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SOMMAIRE

it

L’interleukine-12 est une cytokine qui posséde plusieurs activités biologiques
trés importantes dans I’immunité innée et acquise. Au cours de ce travail de
doctorat, nous avons étudié le role de trois molécules dont une soluble, I’'IL-15, et
deux membranaires, le LAG-3 et le CD47, dans la régulation de la production d’IL-
12 chez ’homme.

Dans un systéme expérimental de cocultures de lymphocytes T et de
monocytes autologues, nous avons démontré qu’en présence d’IL-15, les
lymphocytes T CD4*CD154" proliférent et lient le CD40 exprimé a la surface des
monocytes, permettant de déclencher la production d’IL-12 par ces derniers. L’IL-
12 agit & son tour sur les lymphocytes T CD4" en induisant la sécrétion d’IFN-y.
Cette production endogéne d’IL-12, en réponse a I'IL-15 exogéne, dépend
principalement de I’interaction CD40-CD154. De plus, une absence de sécrétion
d’1L-12 est constatée lorsque les monocytes sont cocultivés avec des lymphocytes T
CD8'CD154.

Il a été rapporté dans la littérature que la liaison du CMH de classe II par un
anticorps monoclonal induit la sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques. Nous
avons alors postulé que 1’interaction de LAG-3 avec son ligand naturel, le CMH de
classe II, pourrait représenter un second mécanisme utilisé par les lymphocytes T,
en plus de I’interaction du CD154 avec le CD40 exprimé a la surface des monocytes
et des cellules dendritiques, pour induire la production d’IL-12 par ces deux types
cellulaires. Nos résultats démontrent une inhibition de la sécrétion d’IL-12 et
d’IFN-y suite 2 ’addition d’un anticorps monoclonal neutralisant anti-LAG-3 dans
notre modele de cocultures de lymphocytes T et de monocytes autologues en

présence d’IL-2. Nous avons également observé que la protéine de fusion LAG-



, 3lg costimule la production d’IL-12, en réponse a des doses suboptimales de
CD154 soluble, par les monocytes alors que cette méme protéine de fusion induit
directement la sécrétion d’I1-12 par les cellules dendritiques.

Notre travail sur le CD47 peut étre divisé en deux parties. Dans le premier
volet, nous avons démontré que 1’engagement du CD47 par un anticorps
monoclonal, par son ligand naturel, la thrombospondine (TSP), ou encore par le
peptide 4N 1K (peptide représentant la partie carboxy-terminale de la TSP qui lie
sélectivement le CD47) inhibe de fagon spécifique et sélective la production d’IL-12
par les monocytes. Sachant que I'IL-12 joue un role fondamental dans la
différenciation Th1, nous avons alors, dans le deuxiéme volet de ce travail, postulé
que ’engagement du CD47 inhibe la différenciation des lymphocytes T naifs en
effecteurs de type Thl. Nous avons développé un modéle expérimental de
différenciation des lymphocytes T naifs a partir de cellules mononucléées isolées du
sang de cordon ombilical. Nos résulats montrent que I’engagement du CD47
supprime la réponse des lymphocytes T naifs a I'IL-12 exogéne, en inhibant
I’expression de la chaine B2 du récepteura 1I’IL-12, et empéche ainsi leur maturation
en effecteurs de type Thl sans induire leur différenciation en effecteurs de type
Th2. Cette suppression résulte d’une inhibition initiale de la synthése d’IL-2 par les
lymphocytes T naifs.

En conclusion, I’étude de ces trois molécules a permis de démontrer que I'IL~
15 et le LAG-3 sont des régulateurs positifs de la production d’IL-12 chez
I’homme. Par contre, le CD47 supprime non seulement la synthése d’I1L-12, mais

aussi la réponse des lymphocytes T naifs a cette cytokine.
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INTRODUCTION



Le théme de ma thése porte sur la régulation de la production d’interleukine-12
chez I’homme. Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié 'implication de trois
molécules soit I'IL-15, le LAG-3 et le CD47 sur la synthése d’IL-12 par les cellules
présentatrices de ’antigéne. Par conséquent, la section Introduction fera une revue de

la littérature sur ces molécules avec une emphase particuliére sur I'IL-12.

