers dépendent principalement de I'activation du CD40.

Le premier mécanisme est médié par une mauvaise sélection des lymphocytes T dans le
thymus. En effet, 'activation du CD40 au cours de la sélection thymique des lymphocytes T
pourrait favoriser I'’échappement de cellules T auto-réactives. Cette sélection négative est régulée
en partie par la présence d’un CD40. Une activation exagérée ou un défaut d’activation pourrait
mener a |I'’échappement de ces cellules T auto-réactives, entrainant un échec de la tolérance

centrale et le développement potentiel ultérieur de maladies auto-immunes.

Le deuxieme mécanisme, au niveau des organes lymphoides secondaires, I'interaction du

CD154 avec le CD40 des CPA, va induire la surexpression du CD40 et méne a une interaction
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accrue du CD154/CDA40. Elle va favoriser I'activation des lymphocytes T auto-réactifs et induire la
production de cytokine pro-inflammatoire par les CPA et d’auto-anticorps par les cellules B. Parmi
les cytokines pro-inflammatoires sécrétées, IL-6 s'est avérée induire la différenciation des

lymphocytes T en cellules Th17, qui en secrétant I'lL-17, induisent des Iésions tissulaires.

Le troisieme mécanisme résulte d'une expression anormale du CD40 dans les tissus ou ses
niveaux d’expression varient d’'une expression faible ou inexistante a une forte expression. Dans
ces conditions, les tissus eux-mémes contribuent au déclenchement des maladies auto-immunes

[123].

Par conséquent, I'augmentation de I'expression du CD40 et les interactions CD154/CD40
exagérées, contribuent au développement des maladies auto-immunes dans lesquelles
I'activation des lymphocytes B et les lymphocytes T joue un réle majeur. C’'est le cas pour plusieurs
maladies telles que le lupus érythémateux disséminé (LED), I'arthrite rhumatoide (AR), la sclérose
en plaques (SP), le diabéte auto-immun, les maladies inflammatoires de l'intestin y compris la

maladie de Crohn et la colite ulcéreuse.

5.1. Le lupus érythémateux disséminé.

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune chronique,
conduisant a des lIésions d'organes multiples. Cette maladie est caractérisée par la production de

divers auto-anticorps tels que les anticorps anti-ADN double brin [124].

Le LED est le résultat d’un défaut du systeme immunitaire, inné et adaptatif, caractérisé
par une activation lymphocytaire dans laquelle les cellules B jouent un réle important [125]. Ces
lymphocytes B du sang périphérique vont exprimer des niveaux élevés de molécules de
costimulation telles que CD80 et CD86 [126]. De plus, une surexpression du CD154 a été identifiée
au niveau des cellules T CD4* et CD8* des patients lupiques [127], ainsi qu’au niveau de leurs
cellules B et monocytes [127-129]. Le CD154 présent a la surface des cellules B est fonctionnel vu
sa capacité spontanée a produire des anticorps in-vitro [128]. En effet, un modele de souris
transgéniques génétiqguement modifiées pour exprimer le CD154 a la surface des cellules B,
produit spontanément des auto-anticorps tels que les anticorps anti-ADN et développe une

glomérulonéphrite de type lupus, suggérant que l'expression ectopique du CD154 peut étre
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suffisante pour provoquer l'auto-immunité [130]. Il a été aussi prouvé que les monocytes de

patients LED expriment fortement le CD154 [131].

Cette expression anormale n'est pas seulement limitée au CD154 membranaire, un taux
élevé de sCD154 est également détectable dans le sérum de patients étant donné que le plasma
des patients LED est capable d'activer les lymphocytes B in-vitro, et cette activation est inhibée
suite a I'ajout d’'un anti-CD154 [22]. De plus, les études ont montré que la concentration de

sCD154 dans le sérum est corrélée a la gravité du LED [132].

L'interaction CD154/CD40 s'est avérée impliquée a différents niveaux du LED. En
interagissant avec le CD40 a la surface des cellules B, le CD154 favorise |'activation des cellules B,
la prolifération et la production d'auto-anticorps. Le CD154 est aussi impliqué dans la
surexpression des molécules costimulatrices a la surface des cellules B telles que le CD86, qui est
lui-méme essentiel pour la production d’anticorps anti-ADN [133]. De plus, le CD154 induit la
production de diverses chimiokines dans les cellules rénales endothéliales et tubulaires (E-
selectine, ICAM-1 et VCAM-1), induisant ainsi le trafic de leucocytes vers les sites d'inflammation
et augmentant les réponses inflammatoires locales [134]. Le CD154 s'est également révélé
impliquer les plaquettes, son principal réservoir, dans la pathogenese du LED. En effet, le CD154
active les cellules mésangiales en augmentant leur niveau d’expression en CD40 et stimule leur
prolifération et la production de TGF-B, agent contribuant aux maladies rénales [135]. De plus,
les cellules dendritiques plasmacytoides par leur production d'IFN de type | (IFN-I) va directement

causer des lésions tissulaires et amplifier I'activation des cellules B et T auto-réactives [136].

Le blocage de I'interaction CD154/CD40 par des anticorps neutralisants, dans un modéle
de souris LED, empéche le développement de la maladie, une fois administrés avant l'initiation
de la maladie. Cependant, le traitement une fois la néphrite déja développée, n"empéche pas la
maladie mais ralentit sa progression. En effet, cette administration atténue la complication
pathologique associée a cette maladie, |'insuffisance rénale et induit une diminution de la
production d'anticorps anti-ADN [137-140]. Ces études fournissent plus de preuves du role

critique du CD154 dans cette pathologie.
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Plusieurs polymorphismes au niveau du géne codant le CD40, rs4810485 G/T rs4810495,
rs1883832, et rs376545, ont été associés au Lupus, augmentant la sévérité de la maladie et les
concentrations en sCD154 et en soluble CD40 [141]. Une étude sur une population chinoise a
montré une association d’un polymorphisme au niveau du gene codant le CD154, rs1126535 T/C,

et I'expression anormale du sCD154 lors du Lupus [142].

5.2. L’arthrite rhumatoide.

L’arthrite rhumatoide (AR) est une maladie auto-immune inflammatoire chronique liée
aux loci du CMH-II et se caractérise par l'infiltration des cellules T, des cellules B, des granulocytes
et des macrophages au niveau de la synovie; par la néovascularisation; par la formation de pannus
et par la dégradation progressive du cartilage articulaire et de I'os sous-chondral [143]. En effet,
I'infiltration de ces cellules induit la production locale de cytokines pro-inflammatoires de type
Th1l et Th17, des chimiokines et de métalloprotéinases. Les cellules de I'environnement synovial
présentent un phénotype activé, synthétisent et liberent des facteurs inflammatoires et
contribuent directement a la destruction articulaire et a I'amplification du cycle inflammatoire
[144]. Les études indiquent I'implication des lymphocytes T [145] et des lymphocytes B [146] dans

I'initiation et la progression de I’AR.

Plusieurs études soutiennent l'implication de I'axe CD154/CD40. En effet, dans le cas de
I’AR, le CD40 est fortement exprimé au niveau des fibroblastes et des cellules synoviales. Cette
surexpression est le résultat d’'un environnement pro-inflammatoire, due a la présence de

cytokines telles que I'lFN-y et TNFa [123, 144, 147].

De méme, une surexpression du CD154 a été observée au niveau des cellules T du sang
périphérique et des cellules T du liquide synovial [41]. Les taux sériques de sCD154 sont
augmentés chez les patients atteints d’AR par rapport aux sujets sains [148]. L'interaction du
CD154 avec le CD40 stimule la survie des cellules B, induit la production d’immunoglobulines et
du facteur rhumatoide, facteur clé dans I’AR et induit I'expression de I'lL-12 par les cellules

dendritiques [149].

De plus, la plupart des monocytes du liquide synovial des patients atteints de I’AR exprime

un haut niveau de CD40 qui, suite a son interaction avec le CD154, va induire la sécrétion de TNF-
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a ainsi que la production de différentes cytokines (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8) et chimiokines
(monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)), pouvant contribuer a I'inflammation observée [150].
Les macrophages activés par le CD154 participent a la pathogenése de I’AR en induisant la

production des métalloprotéinases détruisant ainsi le cartilage et les os [151].

L'interaction CD154/CD40 augmente I'expression des molécules d'adhésion sur les
fibroblastes, comme I'E-sélectine, la molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1), et la
molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et améliore ainsi l'infiltration des cellules

immunitaires aux sites d’inflammation [152].

Donc, le CD154 active de nombreuses cellules d'importance critique dans la pathogenése
de I'AR, induisant des réponses telles que la libération de cytokines, la dégradation de la matrice

et la production d'auto-anticorps et favorisant en tant que tel le développement de la maladie.

Les données provenant de modeéles animaux soutiennent de maniére convaincante le réle
de l'interaction CD154/CD40 dans la pathogenése de cette maladie. Effectivement, le traitement
de souris avec un antagoniste du CD154 avant l'induction de I'arthrite par le collagéne (CIA),
empéche le développement de la maladie tout en réduisant I'inflammation articulaire et I'érosion
du cartilage et des os [153]. Cependant, I'administration d’anticorps agoniste du CD40, induit une
sur-activation des cellules avec une production accrue d’IFN-y par les cellules T, entrainant
I"apparition précoce et plus grave de la maladie chez les souris immunisées par le collagene [154].
Toujours dans le méme modeéle murin de CIA, le knockdown du CD40 par I'introduction de siRNA
entraine une réduction de la gravité de la maladie. Cette réduction est observée a la fois avant et

apres I'immunisation par le collagéne [155].

Un polymorphisme nucléotidique au niveau du gene du CD40, rs4810485, est associé a
I’AR, affectant le niveau d’expression du CD40 a la surface des cellules B et des monocytes [156,
157]. De plus, plusieurs autres polymorphismes au niveau des protéines de signalisation du CD40

ont été identifiés [157].
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5.3. Thyroidite auto-immune.

La thyroide est une glande endocrine contrdélant diverses voies métaboliques. Elle est
souvent affectée par la maladie, 5% de la population mondiale souffre d’'une forme de maladie
thyroidienne auto-immune [123]. La thyroidite auto-immune se manifeste par la thyroidite de
Hashimoto, entrainant une hypothyroidie et la maladie de Graves entrainant une hyperthyroidie.
Lors de cette maladie, des facteurs environnementaux et géniques vont agir de concert pour

déclencher des réponses contre la thyroide [158].

Le CD40, le CD80 et le CMH-Il sont surexprimés au niveau des cellules épithéliales
thyroidiennes de cette maladie auto-immune [86]. De plus, le degré d’expression du CD40 est
fortement corrélé avec le niveau d’infiltration des lymphocytes T [159]. Ensemble, ces derniers
contribuent a la présentation antigénique et a la fourniture des signaux de costimulations. En
effet, I'interaction du CD40, des cellules thyroidiennes, avec le CD154 des cellules T va induire

I'activation des cellules B et des cellules T cytotoxiques.

Il a été démontré que des niveaux d’expression membranaire élevés du CD40 au niveau
des cellules de la glande tyroide, pour la maladie de Graves, contribue a l'initiation de la maladie

[123].

Contrairement a la thyroidite de Hashimoto, ou aucun polymorphisme n’a été identifié,
un polymorphisme nucléotidique dans I'allele C de la séquence Kozak du gene du CD40 a été
observé pour la maladie de Graves, contribuant a la surexpression du CD40 au niveau des cellules

B [160].

5.4. La sclérose en plaques.

La sclérose en plaques (SP) est une maladie auto-immune inflammatoire qui affecte le
systeme nerveux central, composé du cerveau et de la moelle épiniére, entrainant un
amincissement ou une perte complete de la myéline. La résultante est une conduite défectueuse
des signaux électriques via les neurones menant a un dysfonctionnement moteur et sensoriel

[161].
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Les cellules T (CD4* et CD8"), les cellules B, les macrophages et les microglies activées
infiltrent le systeme nerveux central et détruisent la myéline [162]. Des études sur des sections
de cerveau de patients atteints de SP, ont montré que la plupart des cellules CD154* présentes
sont des cellules T CD4* activées, et la plupart des cellules CD40* sont soit des

macrophages/microglies, soit des cellules B [123].

Lors de la SP, les réponses immunes sont du type Th-1, les cellules T produisent une
concentration accrue en IFN-y et qui suite a I'engagement de leur CD154 avec le CD40 des CPA
induisent la sécrétion d’'IL-12 et la surexpression des molécules de costimulation, CD80, CD86
[163]. Le CD154 surexprimé a été démontré comme étant impliqué dans la transmigration des
cellules T ainsi que dans I'adhésion des leucocytes et leur extravasation dans I'espace sous-
endothélial. De plus, suite a I’activation des cellules B CD40* par le CD154, il y a production d’auto-

anticorps dirigés contre la myéline [41].

Des études menées chez des souris développant une maladie inflammatoire
démyeélinisante du systeme nerveux central, appelée encéphalomyélite allergique expérimentale
(EAE), ont montré une similarité entre les aspects cliniques et immunologiques de la SP. En effet,
le CD154 est fortement exprimé lors de I'EAE, et cette maladie ne se développe pas chez les souris
CD154 Knockout, transgéniques pour le récepteur de la myéline, en raison d'un manque
d’interaction entre les cellules T et les CPA induisant un défaut dans I'activation des CPA et dans
la production d’ IFN-y par les cellules T [164]. De plus, le traitement de ces souris EAE avec un
anticorps antagoniste du CD154, lors de l'induction de la maladie, atténue les symptomes
cliniques et la production des anticorps dirigés contre la myéline. Ce traitement s’est avéré
toujours efficace méme lorsque I'anti-CD154 est administré peu de temps aprés I'induction de

I'EAE [165].

5.5. Le diabete auto-immun.

Le diabéte auto-immun de type |, appelé aussi diabéte sucré insulino-dépendant, est une
maladie auto-immune caractérisée par une carence en insuline et une hyperglycémie. La carence

en insuline est causée par une destruction immunitaire, par les lymphocytes T CD4* et CD8* auto-
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agressifs qui envahissent les ilots pancréatiques de Langerhans et détruisent les cellules béta

contenant de l'insuline [166].

Une grande partie de ce qui est actuellement connu sur le diabete de type | découle des
études de modéles animaux. A cet égard, I'étude de la souris diabétique non obése (NOD), qui
imite de nombreuses caractéristiques du diabéte de type | humain, a permis I'évaluation des
causes potentielles de la pathogenése de ce diabéte [167]. La perturbation des interactions
CD40/CD154 en utilisant des anticorps anti-CD154 antagonistes atténue le développement du
diabeéte chez les souris NOD [168].

Les cellules T réactives aux antigenes dérivés des cellules béta sont essentielles pour la
pathogeneése du diabete de type I. En effet le transfert ou I'élimination des cellules T CD4* ou CD8*
peuvent, respectivement précipiter ou prévenir le diabéete [166]. De méme, les études sur des
souris NOD déficientes en cellules B ne développant pas le diabéte ont montré le réle important

que jouent les cellules B dans la pathogenése de la maladie [123].

Le CD40 est exprimé a la surface des cellules béta et cette expression peut étre régulée a
la hausse suite a la présence d’un milieu pro-inflammatoire (IL1p, IFN-y, IL-8, IL-6, MCP-1 et TNFa).
Ces cytokines/chimiokines sont produites suite a 'interaction du CD154 des cellules T avec le

CDA40 exprimé a la surface des cellules pancréatiques [169].

Ces patients diabétiques ont également montré des niveaux élevés de sCD154 ainsiqu'une

expression du CD154 a la surface des plaquettes [103].

Les études ont démontré la présence de cellules T CD4* CD40* chez la souris NOD [170].
De plus, ces lymphocytes T, exprimant le CD40, ont été décrits chez des diabétiques humains de
type 1, indiquant fortement un lien entre I'expression ectopique du CD40 et le phénotype auto-

agressif [171].

5.6. Les maladies inflammatoires de |'intestin.

La maladie inflammatoire de I'intestin est une maladie chronique a médiation immunitaire

affectant le tractus gastro-intestinal, se caractérisant par une inflammation récurrente du petit et
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du gros intestin. La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse sont les deux grandes catégories de

troubles inflammatoires intestinaux faisant partie de ces maladies inflammatoires [172].

La pathogenese de ces maladies, principalement provoquées par des défauts de la
barriere muqueuse, résulte d'une interaction complexe des facteurs génétiques,
environnementaux, immunologiques et des composants du stress oxydatif [173]. Effectivement,
I'infiltration de macrophages, de lymphocytes T et B dans I'épithélium intestinal perturbe sa
fonction de barriere entrainant une diarrhée, des douleurs, des saignements rectaux et la

malnutrition chez les individus qui y sont atteints [123].

Il a été reporté que I'activation de la voie CD154/CD40 est impliquée dans la pathogenése
des maladies inflammatoires de l'intestin. En effet, la surexpression du CD40 est observée au
niveau des monocytes, des cellules dendritiques, des cellules endothéliales et des cellules
mésenchymateuses. Cette surexpression s'est révélée étre directement proportionnelle a
I'activité clinique des patients souffrant d’une colite ulcéreuse. De plus, les cellules T de la lamina
propria expriment de forts niveaux du CD154, les plaquettes de la muqueuse intestinale
expriment elles aussi des taux élevés du CD154 et des molécules d’adhésion (ICAM-1 et VCAM-1)
[174]. La formation d'agrégats plaquettaires adhérant intimement a I'endothélium va initier la
réponse inflammatoire. Ce contact physique entre les plaquettes et I'endothélium pourrait étre
responsable de I'apparition d'un état procoagulant, et potentiellement conduire aux événements
thromboemboliques fréguemment observés chez ces patients [104]. L'interaction du CD154 avec
le CD40 des cellules endothéliales va induire la production d’IL-8, responsable du recrutement
des neutrophiles au site inflammatoire [174]. De plus, les taux sériques du sCD154 sont

augmentés chez les patients souffrant de maladies inflammatoires de I'intestin [175].

Dans des modeles de souris colitiques, il a été démontré que I'administration d’anticorps
antagoniste du CD154, au moment de l'induction de la colite par I'acide trinitrobenzéne
sulfonique, prévient le développement de la maladie, l'infiltration des cellules T dans I’épithélium
intestinal et diminue la production d’IFN-y [176]. De méme, une étude faite chez 18 patients

souffrant d’une colite ulcéreuse, a montré que I'administration d’un anticorps antagoniste du
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CD40 aboutit a une rémission de 22% des sujets et a une atténuation des symptémes cliniques

dans 72% des cas [177].

6. L'implication du CD154/CD40 dans les maladies inflammatoires.

En plus d’étre impliqué dans les maladies auto-immunes, le complexe CD154/CD40 s’est

avéré étre un médiateur des maladies inflammatoires comme c’est le cas pour I'athérosclérose.

L’athérosclérose est une maladie vasculaire inflammatoire chronique. C'est une
photologie des grandes arteres, associée aux actions concomitantes des lipides et des voies
inflammatoires immuno-régulées. Elle se développe généralement en réponse a l'activation de
I'endothélium vasculaire et conduit a la formation d'une lésion ou plaque athérosclérotique dans
la couche sous-endothéliale de la paroi vasculaire [178]. Cette lésion se caractérise par
I'accumulation des cellules inflammatoires et immunitaires véhiculées par le sang (principalement
des macrophages et des cellules T), ainsi que des cellules endothéliales, des cellules musculaires

lisses, des lipides, des débris cellulaires et des protéines matricielles extracellulaires [179].

Les premiéres preuves du rble de linteraction CD154/CD40 dans les événements
athérosclérotiques ont été fournies par des études menées chez les souris hyperlipédémiques
LDLR”, ou le traitement avec des anticorps antagonistes du CD154 réduit significativement les
Iésions athérosclérotiques [180]. De méme, une étude a démontré le développement de plaques
pauvres en lipides, riches en collagéne et riches en cellules musculaires lisses lors de
I'administration précoce d'un traitement anti-CD154 a des souris déficientes en apolipoprotéine-
E (ApoE”") sujettes a I'arthérosclérose [181]. De plus, en supprimant génétiquement le CD154 au
niveau de ces souris ApoE”", la surface de la plaque d’athérome est réduite avec une diminution
de son contenu en cellules inflammatoires et en lipides et une augmentation en collagéne, lui

conférant la stabilité [182].

Dans les lésions athérosclérotiques, les CD154 et le CD40 sont exprimés sur la grande
majorité des cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et B, les macrophages, les cellules
dendritiques, les neutrophiles et les mastocytes, ainsi qu’a la surface des cellules endothéliales et
des cellules musculaires lisses présentes dans la plaque. lls sont aussi exprimés au niveau du sang

périphérique a la surface des monocytes et des plaquettes [47, 183]. En outre, diverses cytokines
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sont libérées des monocytes activés et des cellules T, parmi elles le TNF-a, I'lL-1, I'lIL-4, I'IFN-y,

induisant une expression accrue du CD40 au niveau des cellules endothéliales [47] .

Suite a 'interaction avec le CD40, le CD154 va activer les cellules endothéliales, et induit
la surexpression des molécules d’adhésion vasculaire et intracellulaire (ICAM-1 et VCAM-1) et la
E-sélectine. Ces cellules vont secréter des cytokines pro-inflammatoires, I'lIL-8, I'IL-6 et la MCP-1
et induisent le recrutement des leucocytes et des cellules T vers le site inflammatoire induisant la
formation et le développement de la plaque d’athérosclérose [47]. De plus, le CD154 va favoriser
la formation du facteur de von Willebrand sur I'endothélium, et améliore ainsi la transmigration
des leucocytes [184]. Le CD154 va stimuler aussi les macrophages a libérer plusieurs cytokines
pro-inflammatoires, I'lL-1, I'lL-6, I'lL-12 et le TNF-a ainsi que la sécrétion des métalloprotéinases

matricielles contribuant a l'instabilité et la rupture de la plaque d’athérome [185].

De nombreuses études cliniques ont rapporté que les niveaux circulants du sCD154 sont
significativement plus élevés chez les patients athérosclérotiques par rapport aux sujets témoins

[184].

En plus de son interaction avec le CD40, la liaison du CD154 a l'intégrine aMf2 est
impliquée dans I'athérogenése. En effet, les interactions CD154/aMp2 favorisent I'adhésion des
monocytes et leur recrutement aux sites d'inflammation [33, 70]. Effectivement, dans un modele
d’athérosclérose le blocage de cette interaction par des peptides bloquants induit la réduction de
la taille des lésions et augmente la teneur en collagéne, stabilisant la plaque, sans compromettre
I'immunité ou la thrombose médiées par I'interaction avec le CD40 [70]. Il est important de noter
gue le CD154, en interagissant avec I'allbPB3 participe a I'activation plaquettaire, a la stabilisation

des thrombus artériels et a la sécrétion de microparticules plaquettaires [19, 119].

7. Limplication du CD154/CD40 dans le rejet de greffe.

Des études chez des souris déficientes en CD40 ont démontré que l'interruption de la
signalisation du CD40 réduit le degré du rejet, comme indiqué pour les allogreffes d'illots
pancréatiques, pour le rejet cutané et cardiaque, ainsi que pour la transplantation des
splénocytes ou de la moelle osseuse [27]. Les études menées par Parker et al. ont montré qu’une

transplantation de greffe d’ilots pancréatiques combinée a une administration d’un anti-CD154,
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chez des souris diabétiques, empéche le rejet de greffe dans 40% des cas [186]. L'implication du
CD154/CD40 dans le rejet d’allogreffes cardiaques a été mise en évidence par Larsen et al. qui
ont constaté une survie prolongée de ces allogreffes chez les souris qui ont recu un anti-CD154

avant la transplantation, en comparaison avec les souris controles [187].

Etant donné que l'interaction CD154/CD40 module I'activité costimulatrice, une étude a
abordé cet aspect et son implication dans le rejet d’allogreffe [188]. En effet, les chercheurs ont
montré qu'une seule injection d'anticorps anti-CD154 avec la transfusion des splénocytes du
donneur, entraine une survie prolongée de I'allogreffe cardiaque. Cette prolongation est associée
a une inhibition des cytokines de type Thl (IFN-y et IL-2), a une production d’IL-12 et une
augmentation des cytokines Th2 (IL-4 et IL-10) et a une perte compléte de I'expression du CD80.
Ces données suggerent que le traitement avec un anti-CD154 empéche le rejet de greffe en
inhibant l'induction du CD80 a la surface des CPA, affectant a la fois I'activation des lymphocytes

T alloréactifs et inhibant I'activation de macrophages et autres cellules effectrices.

8. L'implication du CD154/CD40 dans le cancer.

Le cancer est caractérisé par la prolifération de cellules qui ont réussi a échapper aux

mécanismes de contrdle endogene central.

Le CD40 a été identifié comme étant un marqueur de surface des cellules de carcinome
de la vessie et des cellules B [189]. Son expression n'est donc pas limitée aux cellules normales, il
se trouve également sur de nombreuses cellules tumorales, incluant les tumeurs malignes des
cellules B et les tumeurs solides tel que c’est le cas pour les carcinomes de la vessie, du sein, du
colon, de l'ovaire et du cerveau [86, 99]. Le CD40 a été signalé dans les lymphomes non
hodgkiniens, les lymphomes de Hodgkin et sur d'autres tumeurs hématologiques malignes,

comme la leucémie lymphocytaire, le lymphome, le myélome et la leucémie myéloide aigué [77].

De méme, le CD154 s’est avéré étre impliqué dans la pathogenése du cancer. En effet, une
surexpression du CD154 et de son récepteur, le CD40, a été identifiée dans certaines tumeurs
solides et mélanomes et cette expression corréle avec un mauvais pronostic [190, 191]. En outre,
plusieurs types de cancers se caractérisent par une augmentation de la concentration du CD154

sérique. Une concentration sérique élevée du sCD154 a été détectée chez des patients souffrant
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de leucémies [27, 192], chez des patients atteints du cancer des poumons [193], du cancer rénal

[190] et de tumeurs ovariennes [194].

L'interaction CD154/CDA40 s'est révélée a la fois promotrice et inhibitrice de la croissance
tumorale selon les circonstances [195, 196] (Fig.11). En effet, 'engagement du CD40 dans
certaines tumeurs malignes des cellules B entraine une augmentation de l|'expression de
nombreux facteurs qui protégent la cellule de I'apoptose, tels que Bfl-1/A1 et Bcl-x, qui sont
membres de la famille anti-apoptotique Bcl-2. Cette surexpression du CD40, active la voie de
signalisation NF-kB qui induit a son tour I'expression des membres de la famille Bcl-2 et protege
les cellules de I'apoptose induite par Fas [197]. En 2013, une étude menée au niveau de lignées
cancéreuses ovariennes et pulmonaires a montré que ces cellules expriment le CD40. La
stimulation de ce CD40 avec un recombinant soluble du CD154 induit I'activation du NF-«kB dans

ces cellules cancéreuses qui est dépendante de la production autocrine du TNF-a [196].

La co-expression du CD40 et du CD154 a la surface des cellules malignes leur confere des
propriétés oncogenes en augmentant leur capacité proliférative et invasive et en favorisant
I’établissement d’un microenvironnement immunosuppresseur via I'interaction avec les CPA et
les cellules T [113]. Dans le cas d’'un carcinome rénal, cette co-expression est observée et
I’engagement du CD40 par le CD154 stimule la prolifération cellulaire, la motilité et la production

de la PAF, un médiateur phospholipidique de l'inflammation aux propriétés angiogéniques [190].

La stimulation du CD40 entraine |'activation des voies PI3K et MAPK, essentielles pour
contrebalancer les effets induisant I'apoptose étant donné que leur inhibition induit la mort des
cellules cancéreuses, induite via le CD40 [198]. Cependant, le niveau et la durée de I'engagement
du CD40 peuvent dicter I'équilibre entre la stimulation et la suppression de la croissance des
cellules tumorales. En effet, il a été démontré que des faibles quantités de CD154 et de CD40
facilitent la croissance des cellules malignes et les protégent de I'apoptose, tandis que des
concentrations élevées favorisent I'arrét de la croissance [195] (Fig.11). De méme, dans un
modeéle de leucémie lymphoblastique chronique CD154%, I'ajout d’un anti-CD154, bloquant
I'interaction CD154/CD40, entraine une inhibition de I’activation de la voie NF-kB et une

accélération de la mort des cellules tumorales [199]. Malgré |'association de I'expression du
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CD154 a I'oncogénicité et au mauvais pronostic dans certaines tumeurs malignes, ce dernier joue
un role dans I'immunothérapie de nombreux types de cancer [191]. La premiére preuve du réle
anti-tumoral du CD154 provient de la sensibilité accrue des patients souffrant du syndrome
d’Hyper-IgM aux lymphomes et aux carcinomes [200]. L'importance du CD40 dans l'immunité
tumorale a ensuite été démontrée dans des modéles murins de cancer, ou I'administration d'un
anticorps agoniste dirigé contre le CD40 a produit une immunité anti-tumorale dépendante des

lymphocytes T [201, 202].

Bien que le CD40 soit dépourvu de domaines de mort, I'apoptose peut survenir via
I'induction de I'expression des membres de la famille des TNF comme le TNF-a, FasL et TRAIL
[203]. Ainsi, I'interaction du CD40 avec son ligand peut médier directement les effets cytotoxiques
sur les cellules tumorales [57]. Ce rble direct a été observé suite a I'administration in-vitro d’un
recombinant soluble du CD154 au niveau de différentes lignées cellulaires du cancer. Ce sCD154
a inhibé significativement la prolifération et a induit I'apoptose des lignées cellulaires exprimant
le CD40 [204]. Dans cette méme étude, les auteurs ont démontré que le CD154 recombinant est
aussi efficace in-vivo dans un modele de cancer du sein chez des souris immunodéficientes, ou ce
traitement entraine une augmentation de la survie des souris receveuses [204]. De méme, lors
d’un traitement de mélanomes CD40* avec un recombinant du sCD154, un arrét de la croissance

tumorale a eu lieu [205].

En plus, des fonctions directes contre le cancer, le CD154/CD40 posséde un réle indirect
en affectant la croissance de la tumeur, par I'activation des CPA, propulsant ensuite les réponses
des lymphocytes T dirigées contre les tumeurs et favorisant la mise en place d’une réponse anti-
tumorale a médiation cellulaire [206]. L'effet anti-tumoral de linteraction CD154/CD40 se
manifeste premierement par I'activation des cellules dendritiques via le CD40, suite a son
engagement avec le CD154 des cellules T CD4* stimulées par I'antigene, induisant ainsi la
maturation des cellules dendritiques et 'amélioration de leur présentation antigénique [77]. Par
la suite, ces cellules dendritiques vont activer les cellules T CD8* et leurs fonctions cytotoxiques
[191], ainsi que d'autres cellules effectrices anti-tumorales telles que les cellules Natural Killers

[207, 208] (Fig.11). De plus, I'engagement du CD40 présent a la surface des monocytes et des
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macrophages induit leurs activations, l'augmentation de [I'expression des molécules
costimulatrices et la production d’IL-12, de MCP-1 et d’IL-10 favorisant les réponses cellulaires de
type Th-1 et la différenciation des monocytes en lignée M1 connue pour leurs propriétés pro-
inflammatoires et anti-tumorales [209]. Au niveau des cellules endothéliales, I'interaction du
CD40 avec le CD154 des cellules T induit I'expression des molécules d'adhésion, E-sélectine,
VCAM-1 et ICAM-1, la libération de I'IL-8 et de MCP-1 permettant I'adhésion des monocytes
circulants et des cellules T et le recrutement de leucocytes [191] (Fig.11). En conséquence, le
CD154 stimule les cellules immunitaires induisant leur activation et migration dans le tissu

tumoral afin d’éliminer les cellules cancéreuses.
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Figure 11. — Rodle du CD154 dans le développement ou I'élimination du cancer.

Le CD154 exprimé sur les cellules T CD4* activées interagit avec le CD40 a la surface des cellules tumorales, induisant
soit la prolifération cellulaire, soit la mort selon le niveau d'expression de CD40. Le CD154 active également les
cellules dendritiques via leur CD40 qui a leur tour activent les T CD8* et les cellules Natural Killers. CD154 interagit
avec le CD40 exprimé sur les monocytes/macrophages ou sur les cellules endothéliales stimulant I'activation

cellulaire et la libération de cytokines [191]. Avec autorisation du journal Cancer Treatment Reviews

L’activation de la voie du CD40 lors d’un cancer peut se faire principalement par trois
différentes approches : en utilisant des molécules recombinantes du CD154, en administrant des
adénovirus menant a I'expression du CD154 ou en utilisant des anticorps agonistes dirigés contre
CDA40 [210]. En effet, le traitement par des anticorps dirigé contre le CD40 chez des modeles de

souris inoculées avec des lymphomes a démontré une élimination des tumeurs, I’anti-CD40 peut
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imiter efficacement l'effet du CD154 et ainsi conférer des réponses immunitaires adaptatives
[211]. De plus, le traitement de souris cancéreuses avec un adénovirus portant I'ADN du CD154 a

entrainé une suppression de la croissance tumorale [212].

L'implication du CD154 dans I'activité anti-tumorale, n’est pas une propriété privilege au
CD154 soluble ou membranaire. Les deux formes sont biologiquement actives, et plusieurs études
ont montré l'efficacité du sCD154 dans le traitement de différentes tumeurs [204, 213].
Cependant son role pro-apoptotique in-vitro est considérablement amélioré suite a sa
combinaison avec la cycloheximide, un inhibiteur de la synthése protéique [203]. En 2002,
Bugajska et al. ont démontré que le sCD154 est capable d’inhiber la croissance des cellules
urothéliales CD40* mais n’induit pas I'apoptose; tandis que le CD154 membranaire, présenté a la
surface cellulaire, induit 'apoptose des cellules malignes exprimant le CD40 [214]. Par la suite, les
études ont confirmé que le CD154 membranaire est plus puissant que sa forme soluble [91, 114].
En effet, 'apoptose médiée par le CD154 membranaire survient directement via I'activation de
JNK et AP-1, un mécanisme dépendant de TRAF-3 et de la cascade apoptotique intrinséque, y
compris les caspases 3 et 9 [91, 117]. Cette induction de la mort est indépendante des ligands et
récepteurs de la mort (FasL/Fas, TRAIL/TRAIL-R, TNF/TNF-R) [91]. ElImetwali et al. en 2016, ont
montré que cette mort est aussi dépendante de I'expression de Ras-associated factor 5
(NORE1A/RASSF5) et de p21, un inhibiteur de protéines kinase [215]. Ainsi, le CD154

membranaire semble étre plus attrayant que le recombinant soluble.

Comme tous les membres de la famille des TNF, le CD154 est clivé de la membrane par les
métalloprotéinases, et vu que le FaslL résistant au clivage de la membrane cellulaire fournit un
stimulus apoptotique plus puissant que sa forme naturelle, EImetwali et al. ont généré un CD154
mutant résistant a ce clivage [114]. A la suite de son administration au niveau des cellules
cancéreuses, via un adénovirus non réplicatif, ce CD154 résistant au clivage, dépourvu de la région
0SFEMQKG?!'®, induit I"apoptose des cellules cancéreuses CD40* d’une facon plus importante
que celle du CD154 sous sa forme native. Récemment, en comparaison au sCD154, et suite a
I’engagement du CD40 des cellules cancéreuses avec le CD154 membranaire, cette équipe a pu
catégoriser une augmentation des transcrits impliqués dans des fonctions immunes et une baisse

de ceux qui sont essentiels pour la prolifération et le cycle cellulaire [216]. lls ont montré aussi
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gue le CD154 membranaire, en interagissant avec le CD40 des cellules dendritiques, induit des
niveaux de maturation et d’activation plus importants de ces cellules, avec une production plus
importante d’IL-12 et d’IL-10 et une capacité plus élevée d’absorption d’antigéne par rapport a la
stimulation avec le sCD154. Ces cellules dendritiques stimulées par le CD154, vont par la suite
présenter I'antigene tumoral aux cellules T et initier une réponse cellulaire de type Th-1. En
comparaison a la stimulation avec le sCD154, les cellules dendritiques stimulées avec le CD154
membranaire ont induit le changement de profil d’un pourcentage plus élevé de cellules T CD3*

en cellules T CD8* cytotoxiques spécifiques a la tumeur [216].

Ces résultats montrent que le CD154 membranaire possede la capacité de stimuler
différentes facettes de la réponse immunitaire et d’induire directement la mort cellulaire dans les
carcinomes exprimant le CD40, qui peuvent eux-mémes libérer, dans le microenvironnement
tumoral, des antigénes spécifiques des tumeurs pour améliorer les réponses immunitaires anti-

tumorales (Fig.12).
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Figure 12. — Meécanismes d’action du CD154 membranaire.

Au niveau des carcinomes CD40*, le traitement avec le CD154 membranaire peut induire directement I'apoptose

libérant des antigenes associés a la tumeur qui seront absorbés par les cellules dendritiques infiltrant la tumeur.

Parallelement le CD154 membranaire des cellules tumorales peut aussi stimuler directement ces DC pour une

présentation d'antigene améliorée vers les lymphocytes T CD4* et CD8*, favorisant leur prolifération et leurs réponses

cytotoxiques spécifiques [216]. Avec autorisation du journal Scientific Reports

9. Le couple CD154/CD40 une cible thérapeutique.

Au cours des derniéres années, il y a eu un nombre croissant d'études sur les interactions

entre le systeme immunitaire, I'inflammation, I'athérothrombose et la tumorigenése. De plus,

I'implication du CD154/CD40 dans la réponse immune et son rble dans divers contextes

pathologiques ont permis la génération de plusieurs molécules ciblant cette voie et ont été

évaluées en milieu clinique.
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En effet, dans des modeles animaux le développement de différentes maladies telles
I’athérosclérose, I'arthrite rhumatoide, la sclérose en plaques et le lupus, le blocage de la voie
CD154/CD40 avec un anticorps dirigé contre le CD154 ou le CD40, atténue considérablement les
symptomes cliniques et permet le rétablissement. Cependant, malgré les résultats prometteurs
de ces approches thérapeutiques dans des modeéles de souris, son utilisation chez 'Homme a
mener au développement de complication thromboembolique [217]. La raison de ces
complications dépend des récepteurs Fc(y) qui sont exprimés au niveau des plaquettes humaines
et non au niveau des plaquettes murines [218]. Ainsi, comme le CD154 est exprimé sur les
plaquettes activées, I'administration d’un anti-CD154 pourrait engager les récepteurs Fc(y)
exprimés sur la méme plaquette ou sur les plaguettes adjacentes provoquant I'agrégation

plaquettaire [118, 219].

Le 5C8 humanisé, ou Ruplizumab, un anticorps (IgG1) anti CD154 est parmi les premiers
anticorps utilisés pour bloquer I'interaction CD154/CD40. Dans une étude clinique de phase II,
I'administration de cet anticorps chez des patients lupiques entraine une atténuation de
complications pathologiques telles qu’une diminution des auto-anticorps de type auto-ADN et la
réduction de I'hématurie [220]. Cependant cette étude a été interrompue en raison

d’évenements thromboemboliques.

Le Toralizumab, un autre anticorps de la méme classe dirigé contre le CD154 a été utilisé
dans des essais cliniques sur des patients souffrant de lupus, de sclérose en plaques et de la
maladie de Crohn. Le traitement avec cet anticorps n’a pas montré un avantage clinique
significatif par rapport au placebo [221] et une apparition de complication thromboembolique a

été observée chez les patients souffrant de la maladie de Crohn [217].

Un troisieme anticorps, 1gG1, dirigé contre un épitope different que celui des deux autres
anticorps a été testé dans des modeles de transplantation. Bien que son administration ait
démontré une activité dans la prolongation de la survie de |'allogreffe et une suppression de la
production d’anticorps par les receveurs, son utilisation a été arrétée suite aux complications

thromboemboliques [217].
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Etant donné que ces trois anticorps appartiennent a la sous classe des IgG1, ces
complications peuvent étre un effet de la sous classe des immunoglobulines et n’ont aucun lien

avec la spécificité des épitopes.

Afin d’éviter les complications associées aux anticorps, un certain nombre d'approches
alternatives, pour bloquer I'interaction CD154/CD40, a été développé et examiné. Une possibilité
consiste a concevoir des anticorps qui ne lient pas les récepteurs Fc(y) tout en fournissant une
puissante activité immunosuppressive. En effet, le développement d’anticorps avec une capacité
réduite de lier le récepteur Fc(y) [219, 222, 223], a prolongé la survie et a réduit la production
d'autoanticorps dans des modeles de souris lupiques, a soulagé les symptémes de EAE et a

prolongé la survie de I'allogreffe sans aucun signe de thromboembolie.

Une deuxiéme alternative était la génération d’anticorps composés du fragment Fab,
dépourvus donc du fragment Fc, conjugués au polyéthyléne glycol. Ces anticorps ont atténué les
symptémes chez les souris lupiques et ont inhibé les réponses immunitaires spécifiques aux

toxines de Tétanos chez les singes [224].

L'utilisation d’anticorps dirigés contre le CD40, plutét que CD154, constitue une troisieme
alternative prometteuse. Parmi ces anticorps, citons un antagoniste du CD40 avec le domaine Fc
modifié pouvant bloquer I'interaction du CD40 avec le CD154. Cet anticorps aboli la production
d’anticorps et induit la survie de I'allogreffe suite a une transplantation, atténue les symptomes

chez les patients atteints de Sjogren et de RA [103].

En plus de l'utilisation de ces anticorps bloquants, I'utilisation de small molecule [225],
d’agents bloquants les voies de signalisation du CD154 ou du CD40 peuvent étre administrés afin

de bloquer les réponses induites suite a cette interaction [103] .