1. Interleukine-12

1.1 Découverte

Décrite simultanément par deux groupes indépendants, I'IL-12 a ét
originellement identifiée comme un facteur produit par une lignée humaine de
lymphocytes B, transformés par le virus Epstein-Barr. Le premier groupe (Gately er
d., 1986; Wong et d., 1988; Stern ef dl., 1990) a démontré que 1’IL-12, en synergie
avec I’IL-2, induit la maturation de lymphocytes T cytotoxiques et de cellules LAK. Au
méme moment, un second groupe rapportait que 1’IL-12 augmente la cytotoxicité
cellulaire médiée par les cellules NK et induit la sécrétion d’IFN-y par ces derniéres
(Kobayashi et al., 1989). Les termes CLMF (Cytotoxic Lymphocyte Maturation
Factor) et NKSF (Natural Killer cell Stimulatory Factor) ont aussi été utilisés pour

décrire cette cytokine.

1.2 Caractéristiques structurales

L’IL-12 est un hétérodimeére composé de deux chaines structurellement non

apparentées et reliées par un pont disulfure: p35 (+ 35 kD) et p40 (£ 40 kD)
(Kobayashi et al., 1989; Stern etal., 1990). La synthése d’1L-12 bioactive résulte de



?’assemblage intracellulaire de ces sous-unités (Gubler et al., 1991; Wolf et al., 1991),
codées par des génes distincts qui sont situés sur les chromosomes 3 et 5 chez ’homme
(Sieburth et al., 1992) et3 et 11 chezla souris (Tone et al., 1992). La régulation de la
transcription des chaines p35 et p40 est largement indépendante. Le géne codant pour
p40 est exprimé uniquement dans les cellules sécrétant de I’IL-12 alors que le géne du
p35 est faiblement exprimé de maniére ubiquitaire (D’Andrea ez al., 1992; Kubin er al.,
1994). La synthése de ces deux chaines résulte principalement d’une régulation au
niveau transcriptionnel. En effet, le promoteur de I’IL-12 p40 contient de multiples sites
de liaison pour des facteurs de transcription incluant les éléments Ets, NF-xB et C/EBP
(Murphy er al., 1995; Maet al., 1997; Plevy et al., 1997). Des sites semblables et
potentiels existent aussi dans la région promotrice du géne codant pour I'IL-12 p35 tels
que les éléments GAS, ICSBP, ISRE et NF-xB (Tone ez al., 1996; Yashimoto e al.,
1996). Les cellules produisant de 1’IL-12 synthétisent et sécrétent un large exces (10 a
100X) de p40 libre, monomérique ou homodimérique, qui chez I’homme est dénué
d’activité biologique (Kubin et al., 1994; Ling et al., 1995). 1l a éé démontré que
I’homodimeére p40 agit plutdt comme antagoniste de la réponse a I’'IL-12 in vitro et in

vivo (Gillessen et al., 1995; Gately et al., 1996; Heinzel etal., 1997).

1.3 Récepteurs

Le récepteura 1’IL-12 est composé de deux unités soit les chaines f1 et f2 qui
sont apparentées a la chaine gp130 du récepteur a I’'IL-6 et aux récepteurs du LIF et du
G-CSF (Stahl and Yancopoulos, 1993; Chua et al., 1994; Presky ez al., 1995; Presky
etal., 1996). L’expression sélective de I'IL-12R sur les lymphocytes T activés et les
cellules NK (Chizzonite et al., 1992; Desai et al., 1992) rend compte de trois activités

biologiques essentielles de cette interleukine sur ces cellules: (1) stimulation de la