Dans le cas du cancer, plusieurs agonistes du CD40 sont utilisés afin d’activer la voie du
CD40, soit par la stimulation avec un recombinant du CD154, soit par la thérapie génique du
CD154, soit en administrant des anticorps agonistes dirigés contre le CD40. Chaque stratégie a
produit une activité clinique prometteuse dans les études cliniques. En effet, I'utilisation d’un
recombinant du CD154 améliore |'expression des molécules costimulatrices et des cytokines pro-

inflammatoires, délivre des signaux inhibiteurs de la prolifération aux lignées cellulaires
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cancéreuses et fait preuve d'activité anti-tumorale [226, 227]. Le traitement avec des anticorps
agonistes du CD40 peut imiter efficacement |'effet du CD154 et ainsi conférer les réponses
immunitaires adaptatives, activant les CPA et favorisant les réponses cellulaires anti-cancéreuses
[228]. Chez des patients atteints de carcinome de la vessie, I'administration locale d’un
adénovirus/CD154, limite I'exposition au CD154, stimule l'infiltration des cellules T CD4* et CDS8",
augmente la production d'IFN-y, d’IL-10, diminue le nombre de cellules T régulatrices et induit la
mort des cellules urothéliales malignes exprimant le CD40 [229]. De plus, plusieurs études
utilisant un adénovirus contenant un CD154 mutant, non clivable, dans des lignées cellulaires
cancéreuses ont prouvé que cette thérapie avait des effets antiprolifératifs plus efficaces que la
forme native et non toxiques [114, 216, 230].

Chaque stratégie produit donc une activité clinique prometteuse afin de combattre le

développement et la progression d’une tumeur.
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Chapitre 2 —L’hypothese et les objectifs du travail.

En plus de son implication dans la réponse immune normale, plusieurs études ont
démontré que l'interaction du CD154 avec le CD40 est impliquée dans le développement et la
progression des maladies inflammatoires et auto-immunes. En effet, une augmentation de
I’expression du CD40 et du CD154 a été observée chez les patients souffrant des complications
cardiovasculaires [231], de I'arthrite rhumatoide [149], du lupus érythémateux disséminé et de la
sclérose en plaques [165]. De plus, une concentration élevée du sCD154 a été détectée dans le
sérum des patients atteints de ces différentes pathologies. Le CD154 s’est avéré dans plusieurs
études comme cible thérapeutique prometteuse dans le traitement de ces maladies.

Il est intéressant de noter que le CD154 possede aussi une activité anti tumorale pouvant
mener au controle de la croissance de la tumeur [191]. Cependant, les études ont montré que le
CD154 membranaire est capable d'induire des réponses apoptotiques plus importantes que la
forme soluble de la molécule dans les cellules CD40-positives [91, 198]. Par conséquent,
I'inhibition du clivage du CD154 pourrait étre efficace dans le traitement de ces maladies.

Ces observations nous ont sollicités a développer des outils afin d’inhiber le clivage du
CD154, augmentant ainsi sa disponibilité a la surface cellulaire et sa puissance a stimuler les
cellules CD40-positives.

Dans le but de définir I'importance du CD154 membranaire, nous avons émis comme
Hypothese que L’inhibition du clivage du CD154 de la surface cellulaire augmente ses fonctions

immunitaires.
Afin de confirmer notre hypothése nos objectifs sont :

1. Générer un CD154 mutant résistant au clivage enzymatique et étudier le réle
biologique de I'inhibition du clivage du CD154.

2. Générer des anticorps monoclonaux capables d'inhiber le clivage du CD154
membranaire.

3. Etudier I'effet biologique du Clone 8 et sa capacité de lier 'espéce murine.
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Chapitre 3 — L’inhibition du clivage du CD154 augmente ses

fonctions immunitaires

1. Mise en contexte.

Plusieurs études ont démontré que l'interaction du CD154 avec le CD40 joue un role
important dans le développement et la progression des maladies inflammatoires et auto-
immunes. |l est aussi bien documenté que le CD154 membranaire et le sCD154 sont élevés chez
les patients atteints par ces maladies. Bien qu’ils soient tous deux biologiquement actifs [232], il
existe des preuves montrant que le CD154 membranaire possede une activité stimulatrice plus
élevée que sa forme soluble [114]. EImetwali et al. ont rapporté que le CD154 membranaire est
capable d'induire I'apoptose des cellules urothéliales malignes CD40* tandis que le sCD154
nécessite la présence d'autres signaux de mort [214]. Récemment, ils ont aussi prouvé que la
génération d’un CD154 résistant au clivage, dépourvu de la région de clivage '°SFEMQKG?®,
augmente ses fonctions biologiques comparé a celles d’'un CD154- wild-type (wt) [114, 233, 234].
Cependant, des études ultérieures menée par Pietravalle et al. montrent que la génération d’un
CD154 résistant au clivage, ou une délétion de 12 acides aminés a été effectuée, provoque une
prolifération des cellules B comparable a celle induite par un CD154-wt [235]. Il est donc fort
possible que la contradiction observée soit due au nombre d’acides aminées supprimé, qui peut

probablement changer I'affinité de la liaison du CD154 au CD40.

Ces données ci haut nous ont sollicités a développer un CD154 résistant au clivage ciblant

uniquement les deux acides aminés constituant le site de clivage du CD154.
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2. Contribution des co-auteurs.

Suzanne Salti: Planification et exécution des expériences. Rédaction et correction de I'article.

Loubna Al-Zoobi: Participation a la réalisation de certaines expériences et a la rédaction de

I'article.
Youssef Darif: Génération des cellules HEK-293 exprimant les différentes mutations du CD154.
Ghada S. Hassan: Planification des expériences et correction de I'article.

Walid Mourad: Planification des expériences, analyse des résultats et correction de I'article.

3. Résumé.

En plus du CD154 membranaire, le CD154 existe également sous une forme soluble
provenant d'un clivage intracellulaire et membranaire. Nous avons déja montré que le clivage du
CD154 de la surface des cellules T est médié par le CD40 impliquant l'action des

métalloprotéinases ADAM10/ADAM17.

Dans le but de définir I'importance du CD154 maintenu a la surface cellulaire, nous avons
généré un CD154 muté au niveau du site de clivage. Nos données montrent que la double
mutation des résidus E112 et M113 du CD154 abolit sa libération spontanée du milieu
intracellulaire ainsi que son clivage de la membrane médié par le CD40 sans affecter sa liaison au
CD40. Nous avons également démontré que la libération du CD154 du milieu intracellulaire,
comme son clivage membranaire, dépend fortement des enzymes ADAM10/ADAM17. Le mutant
CD154-EM s'est avéré capable d'induire une réponse apoptotique plus importante des cellules B
gue le CD154 sous sa forme native (CD154-WT). De plus, le CD154-EM induit des réponses
prolifératives plus prononcées et déclenche la différenciation des cellules B humaines d’une
maniére plus significative que le CD154-WT. Ainsi, nos données suggerent que le CD154 résistant
au clivage est un stimulant plus important que sa forme clivable. Par conséquent, une expression

maintenue du CD154 au niveau de la membrane cellulaire et un clivage perturbé de la molécule
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pourraient étre un mécanisme par lequel le CD154 est impliqué dans certaines conditions

pathologiques et devrait étre revisité.
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Abstract

In addition to the membrane-bound form, CD154 also exists as a soluble molecule originating
from an intracellular and membrane cleavage. We have previously shown that CD154 cleavage
from T cell surface is mediated by CD40 and involves the action of ADAM10/ADAM17 enzymes.
In the aim of defining the importance of CD154 maintained on cell surface, we generated a CD154
mutated at the cleavage site. Our data show that the double mutation of E112 and M113 residues
of CD154 abolishes its spontaneous release and the CD40-mediated cleavage from cell surface
but does not affect its binding to CD40. We also demonstrated that both the release of CD154
from the intracellular milieu and its CD40-mediated cleavage from cell surface are highly
dependent on ADAM10/ADAM17 enzymes. The CD154-EM mutant was shown capable of
inducing a more prominent apoptotic response in susceptible B cell lines than the wild-type form
of the molecule. In addition, human B cells cultured in the presence of the CD154-EM mutant
exhibited upregulated proliferative responses compared to the CD154-WT. The CD154-EM
mutant was also shown to trigger differentiation of human B cells, reflected by an increased Ig
production, more significantly than CD154-WT. Thus, our data strongly suggest that cleavage-
resistant CD154 is a more prominent stimulant than the cleavable form of the molecule.
Therefore, a maintained expression of CD154 on cell membrane and a disturbed cleavage of the
molecule could be a mechanism by which CD154 is involved in some pathological conditions and

should be revisited.

Key points:

- CD154-EM mutant is resistant to the spontaneous and induced cleavage from T cells.

- Spontaneous and induced cleavage of CD154 from T cells is mediated by ADAM10/ADAM17.

- The cleavage-resistant CD154 is a more prominent stimulant than cleavable CD154-WT.
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Introduction.

CD154, also known as CD40 ligand (CD40L), is a 33-39 KDa type Il transmembrane protein
that belongs to the tumor necrosis factor (TNF) superfamily. It was initially identified on activated
T cells (1), but it is evident now that CD154 is expressed on various cells of the immune system
such as activated platelets, basophils, mast cells and others (2). The classical receptor of CD154,
CD40, is a type | glycoprotein belonging to the TNF receptor family (3) expressed by many immune
and non-immune cells, including B cells, macrophages, dendritic cells, endothelial cells and
fibroblasts. The CD154/CD40 interaction is critical for B cell survival, proliferation, Ig isotype
switching, germinal center formation and memory cell generation and for the activation and
differentiation of other immune cells and their production of cytokines and chemokines (4). In
addition to its classical receptor, CD154 was reported to bind to four other receptors that all
belong to the integrin superfamily: allbB3 (5), a5B1 (6), aMpB2 integrin (7) and avB3 (8). The
interaction of CD154 with all its receptors was shown to be implicated in immune and

inflammatory responses (9).

In addition to the transmembrane molecule, CD154 also exists in a soluble form (sCD154)
of 18 KDa compensating residues 113-261 (10). Soluble CD154 originates in part from an
intracellular processing in microsomes via a poorly understood mechanism (10, 11), and from
enzymatic cleavage of the transmembrane molecule from T cell surface (12). We have reported
that only CD40 was capable of inducing CD154 cleavage from T cell surface in a process mediated
by the activation of membrane proteinases, namely the A disintegrin and metalloproteinase
domain containing protein 10 (ADAM10) and ADAM17 (12). Both soluble and membrane-bound
forms of CD154 occur as non-covalently-linked homotrimers (13), a property conveying to CD154
its biological activity (14). Several studies have highlighted the increased level of sCD154 in the
plasma of patients with atherosclerosis, acute coronary syndrome and autoimmune diseases,

indicating that sCD154 can contribute to a variety of systemic inflammatory responses (15-17).

It was initially suggested that the release of sCD154 is a way of terminating the process of
cell activation triggered by the CD154/CD40 interaction during cell/cell contact. Various studies

have thus compared the biological function of sCD154 as compared to its membrane-bound
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counterpart. In this matter, Pietravalle et al. have demonstrated using a cleavage-resistant CD154
mutant generated by deletion of 12 amino acids around the CD154 cleavage site, that both the
uncleavable mutant and the wild-type (WT) forms of CD154 are capable of inducing similar
patterns of B cell proliferation and IgE synthesis (18). In the same line of evidence, a cleavage-
resistant CD154 mutant generated by substituting six amino acids after the Methionine at
position 113 triggered similar levels of adhesion and activation markers in transfected neoplastic
B cells as did the WT form of CD154 (19). However, other studies have demonstrated that the
membrane-bound form of CD154 was capable of inducing apoptosis of malignant cells while
sCD154 could only induce a similar response in the presence of inhibitors of the MAPKs cascade
or of protein synthesis (20). In addition, it was shown by Elmetwali et al. that a CD154 maintained
on cell surface induces apoptosis of malignant urothelial cells in a TRAF3/JNK- and caspase-
dependent mechanism (21) or by upregulating the Ras-associated factor 5 (NORE1A/RASSF5) and
subsequently the gene suppressor p21, signals absent upon cell activation with the soluble form
of CD154 (22). Nevertheless, the physiological impact of the process of CD154 release from the
cell is still unclear, and so is the biological importance of having and/or maintaining the molecule

on cell surface by inhibiting its cleavage.

In the aim of further understanding the mechanism involved in the process of CD154
cleavage and the implications of its disturbance in a biological context, we have generated a
cleavage-resistant CD154 by a substitution residues E112 and M113 by Alanine, the smallest and
neutral amino acid, and assessed its biological activities in B cells. Here we show that both
residues are required for the release of CD154 from the intracellular milieu and for its cleavage
from cell surface and that ADAM10 and ADAM17 metalloproteinases are involved in the
spontaneous release and the CD40-induced cleavage of CD154. CD154 resistant to cleavage which
maintains the ability to bind to CD40, induces a more pronounced cell death response, a
prominent B cell proliferation and an upregulated Igs production in comparison to a cleavable

form of CD154.
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Materials and Methods

Cells

Human embryonic kidney cells (HEK 293), the murine B-cell lymphoma cell line (A20) and the
human B cell line (Ramos) from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)
were maintained in RPMI supplemented with 5% heat inactivated fetal bovine serum (FBS,
Wisent, St-Bruno, QC, Canada), 1% L-glutamine, penicillin, and streptomycin (PSG, Life
Technologies, GIBCO, Burlington, ON, Canada). A20 transfected with human CD40 (A20-
hCD40WT) and A20 Vector (A20 vect) were generated and maintained with a selective agent

(Hygromycin 300ug/ml) as described before (23).

Plasmids and mutagenesis

Human CD154-WT were generated previously in our laboratory by using the plasmid pCDNA4-TO-
myc-HisA Zeocin (Invitrogen) (23). Human CD154-E112, CD154-M113, CD154-EM and CD154-RY
were generated using the primers in Table 1 and the QuickChange directed mutagenesis kit.
Human CD154-EM and CD154-RY were generated in two steps, first we generated a CD154-R203
or CD154-E112 then these latter were used respectively to generate the double mutated CD154-
RY or CD154-EM. HEK 293 cells, stably transfected with the CD154-WT, an empty vector and
mutants, were generated by the method of calcium phosphate. Cells expressing comparable
levels of CD154 were sorted using anti-CD154 mAb (Clone 4) and maintained in medium

containing 100 pg/ml of the selective agent Zeocin (InvivoGen).

Antibodies and Reagents

The monoclonal antibody 5C8 against human CD154 and the anti-CD40 hybridoma G28.5 (IgG1)
was obtained from ATCC. Clone 4, shown to recognize all CD154 mutants (manuscript In
Preparation), the isotype controls anti-TSST-1 mAb2H8 (IgG1) and anti-SEB mAb-8C12 (IgG2a)
were developed in our laboratory. Polyclonal antibodies raised against ERK1/2 (phosphorylated
and total forms) were obtained from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). Phorbol 12-myrisate 13-
acetate (PMA), Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE), GI1254023X (GI25) were obtained
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from sigma-Aldrich. TAPI-2 was purchased from Calbiochem. Human soluble CD40 encompassing
residues E21-R193 of the extracellular domain of CD40 without (sCD40) with or without human
Fc (sCD40-Fc) were generated and purified as we described previously (24). Biotin-labelled 5C8
and sCD40 were prepared using the method provided by Pierce (Rockford, IL, USA).

Western Blot

To measure the signal pathway through CD154-WT and mutant, HEK transfected cells were
incubated in serum-free DMEM for 2 h at 37°C, and then stimulated with different concentration
of sCD40-Fc (31.2, 62.5, 125 and 250 ng/100ul) for 2 and 5 min or with higG (125 and 250
ng/100ul) as a negative control. The stimulation was stopped by the addition of hot 2X SDS sample
buffer containing B-Mercaptoethanol (Invitrogen), protease inhibitors, phosphatase inhibitors
(Sigma) and orthovanadate. All these samples were then heated for 5 min at 95°C, separated
through a 12% SDS-PAGE gel under reducing conditions and proteins were transferred to PVDF
membrane (Biorad). Membranes were then blocked in 5% milk-TBS for 60 min at room
temperature and incubated with indicated primary antibodies (anti-P-ERK1/2 Ab, diluted at
1:1000 overnight at 4°C). Next, membranes were washed 3 times with 1X TBS+0.1% Tween-20,
and incubated with HRP-conjugated secondary antibody (against rabbit in the case of the anti-P-
ERK Ab as the 12 Ab) for 60 min. Finally, proteins were revealed using enhanced
chemiluminescence (PerkinElmer, MA, USA). Membranes of the P-ERK Ab were stripped using the

re-blot solution and re-incubated with antibodies against total ERK1/2.

Cell stimulation for assessing CD154 cleavage

HEK 293 CD154-transfected (10° cells/ml) were either co-cultured with A20 hCD40WT or A20
Vector cells as a control (10° cells/ml) for 1h at 37°C. CD154 cleavage was then measured by
determining the residual cell surface expression using FACS analysis and the sCD154 in the

supernatants using ELISA as described in the datasheet (R&D, Minneapolis, USA).

To assess the implication of ADAM10 and 17 in the cleavage of CD154, HEK 293 stably transfected
with CD154-WT were treated or not with ADAM10 inhibitor, GI25 (50uM), or ADAM17 inhibitor,

87



TAPI-2 (150 uM), for 1 hour at 37°C. These cells were then cultured alone or co-cultured with A20
hCD40-WT or A20 Vector as a control, as described before, for another 1 hour at 37°C. Cells were
recuperated, washed and incubated with mAbs 5C8-B for 30min at 4°C followed by the
streptavidin-Alexa 488. The expression of CD154 on cell surface was analyzed by FACS and
supernatants sCD154 by ELISA.

Cell stimulation for assessing Cell death

Ramos cells, non-treated or treated with PMA (0.06ng/ml) for 24 hours at 37°C, were washed and
incubated with HEK 293 CD154 cells for 24 hours at 37°C, HEK 293 vector were used as a control.
HEK 293 cells have been previously allowed to adhere for 3 hours at 37°C in flat-bottomed 96-
well plate. The ratio used in this co-culture is 1:10, one HEK 293 cell for 10 Ramos cells treated or
not with PMA. Ramos cell death was evaluated by FACS analysis as the percentage of death

obtained by propidium iodide (Invitrogen, Burlington, ON) staining.

Cytometric analysis

The expression of CD154 on HEK 293 cells transfected with human CD154-WT and mutant was
examined with a biotin-conjugated 5C8 mAb for 30 min on ice, followed by streptavidin-Alexa488
(Invitrogen). To determine the ability of CD154 wild-type and mutants to bind sCD40, HEK 293
transfected cells were incubated with biotin-conjugated sCD40 at different concentrations for 30
min on ice, followed by Streptavidin-Alexa488 (Invitrogen). The KD was determined as previously
described (25). The expression of CD40 on Ramos was evaluated with G28.5 mAb for 30 min on
ice, followed by Goat-antiMouse-Alexa488. After washing with PBS 2% FBS, immunofluorescence

intensity was detected using FACS-Calibur flow cytometry.

B cell proliferation and differentiation

Cell proliferation was assessed using CFSE staining and cell differentiation was evaluated by
determining the Ig production in B cells purified from human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). Briefly, blood was withdrawn in acid/citrate/dextrose-anticoagulated tubes from donors

who gave their written consent according to the guidelines established by the CR-CHUM ethical
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committee. PBMCs were obtained from Ficoll separation gradient (Wisent). B cells were
separated from PBMCs using the EasySep™ Human B Cell Isolation Kit (STEMCELL) by negative
selection. B cells at a concentration of 10° cells/ml| were then labeled with 1 uM of CFSE for 15
min, washed and incubated with irradiated and adherent HEK 293-hCD154 for 1, 2, 3, 4, 5 and 10
days at a ratio of 1:10 (20 000 HEK 293 for 200 000 B cells). B cell proliferation was evaluated by
FACS and by microscopy. The IgG, IgM and IgA production, on day 10, was evaluated in cell
supernatants by ELISA (kits provided from Thermo Fisher, USA).
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Results

Substitution of both residues E112 and M113 by Alanine abolished the spontaneous release of

sCD154.

Soluble CD154 can be derived from intracellular compartment and from a membrane
cleavage. Although mechanisms mediating the release of CD154 from the intracellular milieu are
poorly understood, its cleavage from cell surface was shown to be mediated by CD40 and to
involve activation of ADAM10 and ADAM17 metalloproteinases, cleaving CD154 between
glutamic acid 112 (E112) and Methionine 113 (M113) thus releasing sCD154, an 18 KDa fragment
(12). We hypothesize that these same residues and same metalloproteinases are involved in the
CD154 release from the intracellular compartment. To investigate our hypothesis, we undertook
mutations involving E112 and M113, substituting each or both of them with alanine (A). HEK 293
cells were then transfected with CD154-E112, CD154-M113, CD154-EM, CD154-WT, CD154-R/Y
(a CD154 mutated at R203 and Y145 and that lost its capacity to interact with CD40 (26)) or with
empty vector. Stably transfected HEK 293 cells expressing similar levels of CD154 on cell surface

were sorted and maintained under selective conditions (Fig. 1A).

We next evaluated the spontaneous release of sCD154 from HEK 293 cells transfected with
CD154-WT and the mutants described above. Sorted cells were cultured over a period of 24 hrs
and their supernatants were analyzed for levels of sCD154 by ELISA. Our data show that levels of
sCD154 released in the supernatants of cells transfected with CD154-E112, CD154-M113 or
CD154-R/Y mutants were similar to those detected in supernatants of CD154-WT-transfected
cells (Fig 1B). However, no detectable sCD154 was observed in the supernatant of cells
transfected with the CD154 double mutant, CD154-EM. Taken together, these results indicate
that these two residues, E112 and M113, are absolutely required for the spontaneous release of

CD154.
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CD154-EM mutant maintains its ability to bind to CD40

Before evaluating the biological activity of our CD154-EM mutant, we have to first confirm
that this mutant maintains its ability to bind to sCD40. For this purpose, transfected HEK 293 cells
were incubated with different concentrations of biotin-labeled sCD40 for 30 min at 4°C. Washed
cells were then incubated with streptavidin-Alexa 488 and analyzed by Flow cytometry. As shown
in Fig. 2A, sCD40 is capable of binding to CD154-WT-expressing cells as well as to cells transfected
with CD154-EM in a similar fashion. Such experiments allowed us to determine the KD of both
forms of CD154 and to conclude that they have similar affinities (5.3 nM) toward the receptor
CD40 (Fig. 2B). These data demonstrate that the CD154-EM mutant did not lose the capacity to
bind CD40 and that the EM/AA mutation did not induce any conformational change in the CD154
molecule that would affect its binding to CD40. Such conclusion is supported by the fact that the
mutation in CD154-EM is located very distally from the CD154 residues implicated in the
interaction of the ligand with CD40. Cells transfected with the CD154-R/Y mutant were used as a

negative control, since such mutant has lost its capacity to interact with CD40 (26).

CD154-EM mutant maintains its ability to trigger an intracellular signal in CD154-positive cells.

Having demonstrated that our CD154-EM mutant is resistant to the release from intracellular
milieu while still capable of binding to sCD40, we aimed next at evaluating if such mutant
maintains its capacity to transduce an intracellular signal upon its interaction with CD40 (24). HEK
293 cells transfected with CD154-WT, with CD154-EM or with CD154-R/Y were stimulated with
different concentrations of the sCD40-Fc (a more stable and active form of sCD40) or hlgG for 2
or 5min. As shown in Fig. 3, CD40 was capable of interacting with CD154-WT and CD154-EM,
inducing comparable levels of ERK phosphorylation in the respective transfected cells. However,
CD154-R/Y-expressing HEK 293 cells failed to exhibit any response when stimulated with sCD40-
Fc. These results indicate that CD154-EM mutant maintained the capacity of transducing
intracellular signaling in CD154-positive cells upon its binding to CD40 as does CD154-WT. Such
observation further support our data above showing comparable affinities of CD154-WT and

CD154-EM toward CD40.
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CD154-EM mutant is resistant to CD40-induced cleavage from cell membrane

Next, we evaluated the capacity of our CD154-EM mutant to be cleaved from the surface
of transfected cells upon their stimulation with CD40 using A20 cells transfected with empty
vector (A20 Vector) or with human CD40 (A20 hCD40-WT) (Fig. 4A). In the first set of experiments,
transfected HEK 293 were co-cultured with A20 Vector or A20 hCD40-WT cells for 1 hour at 37°C.
Transfected HEK 293 cells were analyzed for the level of CD154 expression on their surface before
and after CD40 stimulation. As shown in Fig. 4B, HEK 293 cells transfected with CD154-EM, did
not exhibit any decrease in their surface expression of CD154 when co-cultured with A20 hCD40-
WT cells as compared to when co-cultured with A20 Vector cells. On the other hand, CD154-WT-
transfected HEK 293 cells showed, in the presence of CD40-expressing A20 cells, a lower level of

CD154 expressed on cell surface as compared to when in the presence of A20 Vector cells.

To confirm that the CD154-EM mutant is indeed resistant to CD40-mediated cleavage as
shown in the flow cytometry experiments, supernatants of the above co-cultured cells were
analyzed by ELISA (Fig. 4C). Results show that HEK 293 transfected with CD154-EM failed to shed
sCD154 in their supernatants when cultured with A20 hCD40-WT cells. On the other hand, CD154-
WT-expressing HEK 293 cells released sCD154 in their supernatants upon their co-culturing with
CD40-transfected A20 cells, 20 x more than the CD154-EM cells. These data suggest that
substitution of residues EM by AA abrogated the capacity of CD154 to be cleaved from cell surface

upon its ligation to CD40.

Taken together, these results indicate that mutating the EM residues of CD154
significantly attenuated its capacity to be cleaved from cell surface and that our CD154-EM

mutant is indeed resistant to CD40-induced cleavage.

ADAM10 and ADAM17 are required for the spontaneous release of CD154 from the intracellular

milieu and for its CD40-mediated cleavage from cell surface

As mentioned above, we recently reported that the cleavage of CD154 from cell surface

of Jurkat E6.1 T cells is induced by CD40 and is ADAM10- and ADAM17-dependent (12).
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Interestingly, and based on the above data showing that the spontaneous release of CD154 from
the intracellular milieu and its CD40-induced cleavage from cell surface are completely abolished
when residues EM were substituted by A, we strongly believe that both processes are mediated
by the same proteases. To verify our hypothesis, HEK 293 cells expressing CD154-WT were treated
with inhibitors of ADAM10 (GI25, (27)) and of ADAM17 (TAPI-2), and then incubated with A20
cells expressing human CD40 for 1 hr. We then evaluated the expression level of membrane-
bound CD154 using FACS and the concentration of sCD154 in cell supernatants using ELISA. As
shown in Fig. 5, treatment of cells with GI25, TAPI-2 or a combination of both inhibited the CD40-
induced cleavage of CD154 from cell surface (panel A showing the effect of GI25 and TAPI-2 on
the expression of CD154 on cell surface and panel B showing the effect of these inhibitors on the
level of CD154 in the culture supernatants). Fig. 5B additionally demonstrates that GI25 and TAPI-
2 also blocked the spontaneous release of CD154 from intracellular milieu (in HEK 293 cells
incubated alone or in the presence of empty vector-transfected A20 cells). Taken together, these
data highly suggest that both the CD40-induced cleavage of CD154 from cell surface and its
spontaneous release from the intracellular milieu are dependent on the activity of the ADAM10
and ADAM17 metalloproteinases of CD154-positive cells. It is important to mention at this point
that in spite the finding reported above, the ADAM10/17 expressed on CD40-positive cells (APCs,
B cells...) could be also implicated in the process of CD154 cleavage, however such investigation
is beyond the scope of our present study and could be visited in future ones investigating the role

of the ADAM10/17 metalloproteinases in B cell function.

CD154-EM induces apoptosis in CD40-positive lymphoma B cells

In spite the fact that both the membrane-bound and the soluble forms of CD154 are
biologically active, evidence exists demonstrating the higher potency of the CD154 expressed on
cell surface as a stimulant (20). Thus, having demonstrated the resistance of our CD154-EM
mutant to cleavage and its increased persistence on cell surface, we aim here at assessing the
biological importance of this CD154 mutant as a stimulant of CD40. As mentioned above, various
studies have shown that CD40 plays a direct role in inducing the death and/or inhibiting the

proliferation of tumor cells (28-31). In this matter, we have previously demonstrated that CD154
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interacting with its receptor CD40 induces apoptosis in a variety of B cell lines (32), but mainly
observed in Ramos B cells transformed with Epstein-Barr virus (33, 34). Ramos cells, an immature
line of B cells, respond to the cell death signal induced by CD154 via its CD40 receptor only when
cells are pre-activated with PMA and thus overexpressing CD40 on their cell surface (34). Thus, in
the first set of experiments, we treated Ramos cells with PMA to upregulate their surface
expression of CD40. Expression of CD40 on their surfaces was examined by flow cytometry (Fig.
6A). These cells were then co-cultured with HEK 293 hCD154-WT, hCD154-EM or HEK 293-vector
cells for another 24 hours. Ramos cells were then labeled with propidium iodide (PI) for cell death
assessment by flow cytometry. As shown in Fig. 6B, PMA-pretreated Ramos B cells co-cultured
with HEK 293 hCD154-EM cells were more susceptible to cell death compared to cells cultured
with CD154-WT-transfected HEK 293. It is to note that Ramos cells did not exhibit any significant
cell death response when cultured in the presence of HEK 293 cells transfected with empty vector

(Fig. 6B).

These data indicate that the cleavage-resistant CD154-EM mutant, exhibiting a
maintained expression on cell surface, induces a more pronounced death response in CD40-

positive B cell lines as compared to the CD154-WT cleavable form of the molecule.

CD154-EM induces prominent B cell proliferation

In the next set of experiments aiming at evaluating the biological importance of the
CD154-EM mutant maintained on cell surface, we evaluated the role of this cleavage-resistant
CD154 in B cell proliferation. For this purpose, we irradiated HEK 293 cells transfected with
CD154-WT, CD154 mutants or empty vector and allowed them to adhere in a 96 well plate.
Human B cells isolated from PBMCs, were labeled with CFSE and co-cultured with the irradiated
HEK 293 for different time periods (1, 2, 3, 4 and 5 days). Cells were then collected and CFSE
labeling was analyzed by flow cytometry. As shown in Fig. 7A, B cells proliferated after 4-5 days
co-culture time and were identified by low CFSE staining. B cells incubated with HEK 293 hCD154-
EM cells exhibited a more pronounced proliferation than those cultured with the CD154-WT-
transfected HEK 293 cells (Fig. 7A). B cells co-cultured with the HEK 293-Vector cells did not
proliferate due to the absence of CD154 (HEK 293-Vector).
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These data indicate that the CD154-EM mutant, given its higher persistence on cell
surface, exerts a more important proliferative effect on CD40-positive B cells as compared to the

CD154-WT cleavable form of the molecule, concomitant with its effect on cell adhesion.

CD154-EM induces enhanced immunoglobulin production

Another biological response to be evaluated for the cleavage-resistant CD154 is its ability
to induce cell differentiation and Ig production from CD40-positive B cells. HEK 293 cells
transfected with CD154-WT, with CD154 mutants or with empty vector were irradiated and
allowed to adhere in a 96-well flat bottom plate. Cells were co-cultured with primary B cells at a
ratio of 1 HEK 293 for 10 B cells. Immunoglobulin production from B cells was measured in
supernatants after 10 days of co-culture using ELISA Kits. Our data show that the levels of IgG,
IgM and IgA produced were significantly higher in supernatants of B cells cultured with the
cleavage-resistant form of CD154 (i.e. in the co-culture with HEK 293 hCD154-EM cells) than those
cultured in the presence of CD154-WT (Fig. 7B). Concentrations of the various Igs in supernatants
of B cells co-cultured with HEK 293-Vector was insignificant as the CD154 was absent in these co-

cultures (Fig. 7B).

Our results further outline another important biological feature of the cleavage-resistant
CD154 and its capacity to be maintained on cell surface, namely its ability to trigger an increased

production of Igs by B cells as compared to the cleavable form of CD154.
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Discussion

As other members of the TNF family, CD154 is cleaved from cells into a soluble form
(sCD154) by the action of membrane enzymes (12, 35, 36). Although, both soluble and
transmembrane forms of TNFs are biologically active, studies have shown distinctive mechanisms
of action for each form, leading to different potencies or even to different responses as a whole.
In order to investigate if CD154 maintained on cell surface would induce an altered response than
a CD154 destined to be cleaved into a soluble form, we first demonstrated that the individual
substitution of E112 or of M113 by Alanine failed to affect the release/cleavage of CD154 from
the intracellular milieu or from cell surface, while the simultaneous substitution of both residues
completely abolished the spontaneous as well as the CD40-induced cleavage of the molecule.
Both processes were shown to be mediated by ADAM10 and 17. The EM double mutation did not
affect the ability of CD154 to interact with CD40 or to induce the activation of MAPKs pathway.
The cleavage-resistant CD154 induced a more important cell death response in death-susceptible
B cell lines, the Ramos cells, than did cleavable CD154. In addition, our uncleavable CD154 is
revealed a more important stimulant of proliferation as well as of Ig production in B cells than its

wild-type cleavable counterpart.

Early studies in the mid 90s identified the soluble CD154 as the 18 KDa molecule starting
with M113, lacking the intracellular and transmembrane domains and part of the extracellular
regions, but still capable of interacting with CD40 (10, 18). Additional studies have demonstrated
that this form is derived from intracellular (10, 11) and from cell surface cleavage (12). In the aim
of generating a CD154 resistant to cleavage, we substituted the residues at position 112, Glutamic
acid (E) and position 113, Methionine (M) by directed mutagenesis, with two alanine (A). Such
substitution is far from the residues implicated in the binding of CD154 with CD40, namely the
Y145 and R203, previously described by our group (37). Nevertheless, a given mutation could
affect the tertiary structure of the molecule and thus change its conformation which might
compromise its binding to CD40. Our results show that the CD154-EM mutant was still capable of
binding to CD40-positive cells similarly to its wild type counter-part. In this matter, mutations of

CD154 previously reported to influence its cleavage from cell surface, involved deletion of six or
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even seven aa around the cleavage site, a process that might highly be affecting the conformation
of CD154 and thus its binding affinity to CD40 (19, 20). These facts underline the importance of
our CD154-EM mutant involving only two residues and shown not to affect the binding of the
molecule to CD40. Our mutant was also shown to maintain the capacity to transduce an
intracellular signal as does the wild-type form of the molecule. This finding is of high importance
in the phenomenon of bidirectional signaling of the CD154/CD40 dyad during cell-cell interaction
(24, 26, 38-41). It is worth distinguishing at this point between the role of CD40 in the cleavage of
CD154 from cell surface versus its role in the internalization of the molecule (42). As our data
shows the expression of CD154 on cell surface in the presence of CD40, to be always inversely
proportional to the level of sCD154 in the supernatant, we are assuming that a minimal level of
CD154 internalization if any, is taking place in our system. Nevertheless, this point should be
revisited in future studies under different conditions and different culture systems, favoring

internalization to be able to investigate this process in detail.

The release of sCD154 is increased in several inflammatory and autoimmune conditions,
such as systemic lupus erythematous (17), rheumatoid arthritis, diabetes, hypertension,
atherosclerosis and others (15, 43). Therefore, it was crucial to investigate the process of sCD154
release from cells in the aim of ultimately determining the biological importance of sCD154
compared to that of the transmembrane form of the molecule. Human T cells activated with PMA
and ionomycin or even with processed antigens in the presence of CD40, released sCD154 of 18
KDa (10, 44). Authors suggested that such sCD154 was preformed inside the cell by an
intracellular cleavage of the full length CD154 and then released to the outside milieu, based on
their metabolic labelling data and the fact that inhibiting proteases on cell surface did not alter
levels of sCD154 in cell supernatants. More recent studies by our group and others, further
investigated the process of sCD154 release and highlighted that such process is also due, at least
partially, to the cleavage of CD154 from cell surface via the activation of membrane enzymes,
namely ADAM10 and ADAM17 metalloproteinases (12, 45). Interestingly, data in our current
study show that ADAM10 and ADAM17 are responsible not only for the cleavage of CD154 from
cell surface but also for the spontaneous release of the molecule from inside the cell suggesting

a basic level of activity of these metalloproteinases even in non-activated states of the cell. While
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describing the processing of CD154 inside the cell and the existence of an 18KDa soluble form
intracellularly, the group of Gauchat suggested the activity of enzymes at this level (11). It has
been suggested by Reiss et al. that a low level of sheddase activity exists for ADAM17 in non-
activated cells and is linked to the negatively charged phosphatidylserine in the inner cell
membrane leaflet (46). A similar process could be highly probable for ADAM10 as well, supporting

our data above.

The soluble form of CD154 was suggested to have less binding affinity to CD40 than the
membrane-bound CD154 (10, 44) but maintained its biological activity such as downregulating
CD40 expression on the surface of dendritic cells and inducing their survival (44). More recent
studies reported a differential signaling potential between transmembrane and sCD154 leading
to different responses induced by each form. Indeed, transmembrane CD154 was shown capable
of inducing apoptosis of CD40-positive malignant urothelial cells (47) either by upregulating TRAF-
3 and the downstream activation of JINK/AP-1 and the apoptotic cascade including caspases 3 and
9 (48), or by stabilizing this TRAF and thus upregulating p40phox, a component of NADPH oxidase-
2 (Nox-2) leading to ROS generation and the ultimate advent to apoptosis (48, 49). The soluble
form of CD154, on the other hand, could halt the growth of urothelial cells of normal or malignant
phenotype but could induce their cell death only in the presence of other TNF members or upon
inhibition of their protein synthesis, respectively (47). Moreover, EImetwali et al. confirmed in a
series of studies that a CD154 maintained on cell surface induces apoptosis of malignant
urothelial cells by upregulating TRAF3 and decreasing TRAF6, processes that would lead to the
activation of JNK-mediated apoptotic signals and the downregulation of PI3K/Akt survival signals,
respectively (21). On the other hand, membrane-bound CD154, and not the soluble form of the
molecule could also induce cell death responses in cancerous cells by upregulating the Ras-
associated factor 5 (NORE1A/RASSF5) and subsequently the gene suppressor p21 (22). More
recently, the same group demonstrated that CD40-positive malignant cells exhibited an
upregulation of genes modulating immune functions and a downregulation of those responsible
for cell growth and division upon their stimulation with membrane-bound CD154 as compared to
the soluble form of the molecule. Taken together, these studies outline the greater potency of

transmembrane CD154 as an inducer of death in cancerous cells as compared to the soluble form
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of CD154. However, little is known as to the effect of the transmembrane uncleavable form of
CD154 as compared to its cleavable form. Our study investigated responses mediated by

membrane-bound CD154 in its uncleavable versus its cleavable form.

Depending on the level of CD40 expression on cell surface, the stimulation with CD154
could have a distinct path with respect to proliferative responses. Indeed, a low-grade expression
of CD40 has been associated with cell proliferation while a high expression level of the receptor
has been linked to apoptosis, as might be the case with the apoptosis data from our laboratory
and others described above. With respect to CD154-mediated apoptosis, our cleavage-resistant
CD154, being maintained on cell surface for a longer period of time, induced a more important
cell death response in susceptible B cell lines as compared to the wild-type cleavable
transmembrane CD154. Our resistant form of CD154 could be beneficial in stimulating immune
cell responses against tumors and reduce the adverse inflammatory effects caused by sCD154.
Conversely, previous studies with regard to comparing a CD154-WT with a cleavage-resistant
mutant, demonstrated similar effects of both forms in inducing the expression of adhesion and
activation markers in transfected lymphocytic B cells and their capacity to stimulate T cells in co-
cultures (19), and in triggering the apoptosis and growth arrest of a CD40-positive lung
adenocarcinoma cell line, A549 and its co-activation of dendritic cells (50). Their cleavage-
resistant CD154 involved a mutation of a six aa region starting after the cleavage site, M113,
affecting probably the conformation of the molecule and thus its binding force to CD40, possibly
explaining the disagreement between their data and ours (50). In the same matter, the
discrepancy between the above results and those obtained in our study herein, could be due to

differences in the apoptotic response of malignant cells depending on their origin.

With respect to CD154-mediated proliferative responses, our data show that a cleavage-
resistant CD154 is a stronger stimulant of human B cell proliferation as compared to the cleavable
form of the molecule. Previous studies in this matter have compared membrane-bound CD154 to
the soluble form of CD154. Naive B cells stimulated with cells expressing CD154 on their surface
were shown to expand and proliferate, in a src-dependent mechanism activating downstream the

Ras/ERK and PI-3K pathways (51, 52). Soluble CD40 ligands have been also shown to induce B cell
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proliferation implicating NFkB, p38, MAPK % and PI-3K activation (53, 54). In a study comparing
both forms of CD154, and even though focusing on proving the biological activity of sCD154,
authors have shown that such form of CD154 exhibit less proliferative capacities toward B cells
as compared to CD154 expressed on the surface of COS-7 cells (13). On the other hand, and in
the aim of determining the biological importance of CD154 cleavage, a mutation was created at
the level of the cleavage site of CD154 implicating 12 aa around this point. Authors argued that
the cleavage of CD154 from cell surface is not a pre-requisite for its proliferative or activating
functions toward B cells, and that the uncleavable and cleavable forms CD154 share the same
pattern of B cell responses (18). Their disagreement with our data is highly probably due to the
fact that their mutant, missing 12 aa, might be exhibiting an altered conformation affecting its

biological response.

The interaction of CD154 with CD40 expressed on B cells induce Ig class switching (55),
and disruption of the CD154/CD40 dyad, prevents B cells from undergoing isotype switching. Our
cleavage-resistant CD154 mutant, CD154-EM induced a more pronounced production of IgG, IgA
and IgM in B cells than the wild-type cleavable form of CD154. It is important to mention at this
point and given our data showing that ADAM10/17 are involved in the release/cleavage of CD154
from T cells and that inhibiting these enzymes will block the process of CD154 release/cleavage
and maintain CD154 on cell surface, we expect ADAM10/17 to be implicated in B cell activation

via their releasing/cleaving function towards CD154.

In conclusion, inhibiting the cleavage of CD154 from cell surface and maintaining its
transmembrane expression induces an increase in the efficacy and the biological activity of the
molecule. Indeed, the cleavage-resistant molecule was able to induce a more important apoptotic
response in CD40-positive lymphoma B cells and a more prominent proliferation of human B cells
together with an enhancement of their immunoglobulin production than did the native form of
CD154. With this being said, it is important to underline the role of CD154 not only as a ligand,
but also as a signal transduction molecule (24, 56). Thus, maintaining the molecule on cell surface,
the case of our CD154-EM mutant will highly probably influence not only biological responses in

CD40-positive cells, as shown by our data, but also biological functions in CD154-positive cells.
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Our study will open the door as to how to enhance the CD154/CD40 interaction and will allow the

development of novel tools to treat diseases in which CD154 is implicated.
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Figure Legends

Figure 1. CD154-EM is resistant to the spontaneous release from cells. (4) HEK 293 cells were
transfected with hCD154-WT, hCD154-E112, hCD154-M113, hCD154-EM, hCD154-R/Y or with
an empty vector. Cells expressing comparable levels of CD154 were sorted using an anti-CD154
mAb, (Clone 4). (B) Sorted cells (0.5x10° cells/ml) were left in culture for 24 hours, their
supernatants collected and assessed by ELISA to quantify the concentration of sCD154. Results

represent mean values £SD of 5 independent experiments (*** p < 0.001).

Figure 2. CD154-EM and CD154-WT have similar binding affinity to CD40. HEK 293 stably
transfected with hCD154-WT, hCD154-EM, hCD154-R/Y or with an empty vector were incubated
at 4°C for 30 min with different concentrations of biotin-labeled sCD40 (sCD40-Biotin). Washed
cells were then incubated for 30 min with streptavidin-Alexa 488 and analyzed by Flow Cytometry.
(A) Results shown are derived from one experiment representative of 4 independent ones. (B) The

KD was calculated for CD154-WT and the CD154-EM, as described in [236].

Figure 3. CD154-EM is still capable of inducing MAPKSs activation in a comparable way to
CD154-WT. Transfected HEK 293 cells were stimulated with different concentrations of the
sCD40-Fc, hIgG for 2 or Smin, and reactions were terminated by addition of 2X Laemmli sample
buffer containing protease and phosphatase inhibitors. Samples were then analyzed by western blot
for ERK1/2 activation using phospho-specific Abs. Blots were stripped and reprobed with
antibodies against total ERK1/2. (A4) Blots shown is a representative experiment of 3 independent

ones. (B) Quantification of the band intensity of the blot in (A).

108



Figure 4. CD154-EM is resistant to CD40-induced cleavage from cell surface. (4) A20 cells

stably transfected with human CD40 (hCD40) were incubated with mAbs G28.5-B for 30min at

4°C followed by the streptavidin-Alexa 488. The expression of hCD40 on cell surface was analyzed

by FACS. (B, C) HEK 293 stably transfected with CD154-WT, CD154-EM or empty vector were
co-cultured with A20 hCD40-WT or A20 Vector as a control for 1 hours at 37°C. (B) Cells were

recuperated, washed and incubated with mAbs 5C8-B for 30min at 4°C followed by the
streptavidin-Alexa 488. The expression of CD154 on cell surface was analyzed by FACS. Results
in the left panel are derived from one experiment representative of 5 independent ones. The right
panel show mean values +=SD of the five independent experiments (*** p < 0.001). (C)
Supernatants of co-cultures above were assessed by ELISA to quantify the concentration of

sCD154. Results shown are mean values =SD of the five independent experiments (*** p < 0.001).

Figure 5. ADAM10 and ADAM17 are responsible for the CD40-induced cleavage of CD154
from cell surface and for its spontaneous release from the intracellular milieu. HEK 293 stably
transfected with CD154-WT were cultured alone or co-cultured with A20 hCD40-WT or A20

Vector as a control, in the presence or absence of the ADAM10 inhibitor, GI25 (50 uM), ADAM17
inhibitor, TAPI-2 (150uM) or a combination of both for 1 hour at 37°C. (4) Cells were recuperated,

washed and incubated with mAbs 5C8-B for 30min at 4°C followed by the streptavidin-Alexa 488.
The expression of CD154 on cell surface was analyzed by FACS. Results in the left panel are
derived from one experiment representative of 4 independent ones. The right panel show mean
values +SD of the four independent experiments (*** p < 0.001). (B) Supernatants of co-cultures
were assessed by ELISA to quantify the concentration of sCD154. Results shown are mean

values £SD of the four independent experiments.
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Figure 6. CD154-EM is a more important inducer of apoptosis in CD40-positive lymphoma
B cells than CD154-WT. (4) Ramos stimulated or not with PMA, were incubated with mAbs
G28.5 for 30min at 4°C followed by the Goat-anti mouse-Alexa 488. CD40 expression was
analyzed by FACS. (B) HEK 293 stably transfected with CD154-WT, CD154-EM or vector alone
were incubated with PMA-pretreated Ramos cells for 24 hours at 37°C. Ramos cell death response
was assessed by FACS analysis as the percentage of death obtained by propidium iodide staining.

Results shown are mean values £SD of five independent experiments (*** p < 0.001).

Figure 7. CD154-EM is a more important inducer of proliferation and Ig production in
human B cells than CD154-WT. (4) B cells from human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) samples were labeled with CFSE and co-cultured with HEK 293 transfected with CD154-
WT (M0 ), CD154-EM ( XI) or vector alone ( (M1 ) for different periods of time and assessed
for proliferation by CFSE staining using FACS analysis. Results shown are derived from an
experiment representative of 5 independent ones. (B) Purified human B cells were co-cultured with
HEK 293 transfected with CD154-WT( L), CD154-EM (NN) or vector alone (mm) for 10 days
and levels of Igs were measured by ELISA. Results shown are mean values £SD of five

independent experiments (*** p < 0.001).
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Chapitre 4 — Un anticorps monoclonal ciblant le site de clivage
du CD154 inhibe son clivage membranaire gu’il soit dépendant

ou indépendant du CD40

1. Mise en contexte.

La génération de notre mutant CD154 résistant au clivage et nos résultats montrant sa
puissance accrue en tant que stimulant du CD40, par rapport a son homologue de type sauvage,
ont sollicité notre intérét pour le développement d'outils qui inhiberaient le clivage du CD154 de
la surface cellulaire. L'inhibition du clivage du CD154 membranaire peut étre réalisée par deux
différentes approches. La premiére consiste a utiliser petits peptides (Small molécules) [237-239],
alors que la deuxieme consiste a utiliser des anticorps monoclonaux. Lors de mon projet, nous
avons opté pour l'utilisation des anticorps monoclonaux grace a leur forte affinité pour leurs

épitopes spécifiques.
2. Contribution des co-auteurs.

Suzanne Salti: Planification et réalisation des expériences. Rédaction et correction de I'article.

Loubna Al-Zoobi: Participation a la réalisation de certaines expériences et a la correction de

I'article.
Youssef Darif: Génération des cellules HEK-293 exprimant les différentes mutations du CD154.
Ghada S. Hassan: Planification des expériences et correction de I'article.

Walid Mourad: Planification des expériences, analyse des résultats et correction de I'article.
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3. Résumé

En plus du CD154 membranaire, le CD154 existe aussi sous une forme soluble (sCD154).
Le sCD154 est détecté a des niveaux élevés dans le milieu des lymphocytes T activés et des
plaquettes et dans le sérum de patients souffrant de différentes maladies inflammatoires. Ce
sCD154 est le résultat du clivage de la molécule entre le résidu d'acide glutamique en position
112 (E112) et la méthionine en position 113 (M113), et peut étre dérivé aussi bien du milieu
intracellulaire que du clivage des molécules de la surface cellulaire. Nous avons récemment
rapporté que la substitution a la fois des résidus E112 et M113 par deux alanines inhibe le clivage
du CD154 et lui procure une fonction biologique accrue par rapport au CD154 clivable. Ainsi, ici,
et dans le but de développer des outils inhibant le clivage du CD154 a partir de la surface
cellulaire, nous avons généré une panoplie d'anticorps monoclonaux (mAbs) anti-CD154 humain.
L'un de ces mAbs, nommé Clone 8, n'altére pas la liaison du sCD154 au CD40 et a perdu sa capacité
de lier les cellules exprimant le CD154 muté au niveau des résidus E112 et M113. Le traitement
avec le Clone 8 s'est avéré abolir completement le clivage du CD154 de la surface cellulaire, qu’il
soit dépendant ou non du CD40. Notre étude met en évidence le développement et la
caractérisation d'un outil thérapeutique innovant capable d'inhiber la libération/le clivage du
CD154 a partir des cellules et ainsi le maintenir a la surface cellulaire et d'augmenter

probablement sa puissance en tant qu'activateur des réponses induites par le CD40.
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Abstract

In addition to the membrane-bound molecule, soluble CD154 (sCD154) is also detected at high
levels in the medium of activated T cells and platelets and in the serum of patients suffering from
different inflammatory diseases. This sCD154 is the result of cleavage of the full-length molecule
between the Glutamic acid residue at position 112 (E112) and Methionine at position 113 (M113),
and can be derived from the intracellular milieu and from cleavage of cell surface molecules. We
have recently reported that substitution of both E112 and M113 by Alanine inhibits intracellular
and CD40-induced membrane cleavage of CD154 and procures to CD154 an increased biological
function as compared to cleavable CD154. Thus, herein, and in the aim of developing tools
inhibiting cleavage of CD154 from cell surface, we generated a panel of anti-human CD154
monoclonal antibodies (mAb). One of the derived mAbs that did not alter the binding of sCD154
to CD40, named here Clone 8 mAb, totally lost its binding activity against cells expressing CD154
mutated at its E112 and M113 residues. Treatment with Clone 8 mAb was shown to completely
abolish CD40-dependent and -independent cleavage of CD154 from cell surface. Our study is
highlighting the development and characterization of an innovative therapeutic tool capable of
inhibiting the release/cleavage of CD154 from cells and thus maintaining its availability on cell

surface and high probably increasing its potency as an activator of CD40-induced responses.
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Introduction

CD154, also known as CD40 ligand (CD40L), is a type Il transmembrane glycoprotein, with
a molecular weight of 33-39 KDa, belonging to the family of tumor necrosis factors (TNF) (1, 2).
Its coding gene is located on chromosome X (3) and was initially thought to be transiently
expressed only on activated CD4-positive T cells (2) but has been later identified on various cell
types such as mast cells, basophils, and activated platelets (4). In addition to the membrane-
bound molecule, CD154 can be found in a soluble form (sCD154) as an 18 KDa fragment, without
being expressed on cell surface, resulting from an intracellular enzymatic cleavage between the
Glutamic acid residue at position 112 (E112) and Methionine at position 113 (M113) (5, 6).
Recently, we have demonstrated that membrane-bound CD154 can also become soluble upon its
interaction with CD40 in a mechanism mediated by ADAM-10 and ADAM-17 metalloproteinases
(7). Like other members of the TNF family, the two forms of CD154, soluble and membrane-

bound, have a trimeric structure which is necessary for its biological activity (6, 8-10).

CD154 exerts a broad range of biological activities by interacting with five different receptors,
CD40 (2), allbB3 (11), a5B1 (12), aMB2 (13) and avB3 (14). Its classical receptor, CD40, is a 45-50
KDa type | glycoprotein belonging to the TNF receptor family, that is expressed constitutively on
non-Hodgkin’s lymphoma and chronic lymphocytic leukemia cells (15), B cells, dendritic cells,
macrophages, basophils, platelets, epithelial and endothelial cells, fibroblasts and vascular
smooth muscle cells (16). The biological importance of the CD154/CD40 interaction in immune
responses was initially described in patients suffering from the X-linked hyper-lgM syndrome (17).
These patients, with mutations in the gene encoding CD154, abrogating its interaction with CD40,
present a defect in Ig class switching and a susceptibility to various infections (18). The
CD154/CD40 dyad is at the basis of the interaction between T and antigen presenting cells and is
thus highly implicated in the development and/or initiation of several autoimmune diseases,
cardiovascular complications, and cancer therapy (19). The interaction of sCD154 with the other
receptors was also shown to be of high biological significance and have been involved in various
inflammatory responses and events (12, 13, 20). CD154 interacts with its various receptors via

distinct residues and such interaction and particularly that of the CD154/CD40 dyad results in a
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bidirectional signaling in CD154- as well as in receptor-positive cells (21, 22). However, cleavage

of CD154 from the cell membrane is a privileged property of CD40 (7).

Our group has recently demonstrated that cleavage-resistant CD154 mutant (mutated at
the cleavage site, E112 and M113) exhibited an increased biological function as compared to the
cleavable CD154 (23). These findings solicited our interest in developing tools to inhibit cleavage
of CD154 from cell surface. In the study described herein, we developed a panel of mAbs directed
against CD154 and one of them, named Clone 8 mAb, lost its binding activity against cells
expressing the CD154 double mutant described above and inhibits CD154 cleavage from cell
surface. This mAb will high probably represent an exquisite therapeutic tool that could be used in
various diseases where upregulating CD154 and its immune functions are implicated in disease

resorption and treatment.

124



Materials and Methods
Cell lines

Mouse connective tissue fibroblasts (LTK), human embryonic kidney cells (HEK 293), Jurkat E6.1
(human lymphoblastic T cells), D1.1 (a subclone derived from Jurkat E6.1 constitutively expresses
hCD154 (24)), and the SP2 (mice myelomateous B cells) were obtained from American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and maintained in RPMI 1640 supplemented with
5% heat inactivated fetal bovine serum (FBS, Wisent, St-Bruno, QC, Canada), 1% L-glutamine,

penicillin, and streptomycin (PSG, Life Technologies, GIBCO, Burlington, ON, Canada).

Plasmids and mutagenesis

Human CD154 wild type (WT) and its mutant CD154-112EM113/AA were generated as we
previously described (23) using the plasmid pCDNA4-TO-myc-HisA Zeocin (Invitrogen). HEK 293
cells stably transfected with the mutant were generated by the method of calcium phosphate and
sorted using the anti-CD154, 5C8 mAb, known to completely block the CD154/CD40 interaction
(25) and according to the crystal structure of its Fab/CD154, it is directed against residue located
far from the cleavage site (26). Sorted cells were then cultured in the presence of Zeocin

(InvivoGen), a selective agent, at 100 pg/ml.

Antibodies and Reagents

The 5C8 hybridoma, obtained from ATCC (Manassas.VA, USA), was cultured in RPMI 1640
supplemented with 5% FCS. The mAb derived from this hybridoma was purified using G protein
affinity columns and was biotin-labelled according to the method provided by Pierce (Rockford,
IL, USA). The mouse anti-human CD3 Alexa 488- is from BD Biosciences (Mississauga, Ontario,
Canada). Goat-anti-mouse-Alexa-488 (GAM-Alexa-488), Streptavidin-Alexa488, and Streptavidin-
PE come from Invitrogen Life Technology (Burlington, Ontario, Canada). Human soluble CD154
(sCD154) and sCD40 were generated in our laboratory as described previously (22, 27). Alexa
Fluor-488 labeling of sCD154 (sCD154-Alexa-488) and of sCD40 (sCD40-Alexa-488) was performed

according to the manufacturer’s instructions (12).
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Monoclonal Antibody production

The production of mouse monoclonal antibodies (mAbs) against hCD514 was carried out as
previously described (28). The method consists at immunizing Balb/c mice several times (day O,
21, and weekly for 3 consequent weeks) with cell lysates of LTK transfected cells. Spleen cells of
sacrificed mouse were purified and fused with immortalized myeloma cells (SP2) by the
polyethylene glycol (PEG), and maintained in 96 well plates in the presence of a selective agent:
Hypoxanthine, Aminopterin and Thymidine (HAT). Two weeks later, supernatants were collected
and tested for the production of Igs by ELISA. Cells from positive wells were propagated into 24-
well plates and after ten days, positive wells were tested by flow cytometry to verify their
production of specific antibodies against hCD154. The hybridomas producing mAbs directed
against hCD154 were cloned twice, then the isotype of each Clone was determined by a specific
ELISA. Clones were then propagated in vitro and mAbs purification from cell supernatants was
carried out using the G protein affinity columns according to the manufacturer's instructions (GE

Healthcare Bio-sciences, Mississauga, ON, Canada).

Cell stimulation for assessing cleavage

Jurkat E6.1-hCD154 or HEK 293 cells transfected with CD154 were cultured alone or with Ramos,
CD40-positive B cells for 1h or 24hrs, respectively at 37°C in the presence of isotype controls,
Clone 8 or the 82102 mAb (an anti-hCD40 that blocks the CD40/CD154 interaction). CD154
cleavage was determined by measuring the residual cell surface expression of CD154 by flow
cytometry analysis using the 5C8-B and the anti-hCD3 Alexa-488 followed by the Streptavidin-PE.
The concentration of sCD154 in the cell supernatant was measured by ELISA as described in the

datasheet (R&D, Minneapolis, USA).

Evaluating CD154 expression on superantigen-stimulated PBMC

CD154 expression was assessed on human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Briefly,
blood was withdrawn in acid/citrate/dextrose-anticoagulated tubes from donors who gave their

written consent according to the guidelines established by the CR-CHUM ethical committee.
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PBMCs were purified using the Ficoll separation gradient (Wisent). PBMCs, at a concentration of
106 cells/ml, were then pre-incubated with Clone 8 or 82102 mAbs for 1lhour at 37°C then
stimulated with a mix of Superantigens (SEA-SEB and TSST-1) for 3, 6 and 24 hrs at 37°C. The
concentration of sCD154 in the supernatant was measured by ELISA as described in the datasheet

(R&D, Minneapolis, USA).

Western blotting

HEK 293 cells transfected with an empty vector (HEK 293-Vect) or cells expressing hCD154-WT
were lysed for 1h on ice in 40 pl of Ripa lysis buffer supplemented with protease inhibitors
(Invitrogen). To test if the Clone 8 recognizes the sCD154, 50 ng of sCD154 in 40 ul of Ripa lysis
buffer was also used. Ten pl of preheated sample buffer was added and the mix was incubated at
95°C for 5 min. Proteins were separated by electrophoresis on 12% acrylamide gels and were
transferred to PVDF membranes, to be incubated with Clone 8 or 5C8 (mouse anti-hCD154,
1:1000) overnight at 4°C. After washing the membranes three times with TBS-Tween, we
incubated them with HRP-conjugated goat anti-mouse antibody (GAM-HRP, 1:20 000) for 1h at
room temperature. The membrane was washed with TBS-Tween then incubated with an HRP
substrate (Western Lightning Plus ECL, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) in accordance with the

manufacturer’s instructions to reveal the protein bands.
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Results

Generation of anti-human CD154 mAbs .

We have generated a panel of mouse mAbs directed against human CD154 (anti-hCD154
mADb) as previously described (28). These anti-hCD154 mAbs were first tested for their ability to
recognize CD154 on LTK-transfected cells. The anti-hCD154 mAb, 5C8 was used as a positive
control. Ten hybridomas that specifically recognize CD154-transfected LTK cells but not Vector-
transfected ones were selected, cloned twice, and propagated in vitro. The ability of these
selected clones to produce mAbs recognizing hCD154 expressed on the surface of HEK 293- or
Jurkat E6.1 transfected with hCD154, the surface of D1.1 cells (clone derived from Jurkat E6.1
constitutively expressing CD154) and the surface of activated human T cells, was then tested by
flow cytometry. Table | summarizes the ability of these clones to recognize hCD154 expressed on

all the tested cell types.

Selection of anti-hCD154 mAbs that do not interfere with CD154/CD40 interaction.

Since our major goal is to generate mAbs directed against the cleavage site and capable
of inhibiting CD40-induced CD154 cleavage from cell surface, it was crucial to select those that do
not interfere with the binding of CD154 to CD40. For this purpose, we first determined the isotype
of our derived mAbs by specific ELISA (Table Il), and purified them from cell supernatants using
the G protein affinity columns. Clones producing mAbs that do not interfere with CD154/CD40
interaction were selected using three complementary approaches: a) binding of sCD154-Alexa-
488 to HEK 293 transfected with CD40; b) binding of sCD40-Alex 488 to HEK 293 transfected with
CD154; and c) binding of sCD154 to sCD40-coated 96 well plates. In the first two approaches,
CD40-transfected HEK 293 cells were incubated with sCD154-Alexa-488, CD154-transfected HEK
293 cells were incubated with sCD40-Alexa-488, in the presence or absence of the different anti-
CD154 mAbs for 30 min at 4°C and analyzed by flow cytometry. In the third approach, sCD154
were added to CD40 coated 96 well plates in the presence of control mAb or anti-CD154 mAbs.
The 5C8 mAb known to block the interaction of CD154 with CD40 was used as a control in all these
experiments. Results in Table Il show the effect of our mAbs on the CD154/CD40 interaction and

clearly indicate that only Clone 6 mAb interferes with the CD154/CD40 interaction.
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Clone 8 mAb is directed against the residues required for CD154 cleavage.

In order to determine if any of the derived mAbs is directed against the CD154 cleavage
site, we first evaluated their recognition of our cleavage-resistant CD154-EM described previously
(23). For this purpose, we transfected HEK 293 cells with CD154-WT and CD154-EM, and assessed
their binding to our above-generated mAbs using flow cytometry. We used herein the 5C8 mAb
as a control since its recognition site is located far from the cleavage site and is capable of blocking
the interaction of CD154 with CD40 (25, 26) making its ability to recognize the CD154 not impaired
by the above mutation. Our data demonstrate that only Clone 8 mAb lost its ability to recognize
the CD154-EM mutant (Table Il and Fig. 1A), strongly suggesting that Clone 8 is directed against

the major residues implicated in CD154 cleavage.

Clone 8 mAb inhibits the spontaneous release of sCD154.

As Clone 8 is directed against the CD154 cleavage site, we hypothesize that this mAb
would inhibit the cleavage of the molecule from cell surface. In the first set of experiments and
since it is well established that CD154 is expressed in a transient fashion on activated T cells, we
studied the effect of Clone 8 mAb on the spontaneous release of CD154. For this purpose,
hCD154-WT-transfected-HEK 293 and -Jurkat E6.1 cells were treated with isotype control or Clone
8 mAb for 24 hrs. Cell supernatants were then assessed for sCD154 by ELISA. Treatment with
Clone 8 mAb significantly inhibited the spontaneous release of sCD154 from both cell types (Fig.
1B) suggesting that the sCD154 usually detected in the medium of activated T cells or in the serum
of patients with chronic inflammatory diseases can be also derived from a spontaneous cleavage

of membrane-bound CD154.

Clone 8 mAb inhibits membrane-cleavage of CD154 induced upon polyclonal activation of T cells.

Induction and/or upregulation of CD154 can be triggered upon polyclonal stimulus or
during cognate T/B cell interaction. To study the effect of Clone 8 mAb on the upregulation of
CD154 and its release induced by the polyclonal activation of T cells, Jurkat E6.1 cells transfected
with hCD154-WT were treated with isotype control or Clone 8 mAb and stimulated with PMA for

24 hrs. Membrane-bound CD154 was analyzed by flow cytometry and sCD154 by ELISA. Our

129



results show that treatment with Clone 8 mAb significantly inhibited the release of sCD154 and

maintained membrane-bound CD154 on cell surface (Figs 2A and 2B).

To rule out the possibility that the inhibiting effect of Clone 8 mAb towards the release of sCD154
is the result of a competition between the used mAbs and/or a steric hindrance we performed
the following experiments: 1) HEK 293 or Jurkat E6.1 cells stably transfected with CD154-WT were
pre-treated with mlgG, Clone 8 or with 5C8 itself, incubated with biotinylated-5C8 and
Streptavidin-Alexa488 then analyzed by FACS for the expression of CD154 on cell surface. Fig. 3A
shows that binding of Clone 8 mAb does not inhibit the binding of 5C8 to CD154; 2) Soluble CD154
in the cell supernatant of PMA-stimulated Jurkat E6.1 transfected with CD154 was analysed by
ELISA, after the addition of migG, Clone 8 or 5C8 mAb. Fig. 3B shows that adding Clone 8 mAb to
the collected supernatants containing sCD154 did not alter the concentration of sCD154; 3)
Western blot analysis (Fig. 3C) indicate that Clone 8 mAb is not capable of recognizing sCD154

involving residues 113-261.

Clone 8 mAb inhibits CD40-induced cleavage of CD154 from cell surface.

In order to verify the effect of Clone 8 mAb on CD40-induced cleavage of CD154 from cell
surface, co-culture experiments using Jurkat E6.1 cells transfected with hCD154 and Ramos cells,
a CD40-positive B cell line, were conducted. For this purpose, hCD154-transfected Jurkat E6.1
cells were treated with 2ug of an isotype control or Clone 8 mAb for 20 min at 370C whereas
Ramos cells (106), were treated with isotype control or anti-CD40 mAb 82102 known to inhibit
the CD154/CDA40 interaction prior to mixing the cells together for an additional 1 hour. The
expression level of CD154 on cell surface was evaluated by two colors flow cytometry analysis
and the concentration of cleaved sCD154 was assessed by ELISA. Fig. 4A shows that treatment
with Clone 8 significantly inhibited the cleavage of CD154 from cell surface induced by an
interaction with CD40 as well as the spontaneous one (Fig. 4B). Similar results were obtained in

the presence of the anti-CD40 82102 mAb used as a control (Figs. 4A and 4B).

Clone 8 inhibits membrane-cleavage of CD154 from superantigen-stimulated cells.

It is well established that superantigen (SAg) mimics nominal antigen in initiating cognate

T/B cells interaction and inducing CD154 expression on CD4-positive T cells in a R chain variable
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region-restricted fashion (29, 30). To further verify the inhibitory effect of Clone 8, PBMC were
stimulated with SAg in the presence of isotype control, Clone 8 mAb, anti-CD40 82102 mAb for 3,
6 and 24 hrs at 37°C (31). Next, we evaluated the level of CD154 expression on the surface of
PBMCs by flow cytometry (Fig. 5A). Our results show that the surface expression of CD154 on
PBMCs (on the T cell portion of these cells) is not decreased if PBMCs were treated with Clone 8
mAb. We also assessed the concentration of sCD154 in cell supernatants (Fig. 5B). Our ELISA data
confirm those of the surface expression of the molecule, obtained by flow cytometry,
demonstrating that the Clone 8 mAb inhibits the spontaneous and the CD40-induced
release/cleavage of CD154 from cells in a comparable way to the control used, the anti-CD40

82102 mAb.

Taken together, we demonstrated, using three culture systems that Clone 8 is capable of blocking

the release/cleavage of CD154 from the surface of T cells.
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Discussion

CD154 plays a key role in the regulation of immune and inflammatory responses (4, 16,
32) and many autoimmune and inflammatory diseases that are characterized by increased levels
of CD154 expression on cell surface and elevated concentrations of sCD154 in patients sera (33).
Like other members of the TNF family, CD154 is transiently expressed on activated T cells, and
rapidly disappear from cell surface (6). The sCD154 was initially thought to be mainly derived from
intracellular cleavage (5) however our recent study clearly demonstrated that it is also derived
from a membrane-bound cleavage of CD154 (7). The biological role of sCD154 has not been well
investigated, but it has been proposed that cleavage of CD154 is to attenuate the immune
response. Our recent finding confirms this hypothesis (23) and most importantly, it indicates that
cleavage of CD154 into sCD154 is a property required for its binding to the a5B1 integrin (34). An
interest was created in defining how sCD154 is generated in the aim of targeting this process
ultimately for research or even therapeutic purposes. Thus, our study herein outlines the
generation of an anti-CD154 Clone 8 mAb directed against the CD154 cleavage site and
demonstrate its ability to inhibit the spontaneous and the CD40-induced cleavage of CD154 from

cell surface without interfering with the interaction of CD154 with CD40.

The discovery of mAbs by Milstein and Kohler in 1975 (28) revolutionized the field of
immunology. It has opened the door to interesting advances in the therapy of various
autoimmune diseases and cancer immunotherapy. Taking advantage of this approach, we
generated a panel of mAbs directed against human CD154, capable of recognizing the molecule
on the surface of different cell types in its conformational form. One of the generated mAb,
named Clone 8 mAb, completely lost its ability to recognize membrane-bound CD154 when the E
residue at position 112 and the M at position 113 were substituted by A. Based on our recent
study showing such substitution of these two residues at the cleavage site totally abolishes the
spontaneous- and the CD40-dependent cleavage of membrane-bound CD154 (23), it is therefore
highly likely that binding of Clone 8 mAb to residues E112 and M113 completely abrogates the
ability of ADAM-10 and ADAM-17 to recognize their subtract, the membrane-bound CD154

molecule .
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The release and cleavage of CD154 has been previously assessed in T cells. It was initially
reported that sCD154 encompassing residues M113-261, found in the supernatant of activated T
cellsand T cell clones, is an 18 KDa fragment derived from intracellular cleavage of CD154 without
being expressed on the cell surface (6) and processed inside the microsomes (5). The same
authors further reported that deletion of 12 amino acids (F111-A123) around the cleavage site
abolished CD154 cleavage without altering CD40-induced responses (35). In contrast, EImetwali
et al., have reported that deletion of 7 amino acid (S110-G116) abrogated CD154 cleavage and
enhanced CD40-induced responses (36). In support of this latter observation, we have recently
demonstrated that CD154 mutated at the cleavage site itself, namely the E112 and the M113
residues (CD154-EM), is resistant to being spontaneously released from cells or cleaved from their
surface upon the interaction with CD40. Such cleavage-resistant membrane-bound CD154 was
shown to trigger a significantly higher response in CD40-positive cells as compared to the
cleavable form of the molecule (23). Indeed, CD154 mutant resistant to cleavage upregulated the
apoptotic response of susceptible B cell ymphoma cells as well as enhanced the proliferation and
activation of immune cells i.e. human B cells (23). These observations are strongly in support of a
biological significance of our Clone 8 mAb, inhibiting CD154 cleavage from cell surface, and high

probably leading to a significant enhancement of CD40-mediated responses.

Generating an anti-CD154 mAb inhibiting CD154 cleavage will open the door for
identifying the biological importance of this cleavage process. Thus, it was important to ensure
that our anti-cleavage mAb do not interfere with the interaction of CD154 with CD40. The three
complementary approach used in the current study clearly show that Clone 8 mAb does not alter
the interaction of CD154 with CD40. Indeed, our anti-CD154 mAb is aiming at enhancing the
availability and thus the immune function of CD154 (as suggested by our previous work (23))
rather than at inhibiting its interaction with CD40. Not only that, the interaction of CD154 and
CDA40 is of particular importance at this point, as CD40 is the only one among CD154 receptors

capable of inducing cleavage of the molecule, as previously shown by our group (7).

Our current study is highlighting the mere generation of an mAb that inhibits the cleavage
of CD154 from cell surface as well as its release from the intracellular milieu. Nevertheless, future

studies (some of which are already ongoing), should characterize the biological importance of this
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mAb and its effect on various responses ranging from activation, proliferation, differentiation and
death of many types of immune as well as malignant cells. Future studies will be also investigating
the therapeutic efficiency of the Clone 8 mAb in animal tumor models, providing the proof of
concept for its use in disease treatment. In fact, some disease conditions necessitate enhancing
the function of CD154 in order for the disease to be alleviated, controlled or cured. Indeed, the
CD154/CD40 dyad has been implicated in anti-tumoral responses and is thus the target of several
cancer immunotherapeutic approaches. Treatment with recombinant CD154 or with agonistic
antibodies directed against its receptor, CD40, has been assessed in animal models as well as in
human clinical trials (37-39), and shown to have low feasibility (cells transfected ex vivo with
CD154) or limited activation profile (anti-CD40 Abs relative to the membrane-bound form of
CD154) (40, 41). Our study is offering an interesting and probably a highly efficient tool in this
matter, mAbs that would inhibit the cleavage of CD154 from cells, maintaining the molecule on
cell surface and high probably increasing its potency in inducing immune responses against cancer
cells. It is important to mention at this point, that the use of our mAb in the treatment of
conditions benefiting from an enhanced immune/inflammatory function of CD154 such as anti-
tumoral therapies of cancers should be monitored for autoimmune and inflammatory

complications, as is the case with most immunotherapeutic strategies (42).

In conclusion, and based on researches by several groups including ours showing that a
CD154 mutated at its cleavage site and maintained on cell surface exhibited more apoptotic
functions against cancer cells, the cleavage site of CD154 was identified as a target for a better
immune function against cancer cells. These interesting findings solicited us to develop our anti-
cleavage mAb as a highly promising therapeutic tool in conditions requiring enhanced and more
efficient CD154-mediated responses for their treatment. Cancers and malignancies figure on top
of the list of these conditions and could highly benefit from our therapeutic agent in their

treatment approaches.
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Figure Legends

Figure 1. Clone 8 mAb recognizes the Glutamic acid residue at position 112 (E112) and the
Methionine at position 113 (M113) and inhibits the spontaneous release of sCD154. (A) HEK 293
stably transfected with CD154-WT or the CD154-EM mutant were stained with anti-CD154 5C8,
Clone 4 or Clone 8 mAbs, followed by the GAM-Alexa488, and analyzed by flow cytometry. (B)
HEK 293- (0.5x106cells/well) and Jurkat E6.1- (106 cells/well) stably transfected with vector or
CD154-WT were cultured with Clone 8 mAb or an isotype control, for 24 hrs at 37 °C. Cell
supernatants were collected and assessed by ELISA to quantify the concentration of sCD154.

Results shown are mean values + SD of five independent experiments (*** p < 0.001).

Figure 2. Clone 8 mAb inhibits membrane-cleavage of CD154 induced upon polyclonal activation
of T cells. (A) Jurkat E6.1 stably transfected with CD154-WT were pre-treated 20 min with Clone
8 mAb or isotype control (mlIgG) followed by a stimulation with PMA (50 ng/ml), for 24 hrs at
370C. Cell supernatants were collected, and cells were washed and stained with 5C8 mAb and
analyzed by flow cytometry. (B) The supernatants were assessed by ELISA to quantify the
concentration of sCD154. Results shown are mean values + SD of six independent experiments

(*** p < 0.001).

Figure 3. Clone 8 mAb does not inhibit the binding of 5C8 to CD154 and fails to recognize
sCD154-compensating residues 113-261. (A). HEK 293 or Jurkat E6.1 stably transfected with
CD154-WT were pre-treated with mlgG, Clone 8 mAb or with 5C8 mAb itself, followed by
biotinylated-5C8 and Streptavidin-Alexa488. Washed cells were analyzed by flow cytometry. (B)
Clone 8 mAb was added for a period for 24 hrs to a supernatant derived from PMA (100 ng/ml)-
stimulated Jurkat E6.1 cells stably transfected with CD154-WT, prior to the sCD154 quantified by
ELISA. (C) Cell lysates of HEK 293-Vect or HEK 293-CD154 or recombinant of sCD154 compensating
residues 113-261 were blotted using 5C8 mAb or Clone 8 mAb followed by GAM-HRP. Blots shown

are a representative experiment of five independent ones.

Figure 4. Clone 8 mAb inhibits CD40-induced CD154 cleavage from cell surface. (A) Jurkat E6.1
stably transfected with CD154-WT were pre-treated for 20 min with Clone 8 mAb or with the

isotype control (mlgG) then co-cultured for an additional 1 hour at 37°C with Ramos cells, human
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B lymphoma cells expressing CD40, pre-treated in their turn with an isotype control or with anti-
CD40 mAb 82102 inhibiting the CD154/CD40 interaction. Cells were washed, stained using isotype
controls (IC) or double stained with a mix of biotinylated 5C8 mAb followed by the Streptavidin-
PE and of the anti-CD3-Alexa488 (Abs), and analyzed by FACS. Results shown are derived from
one experiment representative of five independent ones. (B) The concentration of sCD154 in the
co-culture supernatants was assessed by ELISA. Results shown are mean values + SD of the five

independent experiments (*** p < 0.001).

Figure 5. Clone 8 mAb inhibits membrane-cleavage of CD154 from SAg-stimulated T cells. (A)
PBMCs were left unstimulated or stimulated with SAgs (SEA, SEB and TSST-1) in the presence of
isotype control, Clone 8 mAb or 82102 mAb for 3, 6 and 24 hours at 37°C. CD154 expression was
tested by FACS using the 5C8-B and the migG-B followed by the Streptavidin-PE. Results shown
are derived from one experiment representative of three independent ones. (B) Supernatants
were assessed for sCD154 by ELISA. Results shown are mean values + SD of the three independent

experiments (ns: non-significant; *** p < 0.001).
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Tableau 1. — Table I: Specificities of the generated anti-human CD154 mAbs.

Anti-cD154 | Binding to|Binding to | Binding to| Binding to | Binding to | Binding to | Binding to
mAbs LTK-Vect [LTK-CD154( HEK 293- (Jurkat D1.1|Jurkat E6.1-{Jurkat E6.1-| activated T
CD154 Vect CD154 cells

control - - - - - , - |
5C8 - ++4+ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 3 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 4 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 5 - +++ +++ +++ - +4++ +4++ |
Clone 6 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 7 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 8 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 10 - +++ +++ +++ - +4++ +4++ |
Clone 11 - +++ +++ +++ - +++ +++ |
Clone 13 - +++ +++ +++ - +4++ +4++ |
Clone 14 - +++ +++ +4++ - +++ +++ |

This table shows the specificities of the generated mAbs in recognizing human CD154 expressed
on the surface of different cell types: LTK: mouse connective tissue fibroblasts (LTK-Vect: cells
transfected with empty vector; LTK-CD154: cells transfected with CD154); HEK 293: human
embryonic kidney cells (HEK 293-CD154: cells transfected with CD154); Jurkat E6.1: human
lymphoblastic T cells (Jurkat E6.1-Vect: cells transfected with empty vector; Jurkat E6.1-CD154:
cells transfected with CD154); Jurkat D1.1 (a subclone derived from Jurkat E6.1 constitutively
expressing hCD154). These cells were stained for 30 min at 4°C with the various mAbs followed
by 30 min at 4°C with GAM-Alexa488 then analyzed by flow cytometry. The 5C8 mAb was taken
as a control. Data presented are representative of five different experiments. Significant binding
is represented by (+++); and no detectable binding is represented by (-).
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Tableau 2. — Table IlI: Effect of the generated mAbs on the binding of CD154 to CD40.

Anti-CD154 | Sub-Class | Binding of sCD154* to | Binding of sCD40* to Binding of sCD154 to
mAb HEK-293 CD40 HEK-293 CD154 CD40-coated wells
control IgG +++ +++ +++
5C8 lgG2a - - +
Clone 3 lgG2b +++ +++ +++
Clone 4 1gG2b +++ +++ F++
Clone 5 IgG2a +++ +++ 4+
Clone 6 1gG1 - - +
Clone 7 IgG2a ++ ++ ++
Clone 8 lgG2a +++ +++ +++
Clone 10 1gG1 +++ +++ ++
Clone 11 1gG1 +++ +++ 4+
Clone 13 1gG1 +++ +++ T
Clone 14 IgG2b +++ 4+ _

This table outlines the ability of the generated mAbs to interfere with the binding of sCD154 to

CD40. HEK 293 CD154 and HEK CD40 were incubated with CD154-Alexa 488 (sCD154%*) or with

CD40-Alexa 488 (sCD40*) in the presence of isotype control or specific antibody. High binding level

is represented by (+++), medium level by (++), low level by (+) and complete inhibition of binding

is represented by (-).
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Tableau 3. — Table Ill: Substitution of E112 and M113 at the CD154 cleavage site abolishes the ability

of clone 8 mAb to recognize the CD154 molecule.

Anti-CD154 Binding to Binding to
mAbs HEK 293 CD154-WT HEK 293 CD154-EM

control - -

5C8 +++ +++
Clone 3 +++ +++
Clone 4 +++ +++
Clone 5 +++ +++
Clone 6 +++ +++
Clone 7 +++ +++
Clone 8 +++ -
Clone 10 +++ +++
Clone 11 +++ +++
Clone 13 +++ ++
Clone 14 +++ +

This table outlines the recognition of hCD154-WT or hCD154 mutated at the cleavage site (CD154-
EM) by the various mAbs using FACS analysis. Transfected HEK 293 were incubated for 30 min at
4°C with 1ug/100 pl of the various mAbs followed by GAM-Alexa488. The 5C8 mAb was taken as
a control. Data presented are representative of five different experiments. High level of binding is
represented by (+++), medium level by (++), low level by (+) and complete inhibition of binding is

represented by (-).
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Chapitre 5 — Effet biologique du Clone 8 et cross-réactivité

avec le CD154 de souris

1. Mise en Contexte

Nos résultats décrits dans les chapitres précédents démontrent que la substitution des
résidus E112 et M113 du CD154 par deux alanine (A) rend la molécule résistante au clivage
enzymatique et augmente ces fonctions biologiques par rapport au CD154 clivable. lls
démontrent aussi qu’un des anticorps monoclonaux généré dans notre laboratoire, le Clone 8,
est capable de reconnaitre le site de clivage et d’abolir complétement son clivage de la membrane

cellulaire.

Nous nous sommes donc intéressés a étudier 'effet du Clone 8 dans |'activation des
réponses induites via le CD40. Et vu la similarité entre le CD154 humain et murin notre objectif
est d'évaluer |'efficacité thérapeutique du Clone 8 dans des modeéles de souris. |l est important
donc de confirmer la capacité du Clone 8 a reconnaitre le CD154 de souris et d’inhiber son clivage

de la membrane cellulaire de la méme fagon que celle étudiée dans les cellules humaines.
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2. Matériels et méthodes.

2.1.Les lignées cellulaires :

Les HEK 293 (cellules rénales embryonnaires humaines) et les Ramos (immature human B
cell lymphoma) ont été obtenues d’ATCC (American Type Culture Collection) (Manassas, VA, USA).
Les 3T3 mCD154 (fibroblastes embryonnaires de souris) ont été obtenus du Dr Rejean Lapointe
(Centre de recherche du CHUM). Ces cellules ont été maintenues dans du RPMI 1640,
supplémenté avec 5% du FBS (Fetal Bovine Serum) inactivé (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) et 1%
de PSG (Pénicilline, Streptomycine et L-Glutamine) (GIBCO, Burlington, ON, Canada). Les HEK 293
hCD154-WT, hCD154-EM, hCD15R-RY ou Vecteur ont été générées comme décrit précédemment,

utilisant le plasmide pCDNA4-TO-myc-HisA Zeocin (Invitrogen) [240].

2.2.Anticorps et Réactifs:

Le MR1, un anticorps monoclonal d’'Hamster dirigé contre le mCD154 (IgG1), le G28. (IgG1)
un anticorps monoclonal de souris dirigé contre le hCD40, ont été obtenus d’ATCC (Manassas.VA,
USA). Le Clone 8 (IgG2a) et le clone 4 (IgG2b), des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre
le hCD154 ont été générés comme décrit précédemment [241]. L'lgG de souris (mIgG) provient
de chez Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA). Le chévre anti souris marqué a I'Alexa 488 (le
GAM-Alexa4d88) et le chevre anti hamster marqué a I’Alexa 488 (GAH-Alexa 488) proviennent
d’Invitrogen Life Technology (Burlington, Ontario, Canada). Phorbol 12-myrisate 13-acétate

(PMA) et le GI254023X (GI25) ont été obtenus aupres de sigma-Aldrich.

2.3.Etudier la mort cellulaire.

Les cellules Ramos, traitées avec la PMA (0,06ng/ml) pendant 24 heures a 37°C, ont été
lavées et incubées avec des cellules HEK 293 hCD154-WT pendant 24 heures a 37°C. Les HEK 293
hCD154 ont été pré incubées 2h a 37°C avec 4 ug du Clone 8 ou de I'lgG de souris (mlgG) comme
contréle négatif. Les HEK 293 hCD154-RY ont été utilisées comme contrble négatif vu que ces
cellules ont perdu la capacité de lier le CD40. Les cellules HEK 293 avaient été préalablement
laissées adhérer pendant 2 heures a 37°C dans une plaque de 96 puits a fonds plat. Le ratio utilisé

dans cette co-culture est de 1:10 une cellule HEK 293 pour 10 cellules Ramos traitées a la PMA.
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La stimulation avec le G28.5 a été utilisée comme contréle positive. La mort des Ramos a été
évaluée par FACS par I'analyse du pourcentage de mort obtenu suite a la coloration a I'iodure de

propidium (Invitrogen, Burlington, ON).

2.4.Cytométrie en Flux.

Afin de vérifier si le Clone 8 reconnait le mCD154, les cellules ont été incubées avec le
Clone 8, le Clone 4, le 5C8 mAbs ou le MR1 (1ug/100uL), pendant 30 min sur glace, suivi par un
lavage avec du PBS 2% FBS froid. Les cellules ont été par la suite incubées 30 min avec le GAM-
Alexa488 (1ug /1000uL). Les cellules ont été analysées par FACS Calibure (BD Biosciences,
Mississauga, Ontario, Canada). Le MR1 a été utilisé comme contréle positif, I'lgG d’Hamster

comme contrdle isotypique, et le GAH-Alexa 488 comme anticorps secondaire.

L’expression du CD40 a la surface des Ramos a été évaluée en utilisant le G28.5 suivi par

le GAM-Alexa488

2.5.Immunoprécipitation et Western blot.

Les HEK 293 Vect, les HEK 293 hCD154 WT, les 3T3-Vect ou mCD154 ont été lysées
pendant 1h sur glace dans 400 ul de tampon de lyse Ripa, supplémenté avec les inhibiteurs de
protéase (Invitrogen). Les lysats ont ensuite été centrifugés a 10 000 x g pendant 15 min a 4°C.
200 ul des surnageants de lysat ont été ajoutés a 25 ul de Dynabeads conjuguées a 5 ug
d'anticorps (C4.14 ou MR1). Les mélanges ont été incubés pendant 16 h avec rotation a 4°C. Les
anticorps conjugués aux billes ont ensuite été placés sur un aimant pour séparer les billes des
surnageants. Les surnageants ont été jetés, et les billes ont été rincées cing fois avec 200 ul du
tampon de lyse et ont été remises en suspension dans 40 pl de tampon de lyse. 10 pl du Lammeli
buffer préchauffé ont été ajoutés et les billes ont été incubées a 95°C pendant 5 min. Les
protéines ont été séparées par électrophorése sur des gels d'acrylamide a 12 % et ont été
transférées sur des membranes de PVDF. Les membranes ont été incubées avec le Clone 8 (souris
anti-hCD154, 1:1000) pendant une nuit a 4°C. Apres avoir lavé les membranes trois fois avec du
TBS-Tween, ces membranes ont été incubées avec un anticorps de chevre anti-souris conjugué a
HRP (GAM-HRP, 1:20 000) pendant 1 h a température ambiante. Les membranes ont été ensuite

lavées au TBS-Tween puis incubées avec un substrat de la HRP (Western Lightning Plus ECL,
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PerkinElmer, Waltham, MA, USA) conformément aux instructions du fabricant pour révéler les

bandes protéiques.

2.6.Stimulation cellulaire pour évaluer le clivage de CD154

Les 3T3 mCD154 ont été incubées 1h a 37°C avec 4 ug du Clone 4, du Clone 8 ou du mlIgG
comme contréle isotipique. Le traitement avec 50 uM du GI25, un inhibiteur d’ADAN-10, a été
utilisé comme contréle positif pour I'inhibition du Clivage spontané du CD154. Les surnageants
des différents traitements ont été récupérés et analysés par ELISA afin de doser la concentration

du CD154 soluble qui s’y trouve.
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3. Résultats.

3.1.linhibition du clivage du CD154 par le Clone 8 augmente |'apoptose dans les

cellules B de lymphome CD40-positives.

Afin d’évaluer l'importance biologique du Clone 8 et ayant démontré que le mutant
CD154-EM résistant au clivage induit une réponse de mort cellulaire plus prononcée dans les
lignées cellulaires B CD40-positives par rapport a la forme clivable CD154-WT de la molécule
[240], nous avons évalué le role de cet anticorps, dans la mort des cellules B. A cet effet, des
cellules Ramos, une lignée immature de cellules B humaines, ont été utilisées. Comme nous le
savons pour répondre au signal de la mort cellulaire induit par le CD154 via son récepteur, le
CD40, les Ramos devraient étre pré-activées avec de la PMA. Cette activation va induire une
surexpression du CD40 a la surface cellulaire et rend les cellules Ramos susceptibles a la mort
induite via CD40 [112]. L'expression du CD40 a la surface des Ramos a été examinée par
cytométrie en flux (Fig.1A). Suite a une activation de 24h avec la PMA les Ramos ont été ajoutées
aux HEK 293 adhérentes, pré-incubées avec le migG ou le Clone 8. Le ratio utilisé dans cette co-
culture est de 1:10, une cellule HEK 293 pour 10 cellules Ramos. Les combinaisons de cellules ont
été incubées 24h a 37°C avant d'analyser la mort par FACS. Comme le montre la figure 1, I'ajout
du clone 8 aux HEK 293-hCD154-WT augmente la mort des Ramos a un niveau comparable a celui
induit par le mutant CD154-EM résistant au clivage. La stimulation avec le G28.5 (un anticorps

dirigé contre le hCD40) a été utilisée comme contréle positif.
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Figure 1.-.- L’inhibition du clivage du CD154 par le Clone 8 augmente l'apoptose des

lymphocytes B CD40-positifs. (A) Des cellules Ramos stimulées ou non avec du PMA, ont été
incubées avec les mAbs G28.5 pendant 30 minutes a 4°C suivi par la GAM-Alexa 488. L'expression
du CD40 a été analysée par FACS. (B) Les Ramos prétraitées au PMA ont été co-cultivées avec des
HEK 293-transfectés avec le CD154-WT ou mutés et adhérentes dans des plaques de 24 puits a
un ratio 10:1, pendant 24 heures a 37°C. La réponse a la mort cellulaire des Ramos a été évaluée

par I'analyse du pourcentage de mort obtenu par coloration a l'iodure de propidium par FACS.
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Les résultats affichés sont des valeurs moyennes = SD de cinq expériences indépendantes. Le

G28.5 a été utilisé comme controdle positif de la mort.

3.2.Le Clone 8 reconnait le CD154 de souris.

Puisque notre objectif est d'évaluer l'efficacité thérapeutique du Clone 8 dans des
modeles de souris, et méme si les séquences d'acides aminés présentent 100 % d'homologie au
niveau du site de clivage entre le CD154 humain et le murin (Fig.2A), il est important de confirmer
la capacité du Clone 8 a reconnaitre le CD154 murin. Les cellules 3T3 transfectées avec le CD154
de souris et les HEK 293 transfectées avec le CD154 humain ont été incubées avec les anticorps
monoclonaux suivants : le 5C8, le Clone 8, le Clone 4 et le MR1. La capacité de reconnaissance a
été analysée par cytométrie en flux (Fig.2B). Le MR1, un mAb de hamster dirigé contre le CD154
murin de souris, a été utilisé comme controle positif pour le mCD154 et le 5C8 comme controle
positif de la reconnaissance du hCD154. La Figure 2B montre bien que le Clone 8 reconnait le

CD154 de souris exprimé a la surface des 3T3 d’une fagon comparable a celle du MR1.

Afin de confirmer davantage la capacité du Clone 8 a reconnaitre le CD154 de souris et de
s'assurer de sa spécificité, nous avons procédés a des expériences d'immunoprécipitation. En
effet, les HEK 293 (Vect ou hCD154 WT) et les 3T3 (Vect ou mCD154) ont été lysées puis
centrifugées et 200 ul des surnageants ont été incubés avec 25 pl de Dynabeads préalablement
conjuguées a 5 ug d'anticorps (Clone 4 ou MR1). Les mélanges ont été incubés pendant 16 h a
4°C. Les anticorps conjugués aux billes ont ensuite été placés sur un aimant pour séparer les billes
des surnageants. Les surnageants ont été jetés, et les billes ont été rincées et remises en
suspension dans 40 pul de tampon de lyse. 10 pl du Lammeli buffer préchauffé ont été ajoutés et
les billes ont été incubées a 95°C pendant 5 min. Les protéines ont été par la suite séparées par
électrophorese sur des gels d'acrylamide a 12 % et transférées sur des membranes de PVDF. Les
membranes ont été incubées avec le Clone 8 (1:1000) suivi par le GAM-HRP (1:20 000) pendant 1
h a température ambiante. Les membranes ont été ensuite lavées et incubées avec un substrat
de la HRP (Western Lightning Plus ECL, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Les résultats de la Fig.2C

montrent bien que le Clone 8 reconnait aussi bien le CD154 humain que le CD154 de souris.
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Figure 2.- Le clone 8 reconnait le CD154 souris. (A) les séquences d'acides aminés présentent 100
% d'homologie au niveau du site de clivage entre le CD154 humain et le murin. (B) Des cellules
373 transfectées de maniere stable avec le mCD154 ou le vecteur vide ont été incubées avec des
mAb anti-CD154 murins (MR1) ou des mAb anti-humains CD154 (5C8, Clone 4 ou Clone 8 mAbs).
La liaison de ces mAbs a été révélée en utilisant un anticorps secondaire conjugué alexa-488, et

analysée par FACS. (C) Les lysats des 3T3 transfectées avec le mCD154 ou le vecteur vide ont été
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immunoprécipitées avec des billes recouvertes de MR1 puis analysés par immunoblot avec le
mAb Clone 8; alors que les HEK 293 transfectées avec le hCD154 ou le vecteur vide ont été
immunoprécipitées avec des billes recouvertes du Clone 4 puis analysés par immunoblot avec le

mAb Clone 8.

3.3.Le Clone 8 inhibe la libération spontanée du sCD154 murin.

Comme le clone 8 est dirigé contre le site de clivage du CD154 et vu que le Clone 8 est
capable de reconnaitre aussi bien le hCD154 que le mCD154 nous avons procédé par la suite a
étudier si le Clone 8 pourrait inhiber le clivage de la molécule du milieu intracellulaire comme
c’est le cas pour le CD154 humain [241].Nous avons étudié |'effet du Clone 8 sur la libération
spontanée du mCD154. A cette fin, les cellules 3T3 transfectées avec le mCD154 ou le vecteur
vide ont été traitées avec un controle isotypique ou avec I'un des anticorps monoclonaux; le Clone
4 ou le Clone 8 pendant 24 heures. Les surnageants cellulaires ont ensuite été évalués pour doser
la concentration du sCD154 par ELISA. Comme le montre la Figure 3, le traitement avec le Clone

8 a inhibé de maniere significative la libération spontanée du sCD154.

Cette inhibition du clivage a été comparée a celle obtenue par le traitement avec le GI25,
inhibiteur d’ADAM-10. Suite a notre récente publication qui montre bien que le GI25 inhibe le
clivage spontané du CD154, nous avons opté a I'utiliser comme controle positif de cette inhibition

[240].
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Figure 3.- Le Clone 8 inhibe le clivage spontané du CD154 murin. Les 3T3 transfectées avec le
mCD154 ou avec un vecteur vide ont été traitées 1h a 37°C avec le Clone 8, le Clone 4 ou un
contrdle isotypique (mlgG). Le traitement avec 50uM du GI25 a été utilisé comme contréle positif.
Par la suite les surnageants cellulaires ont été collectés et ont été analysés par ELISA pour
guantifier la concentration du sCD154. Les résultats indiqués sont des valeurs moyennes de trois
expériences indépendantes. Les résultats affichés sont des valeurs moyennes + SD de trois

expériences indépendantes.
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Chapitre 6 — Discussion

Comme tous les membres de la famille des TNF, le CD154 existe aussi sous une forme
soluble. Il a été initialement suggéré que la libération du sCD154 est un moyen de mettre fin au
processus d'activation cellulaire déclenché par l'interaction CD154/CD40. Notre laboratoire a
démontré que cette forme soluble est le résultat d’un clivage enzymatique par les
métalloprotéinases (ADAM-10 et ADAM-17) [18]. Des études antérieures ont montré que le
CD154 peut aussi étre relaché du milieu intracellulaire sans qu’il soit exprimé a la surface des
cellules sous forme d’un fragment de 18 KDa [17]. Les deux formes du CD154, soluble et
membranaire, possedent une structure trimérique qui est absolument nécessaire pour leurs
activités biologiques [12, 16]. A noter, qu’en plus du CD40, I'allbB3 [19], 'a5B1 [32], 'aMB2 [33]
'avPB3 [34] et a4P1 [35] ont été identifiés comme étant aussi capables de lier le CD154,
cependant, nous avons observé que le clivage du CD154 de la membrane cellulaire reste une

propriété privilege au CD40 [18].

Le CD154 possede aussi une activité anti tumorale pouvant mener au contréle de la
croissance de la tumeur [191]. En effet, suite a son interaction avec le CD40 des cellules
tumorales, le CD154 est capable d’initier une réponse immune anti-tumorale. Il est intéressant
de noter que le CD154 membranaire est capable d'induire des réponses apoptotiques plus
importantes que la forme soluble de la molécule dans les cellules CD40-positives [91, 198].
D'autres études ont démontré que la forme membranaire du CD154 était capable d'induire
I'apoptose des cellules malignes alors que sCD154 ne pouvait induire une réponse similaire qu'en

présence d'inhibiteurs de la cascade des MAPK ou de la synthése protéique [114].

Afin de déterminer si le CD154 maintenu a la surface cellulaire induirait une réponse
modifiée par rapport au CD154 destiné a étre clivé, nous avons d'abord démontré que la
substitution individuelle du E112 ou du M113 par alanine n’affecte ni la libération du CD154 du
milieu intracellulaire ni son clivage de la surface cellulaire, tandis que la substitution simultanée
de ces deux résidus abolit compléetement son clivage spontané et son clivage induit par le CD40.

Une telle substitution est loin des résidus impliqués dans la liaison du CD154 avec le CD40, Y145
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et R203, précédemment décrits par notre groupe [40]. Néanmoins, une mutation quelconque
pourrait affecter la structure tertiaire de la molécule et ainsi changer sa conformation pouvant
compromettre sa liaison au CD40. Nos résultats montrent que la double mutation EM du CD154
n'a pas affecté sa capacité de lier les cellules CD40-positives. Pietravalle et al. ont généré un
CD154 résistant au clivage ol une délétion de 12 acides aminés a été effectuée et ont trouvé que
ce dernier induisait une prolifération des cellules B comparable a celle induite par un CD154-wild-
type (wt) [235]. Nous pensons que ces résultats contradictoires peuvent étre expliqués par le fait
gu’une délétion de 12 acides aminés pouvait probablement changer I'affinité de la liaison du
CD154 a son récepteur le CD40. De plus, Masuta et al. ont généré un mutant CD154 résistant au
clivage et ont démontré que les cellules B transfectées avec cette forme du CD154 présentaient
des niveaux comparables du marqueur d'adhésion CD54 ainsi que des marqueurs d'activation
CD80 et CD83, que ceux des cellules exprimant une forme clivable de la molécule [242]. Des
études plus récentes utilisant le méme mutant CD154 ont montré que sa transfection dans la
lignée cellulaire d'adénocarcinome pulmonaire CD40*, A549, induisait des niveaux d'apoptose et
un arrét de la croissance de ces cellules ainsi qu’une activation des cellules dendritiques similaires
a ceux induits suite a la transfection avec la forme WT de la molécule [230]. Le CD154 résistant
au clivage utilisé ici est le résultat d’'une substitution de six acides aminés apres la M113,
n'impliquant donc pas les résidus E112-M113, connus pour étre impliqués dans le processus du
clivage, expliquant probablement le désaccord entre ces données et les notre. Il est important de
signaler ici que le CD154 peut aussi étre internalisé [243]. En effet, le CD40 joue un role dans le
clivage du CD154 de la surface cellulaire ainsi que dans l'internalisation de la molécule [243].
Comme nos données montrent que I'expression du CD154 a la surface cellulaire en présence du
CD40 est toujours inversement proportionnelle au niveau du sCD154 qui se trouve dans le
surnageant, nous supposons qu'un niveau minimal d'internalisation du CD154 a lieu dans notre

systeme.

En plus de son roéle de ligand, le CD154 agit également comme une molécule de
transduction de signal. Il a été démontré que la liaison du CD154 a des anticorps monoclonaux
qui lui sont spécifiques induisait I'activation d’une variété de voies de signalisation, notamment

celle de PTK, JNK, p38, Rac-1 et p56ick [106, 107, 244-247]. En effet, cette activation était similaire
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a celle produite suite a la stimulation avec le CD40 purifié, ce qui prouve sa spécificité au CD154.
Nos travaux montrent qu’une telle capacité a transmettre un signal intracellulaire n'a pas été
affectée par la mutation EM du CD154 vu que suite a l'interaction avec le CD40, les deux formes
sauvage et mutée présentaient une activation ERK1/2 similaire. Ces données suggerent que notre
mutant résistant au clivage conserve sa capacité a agir comme une molécule de transduction et
participe a la signalisation bidirectionnelle induite par le complexe CD154/CD40, un processus

important dans le systéme immunitaire et inflammatoire [44, 47].

Malgré que certaines études montrent que la forme soluble du CD154 a perdu sa capacité
a activer les CPA [248], la plupart des évidences indiquent que le sCD154 est biologiquement actif
[249, 250]. De plus, il a été montré que la libération du sCD154 a des niveaux accrus est une
caractéristique de plusieurs maladies auto-immunes et inflammatoires telles que I'arthrite
rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé, I'athérosclérose [41, 47]. Dans ces maladies, les
cellules T activées du sang périphérique et le sCD154 libéré par les plaquettes, vont interagir avec
les cellules exprimant le CD40, stimulant ainsi le complexe CD154/CD40 et amplifiant son role
biologique [23]. Afin de déterminer I'importance biologique du sCD154 par rapport au CD154
membranaire, il était important d’étudier le processus par lequel les cellules produisent le
sCD154. Il a été suggéré que la libération du sCD154 des cellules T humaines activées provient de
I'intérieur de la cellule suite a un clivage intracellulaire suivi d’'une libération dans le milieu
extracellulaire [16, 232]. En effet, I'utilisation d’inhibiteurs de protéases, a la surface cellulaire,
n'a pas modifié les niveaux du sCD154 détectés dans les surnageants cellulaires [16, 232]. Or, nos
résultats décrits dans le troisieme chapitre, montrent que les métalloprotéinases ADAM-10 et
ADAM-17 sont responsables non seulement du clivage du CD154 de la surface cellulaire, mais
également de sa libération spontanée de l'intérieur de la cellule, suggérant un niveau d'activité
basale de ces métalloprotéinases. En effet, lors de leur étude sur le sCD154, Pietravalle et al. ont
suggéré la présence d’une activité enzymatique intracellulaire menant a la libération du sCD154
[249]. De plus, Reiss et al. ont suggéré la présence d’une activité d’ADAM-17 au niveau des cellules
non activées [251]. Par conséquent un processus similaire pourrait également étre probable pour

I’ADAM-10.
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Comme décrit plus haut, le CD154 membranaire est un inducteur plus puissant que le
sCD154. En effet, EImetwali et al. ont démontré que le CD154 résistant au clivage induit
I'apoptose des cellules cancéreuses en augmentant le TRAF-3 par rapport a TRAF-6, activant ainsi
les signaux apoptotiques médiés par JNK et régulant négativement ceux de la survie PI3K/Akt
[117] ou en régulant positivement le NORE1A/RASSF5 [215]. Récemment, le méme groupe a
démontré que les cellules malignes CD40* stimulées avec le CD154 résistant au clivage présentent
une régulation positive des genes modulant les fonctions immunitaires et une régulation négative
de ceux responsables de la croissance et de la division cellulaires [216]. Cependant, peu est connu
sur 'effet de la forme non clivable du CD154 par rapport a sa forme clivable d’ou I'intérét de notre
étude qui a examiné les réponses médiées par le CD154 lié a la membrane sous sa forme
résistante au clivage par rapport a sa forme clivable. Nous savons que I'interaction CD154/CD40
joue un role important dans la prolifération et la survie des cellules B [101]. Cependant, diverses
études ont montré que cette interaction peut également jouer un role direct dans l'induction de
la mort cellulaire spécifique et dans I'inhibition de la prolifération des cellules tumorales [204,
252, 253]. Une étude réalisée dans notre laboratoire montre que la signalisation via le CD40
conduit a une mort rapide des cellules B médiée par ce dernier [112]. Afin d’étudier la mort
cellulaire suite a l'interaction du CD154/CD40, nous avons utilisé les Ramos, un modeéle de cellules
B immatures exprimant constitutivement le CD40 a leur surface. Etant insensibles a la mort, nous
avons évalué la possibilité de stimuler cette réponse par un traitement a la PMA. Nos résultats
montrent que les Ramos cocultivées avec la forme résistante du CD154 étaient plus sensibles a la
mort cellulaire que celles cocultivées avec le hCD154-WT. Le CD154-EM induit donc une mort
cellulaire plus importante au niveau des Ramos, par rapport au CD154-WT. Cependant, des
études antérieures, ont montré des effets similaires de ces deux formes, résistante au clivage ou
non, dans le déclenchement de I'apoptose et l'arrét de la croissance des cellules
d’adénocarcinome pulmonaire exprimant le CD40 [230]. De méme, Masuta et al. ont montré une
induction de I'expression des marqueurs d'adhésion et d'activation similaire en utilisant un
mutant du CD154 résistant au clivage en comparaison avec sa forme sauvage. [242]. Ces
observations contradictoires a nos résultats peuvent étre expliquées par le fait que le niveau

d’expression du CD40 prédit le destin de la cellule. En effet, un faible niveau d’expression est
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associé a une prolifération cellulaire tandis qu'un niveau d'expression élevé est lié a I'apoptose.
Donc, notre CD154 résistant au clivage, étant maintenu sur la surface cellulaire induirait une
réponse de mort plus importante dans les lignées cellulaires B sensibilisées par rapport au CD154

transmembranaire sauvage.

Pour étudier I'effet de la résistance sur la prolifération des cellules B, des cellules HEK-293
ont été co-cultivées avec des cellules B de donneurs sains marquées au CFSE. Les HEK 293 CD154-
EM ont démontré une prolifération des cellule B plus prononcée que celle des cellules cultivées
avec les HEK-293 CD154-WT. Lors d’une étude antérieure il a été démontré que le sCD154
présente des capacités de prolifération moins importantes envers les cellules B que le CD154
exprimé a la surface des cellules COS-7 [24]. Pietravalle et al. ont montré que les formes non
clivable et clivable du CD154 partagent les méme réponses cellulaires des cellules B et que le
clivage du CD154 de la surface cellulaire n'est donc pas une condition préalable a ses fonctions
prolifératives ou activatrices envers les cellules B [235]. Nous suggérons que ce désaccord avec
nos données peut étre expliqué par le fait qu'une délétion de 12 acides aminés pourrait
probablement changer I'affinité de la liaison du CD154 a son récepteur le CD40 affectant ainsi ses

réponses biologiques.

De plus nous savons que l'interaction du CD154 avec le CD40 exprimé sur les cellules B
amplifie la commutation de classe des Igs in-vitro [39]. En effet, I'importance du complexe
CD154/CD40 a été démontrée chez les patients souffrant d’hyper-IgM ou la mutation du CD154
affecte I'interaction CD154/CD40 aboutissant a une commutation de classe d’immunoglobulines
altérée [97, 98]. Nos données montrent que les niveaux d'lgG, IgM et IgA produits étaient
significativement plus élevés dans les surnageants de cellules B cultivées avec la forme résistante
au clivage du CD154 que ceux cultivés dans la présence de CD154-WT. Donc le CD154 résistant
au clivage est aussi capable de déclencher une production accrue d'lg par rapport a la forme
clivable de CD154. En effet, une étude vient supporter nos résultats montrant que le niveau
d’exposition des lymphocytes B au CD154 affecte leur prolifération, leur différentiation ainsi que

leur sécrétion d'immunoglobuline [254].
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Il ne faut pas oublier que I'interaction CD154/CD40 induit une activation bidirectionnelle
donc le maintien de la molécule a la surface de la cellule influencera non seulement les réponses
biologiques dans les cellules CD40* mais aussi les fonctions biologiques dans les cellules CD154*.
En effet, il a été démontré que cette interaction favorise la différenciation des cellules T en
cellules T auxiliaires de type Th1l [108]. On pense donc que l'inhibition du clivage du CD154
conduirait a une activation accrue des cellules immunitaires et a leur production de cytokines (
IL-12, IL-2, IFN- y) favorisant la réponse Th1l. Cette réponse et trés importante dans la lutte contre
les cellules tumorales. En effet, les lymphocytes T CD4*, exprimant le CD154 a leur surface, vont
activer les cellules dendritiques par I'intermédiaire de leur CD40 induisant leur maturation et la
présentation antigénique. Ces cellules dendritiques vont a leur tour stimuler les fonctions

cytotoxiques des CD8* contre les cellules tumorales.

De nombreuses maladies auto-immunes et inflammatoires sont caractérisées non
seulement par des taux accrus de CD154 exprimés a la surface des cellules immunitaires ou non
mais également par une concentration élevée du sCD154 dans le sérum des patients. De |3,
découle notre intérét pour identifier la source de la forme soluble du CD154 et savoir comment
elle est générée. Notre étude décrit la génération d'un mAb anti-CD154 dirigé contre le site du
clivage du CD154. En effet, la découverte des mAbs par Milstein et Kbhler en 1975 [255] a
révolutionné le domaine de I'immunologie. Il a ouvert la porte a des avancées intéressantes dans
le traitement de diverses maladies auto-immunes et I'immunothérapie du cancer. Contrairement
aux anticorps polyclonaux, les mAbs sont plus spécifiques et peuvent étre dirigés contre deux ou

trois acides aminés.

Suite a notre génération du CD154-EM résistant au clivage et dans le but de développer
des outils pour inhiber le processus de clivage de CD154, nous avons généré un mAb capable de
bloquer le clivage du CD154 qu’il soit induit via son interaction avec le CD40 ou libéré
spontanément. Il est important de noter que le Clone 8 perd sa capacité de reconnaitre le mutant
CD154-EM et qu’il n'interfére pas avec l'interaction du CD154/CDA40. Il est donc trés probable que
la liaison du Clone 8 aux résidus E112 et M113 abolit complétement la capacité d'ADAM-10 et -

17 a reconnaitre la molécule du CD154 exprimée a la membrane.
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Plusieurs mAbs anti-CD154 sont disponibles et sont connus pour leur capacité a bloquer
I'interaction CD154/CD40. En effet, le BG9588 et I'IDIC131 sont des mAbs dirigés contre le CD154
humain et ont prouvé leur efficacité a bloquer cette interaction dans des modeéles animaux de
maladies auto-immunes. Cependant les essais cliniques ont été interrompus en raison de
complications potentiellement mortelles. Le 5C8, également connu pour bloquer l'interaction
CD154/CD40 [4], a été évalué dans des études sur le rejet d'allogreffe [256, 257] et arrété car il
induisait également des complications de nature thrombotique [258]. Contrairement a ces mAbs,
le Clone 8 vise a améliorer la disponibilité et donc la fonction immunitaire du CD154 plutét que
d'inhiber son interaction avec le CD40. De plus, l'interaction CD154/CD40 est d'une importance
particuliére a ce stade, car le CD40 est le seul parmi les récepteurs CD154 capable d'induire le

clivage de la molécule, comme précédemment montré par notre groupe [18].

Acteur essentiel dans la pathogenese de nombreuses maladies inflammatoires et auto-
immunes, le CD154 a été la cible de nombreuses approches thérapeutiques. A ce sujet, de
nombreux anticorps ont été développés contre le CD154, ayant tous une fonction antagoniste
vis-a-vis de la molécule et visant a réduire voire bloquer totalement le réle du CD154 dans la
maladie en question. Mais, dans certains états pathologiques, il est nécessaire d'améliorer la
fonction du CD154 afin que la maladie soit soulagée, controlée ou guérie. En effet, la dyade
CD154/CD40 a été impliquée dans les réponses anti-tumorales et donc la cible de plusieurs
approches immunothérapeutiques du cancer. Le traitement avec un CD154 recombinant ou avec
des anticorps agonistes dirigés contre le CD40, a été évalué dans des modeéles animaux ainsi que
dans des essais cliniques humains [259-261], cependant il a été démontré qu'ils ont une faible
activité par rapport a celle induite par le CD154 [191, 262]. Nos études proposent donc un outil
intéressant et probablement tres efficace. En effet, cet mAb inhiberait le clivage du CD154 a partir
des cellules et maintiendrait la molécule a la surface cellulaire afin d'augmenter sa puissance a

induire des réponses immunitaires contre les cellules cancéreuses.

Afin d’évaluer |'effet biologique du Clone 8 et ayant démontré que le mutant CD154-EM
résistant au clivage induit une réponse de mort plus prononcée dans les lignées cellulaires B CD40-
positives par rapport a la forme clivable CD154-WT de la molécule [233], nous avons évalué le

role de cet anticorps dans la mort des cellules B. Nos résultats montrent que le Clone 8 agit d'une
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facon comparable a celle du mutant CD154-EM résistant au clivage en augmentant la mort des

Ramos a un niveau comparable a celui induit par le CD154-EM.

Vu la grande similarité entre le CD154 humain et murin, notre objectif majeur était
d'évaluer l'efficacité thérapeutique du Clone 8 mAb dans des modeéles de souris. Méme si les
séquences d’acides aminés montrent 100 % d'homologie au niveau du site de clivage du CD154
humain et murin (°’KENSFEMQ'#), nous avons évalué la capacité du Clone 8 a reconnaitre le
CD154 murin. Nos résultats indiquent clairement que ce dernier reconnait le CD154 murin
exprimé a la surface des cellules, comme le montre I'analyse par FACS et par
immunoprécipitation. Ceci nous a permis d’étudier son effet sur les cellules murines. En effet, le
Clone 8 s’est avéré capable d’inhiber le clivage de la molécule du milieu intracellulaire comme
c’est le cas pour le CD154 humain. Le traitement avec le Clone 8 a inhibé de maniere significative

la libération spontanée du sCD154 des cellules murines CD154".

Notre étude ouvrira la porte sur la facon d'améliorer l'interaction CD154/CD40 et
permettra au clone 8 d’étre étudié dans différentes maladies auto-immunes, tel que le Lupus,
I’Arthrite rhumatoide, la Sclérose en plaques et le Cancer. Ainsi, nos résultats permettront le
passage de ce dernier au stade des essais cliniques afin de mettre en place un nouveau traitement

efficace pour les maladies auto-immunes et le cancer.
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Chapitre 7 — Conclusion et perspectives

Lors de ce projet, nous avons réussi a bloquer le clivage enzymatique du CD154 par deux
différentes approches. La premiére consiste en une génération d’'une mutation au niveau du site
de clivage et la deuxieme par un mAb anti CD154 dirigé contre les résidus impliqués. L'inhibition
du clivage du CD154 de la surface cellulaire et par conséquence le maintien de son expression
membranaire induit une augmentation de son activité biologique. Le CD154 résistant au clivage
gui maintient la capacité de se lier au CD40, induit une réponse de mort cellulaire plus prononcée,
une prolifération de cellules B importante, et une production plus importante
d'immunoglobulines par rapport a la forme clivable du CD154. De plus, il est possible que ce

phénoméne influence aussi les fonctions biologiques dans les cellules CD154-positives.

Pour les expériences futures, il faudra étudier le réle du CD154 résistant au clivage dans
la maturation et I'activation des cellules dendritiques, un processus de grande importance dans
les réponses immunitaires contre le cancer [263, 264]. Afin d’obtenir des cellules dendritiques
nous allons isoler les monocytes des PBMC de donneurs sains. Ces derniers seront incubés avec
IL-4 et le GM-CSF pour étre plus tard cocultivées avec des cellules CD154* +/- Clone 8. Une étude
des marqueurs d'activation et de maturation (CD40, CD83, HLA-DR, CD54 et CD86) sera analysée
par cytométrie en flux. La production de cytokines, I'lL-12 et I'IL-10, sera aussi évaluée par ELISA.
De méme il serait intéressant d’étudier I'effet du Clone 8 sur I’activation des monocytes. Comme
décrit plus haut une coculture avec des cellules CD154* sera établi et une étude de I'expression
du CD16, CD54, CD86, CD163 et CD206 et de la production des cytokines, TNF-a, IL-6, IL-10 et IL-

12, sera déterminée.

Etant donné les effets directs apoptotiques et indirects immunostimulants de I'interaction
CD154/CDA40, et les résultats montrant que le CD154 membranaire est un activateur plus puissant
du CD40 que le sCD154 [114, 117], et vu que les réponses induites par le CD40 sont dépendantes
de la durée de son exposition au CD154 [265] il estimportant d’étudier I'effet biologique du Clone
8. Pour étudier le réle anti-tumoral direct du CD154 non clivé, des cellules T primaires isolées de

PBMC de sujets sains seront activées avec anti-CD3/CD28 pour induire une expression optimale
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du CD154 sur leur surface. Les cellules T activées seront ajoutées sur les cellules EJ du carcinome
de la vessie (CD40") et les cellules HONE du carcinome du nasopharynx (CD40°) pré-adhérées. Ces
cocultures vont étre traitées ou non avec le Clone 8. La prolifération et I'apoptose seront testées

par cytométrie en flux (WST-1 et I'’AnnexinV).

Pour évaluer les activités anti-tumorales indirectes du CD154 non clivable, une évaluation
de sa capacité a induire |'activation des cellules B, a favoriser la différenciation de la lignée M1
des monocytes et a améliorer |'activation et la maturation des cellules dendritiques sera mise en
place. Les cellules T de donneurs sains seront co-cultivées avec des cellules B isolées, des
monocytes isolés ou avec des cellules dendritiques immatures et stimulées avec un super-
antigéne, améliorant ainsi l'expression du CD154 a la surface des cellules T. Par la suite
I’expression des marqueurs d'activation, de différenciation et de maturation seront évaluées au
niveau des cocultures des cellules T/cellules B, cellules T/monocytes ou cellules T/CD immatures,

en présence ou en |'absence du Clone 8.

Nos résultats montrent que le Clone 8 reconnait le CD154 murin exprimé a la surface des
cellules. De plus, ce dernier est capable d’inhiber le relargage spontané du CD154 murin. Mais,
est ce qu’il sera capable d’inhiber le clivage induit par le CD40 comme c’est le cas pour le CD154
humain? Afin de pouvoir répondre a cette question des 3T3 transfectées avec le mCD154 seront
cultivées, en présence ou non du Clone 8, avec une lignée de cellule B exprimant le CD40 (A20).
L'inhibition du clivage sera testée par I'analyse de I'expression du CD154 a la surface cellulaire par

cytométrie en flux et par le dosage du sCD154 présent dans le surnageant des cellules par ELISA.

Une fois cette inhibition confirmée, il va falloir évaluer I'effet biologique du Clone 8 dans
un modele de cancer murin in-vivo. A ce sujet, des cellules de carcinome du colon MC38 vont étre
injectées sous cutanée chez des souris C57BL/6 comme décrit précédemment [266]. A partir du
jour 4 suivant l'inoculation et tous les 3 jours, les souris seront traitées par voie intrapéritonéale
avec un controdle isotypique, un mAb anti-PD1 murin (comme contréle positif), le Clone 8, ou une
combinaison du Clone 8 et de I'anti-PD1. Les animaux seront observés régulierement et la taille
de la tumeur sera calculée. Les souris seront sacrifiées au jour 15. La tumeur sera excisée et son

poids déterminé. On s’attend a que le Clone 8 ait une activité antitumorale comparable a celle
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de I'anti PD-1. Plusieurs études viennent a I'appui montrant I'efficacité du CD154 membranaire
dans le traitement du cancer que ce soit des cellules transfectées ex-vivo avec le CD154 avant
leur inoculation chez I’'animal ou traitées directement avec un adénovirus codant pour le CD154

[267-270].

Pour étudier le mécanisme d'action de cet anticorps, nous déterminerons les niveaux de
cytokines (Th1/Th2) présent dans le sérum de ces souris par cytokine arrays. Des coupes
immunohistochimiques des tumeurs et des ganglions seront établis afin d'évaluer les marqueurs

des cellules immunitaires.

Afin d'évaluer a la fois I'effet anti-tumoral direct et indirect du Clone 8, des souris seront
injectées avec des cellules de mélanome, B16F10, ces cellules expriment le CD40 a leur surface
par rapport au carcinome du célon MC38 qui sont CD40-negative. Nous utiliserons la méme
approche pour I'implantation et le traitement des tumeurs que celle décrite pour le modeéle MC38
ci-dessus. Nous nous attendons a observer une croissance tumorale réduite et des réponses
immunitaires améliorées chez les souris traitées avec un le Clone 8 inhibant le clivage du CD154.
Nous nous attendons a ce que la réponse anti-tumorale dans les cellules de mélanome B16F10
CD40* soit plus prononcée que celle observée dans les cellules de carcinome du colon MC38 CD40"
. Dans le cas des cellules B16F10 qui expriment le CD40, nous allons avoir les deux phénomeénes
direct et indirect. En effet, suite a l'interaction du CD154 avec le CD40 des cellules cancéreuses,
la réponse antitumorale et induite directement en arrétant la croissance des cellules tumorales
et en les sensibilisant a I'apoptose. De plus, la croissance tumorale sera aussi affectée
indirectement en stimulant le systeme immunitaire et mettant en place une réponse anti-
tumorale a médiation cellulaire. Pour confirmer davantage |'effet du Clone 8, des expériences
seront menées sur des souris CD154 KO. Les souris CD154 KO seront traitées comme décrit plus
haut et les expériences seront menées en paralléle sur des souris CD154-WT afin de comparer
I’effet du Clone 8 sur la tumeur. On s’attend a que la croissance tumorale soit beaucoup plus
importante chez les souris CD154 KO et que le Clone 8 n’exerce aucun effet comparé au souris
CD154-WT ou le traitement avec le Clone 8 devrait inhiber significativement la croissance de la
tumeur. Ces expériences prouveront donc que l'effet inhibiteur de la croissance tumorale du

Clone 8 est spécifique au CD154 et a son inhibition du clivage et non a une toxicité de cet mAb.
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Dans le cas de toute complication thromboembolique due a I'utilisation du Clone 8 dans

son intégrité, des fragments F(ab) du mAb Clone 8 seront évalués in vivo comme ci-dessus.

Les approches immunothérapeutiques impliquant l'interaction CD154/CD40 ont été
remises en cause. En effet, un risque accru de toxicité a été observé lors de |'utilisation d’agoniste
anti-CD40. De plus, I'utilisation d’un CD154 recombinant s’est avéré d’une faible efficacité dans
le traitement anti-tumoral [271] et l'utilisation du CD154 dans la thérapie anti-tumorale n'est pas
tres réalisable vu le nombre restrient de cellules malignes en circulation et la difficulté de leurs

manipulation ex-vivo [260]. D'ou le besoin d'outils thérapeutiques alternatifs plus performants.

Notre étude fournira donc de nouveaux outils immunothérapeutiques a haut potentiel
dans le traitement du cancer augmentant la capacité de survie et améliorant la qualité de vie des

patients. Ces données permettront donc le passage du Clone 8 a la phase clinique.
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