prolifération (Kobayashi et al., 1989; Stern et al., 1990; Gately et al., 1991; Wolf e
al., 1991; Robertson eral., 1992), (2) induction de la production d’IFN-y (Kobayashi
et al., 1989; Stern et al., 1990; Chan et al., 1991; Wolf et al., 1991; Gately et al.,
1994; Murphy et al., 1994) et (3) facilitation de la cytotoxicité lymphocytaire
(Kobayashi et al., 1989; Stern etdl., 1990; Wolf eral., 1991; Robertson et al., 1992;
Chouaib er al., 1994). Tandis que les deux chaines Bl et B2 sont responsables
d’engager I'IL-12, seule la chaine B2 semble essentielle pour médier la transduction du
signal intracellulaire (Gately et al., 1998). La liaison de I’'IL-12 a son récepteur induit
rapidement I’activation des tyrosines kinases Jak 2 et Tyk 2 ainsi que la phosphorylation
des facteurs de transcription STAT 3 et STAT 4 (Bacon et al., 1995a; Bacon ef al.,
1995b; Jacobson et al., 1995). Une étude récente de Ahn et al. (1998) a tenté
d’associer différents composants de cette signalisation intracellulaire a deux fonctions de
I'IL-12. Plus précisément, les combinaisons Jak 2-STAT 5 et Tyk 2-STAT 4 seraient
impliquées dans I’induction de la prolifération et de la production d’IFN-y,
respectivement. Cependant, des expériences avec des souris déficientes en STAT 4 ont
démontré que I’activation de ce facteur de transcription par 1'IL-12 est nécessaire pour
induire les activités biologiques de cette cytokine, incluant la prolifération (Kaplan et al.,
1996; Thierfelderet al., 1996). Une étude publiée depuis peu montre que le récepteur a
1I’IL-12 est également présent sur les neutrophiles et que sa liaison s’accompagne d’une
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire, de la polymérisation de
1’actine, de la phosphorylation de tyrosines et de la production de métabolites hautement
réactifs (Collison er al., 1998). Récemment, il a été rapporté que 1'1L-12 peut aussi agir
directement sur les celiules dendritiques en utilisant un récepteur quelque peu différent
de celui exprimé sur les cellules T et NK puisqu’il est composé d’un isoforme de la

chaine 1 associé a une chaine p2 (Grohmann et al., 1998). De plus, la transduction du



signal via ce récepteur implique I’activation de molécules de 1a famille NF-xB, telles que

RelB et p50, plutdt que de la famille STAT (Grohmann ef al., 1998).

1.4 Origine cellulaire et régulation

L’IL-12 est essentiellement produite par des cellules appartenant a la premiére
ligne de défense de 1’organisme. Les cellules de la lignée des monocytes/macrophages
telles que les monocytes (D’Andrea et al., 1992), les macrophages (Hsieh et al.,
1993), les cellules de Kupffer (Takahashi er al., 1996), les cellules mésangiales
(Bussolati et al., 1999) et les cellules gliales incluant la microglie (Park and Shin, 1996)
etles astrocytes (Stalder et al., 1997) contribuent toutes a sécréter de I’IL-12 en réponse
a différents stimuli. D’autres cellules du systéme immunitaire innée comme les
polymorphonucléaires neutrophiles et éosinophiles (Cassatella et al., 1995; Nutku ez
al., 2000), les mastocytes murins (Smith et al., 1994) et les kératinocytes (Muller et
al., 1994) ont aussi la capacité de produire cette cytokine. Par contre, ce sont les cellules
dendritiques (Macatoniaet al., 1995; Sousa et al., 1997) et les cellules de Langerhans
(Kang et al., 1996) qui représentent les CPA les plus importantes en ce qui a trait a la
production d’IL-12. Jusqu’a maintenant, quatre mécanismes principaux ont été décrits
pour induire la sécrétion d’IL-12 par les monocytes/macrophages et les cellules
dendritiques. Premiérement, un grand nombre de pathogénes intracellulaires vivants ou
tués induisent directement la production d’IL-12 par les CPA. Parmi ceux-ci, les plus
connus sont les parasites Leishmania major et Toxoplasma gondii (Gazzinelli et al.,
1993; Heinzel er al., 1993; Sypek et al., 1993; Gazzinelli ez al., 1994; Reiner et al.,
1994), les bactéries Listeriamonocytogenes et Mycobacterium tuberculosis (Hsieh et
al., 1993; Tripp et al., 1993; Cooper et al., 1995) et certains virus comme le

cytomégalovirus murin (Orange and Biron, 1996) etle virus de I’influenza (Monteiro e



al., 1998; Saurwein-Teissl et al., 1998). Les produits microbiens contribuent également
a induire la sécrétion de cette cytokine pro-inflammatoire comme le LPS des bactéries
gram’ (Baron et al., 1993) et I’acide lipotéichoique des bactéries gram* (Cleveland er al.,
1996) lorsqu’ils interagissent avec les récepteurs de la famille TLR (Toll-like receptors)
(Brightbill et al., 1999; Takeuchi et al., 1999). Les superantigénes d’origine
bactérienne tels que ’entérotoxine B ou le TSST-1 du staphylocoque (Lester ef al.,
1995; Haské ef al., 1998b), les ADN bactériens contenant des motifs nucléotidiques
CpG non méthylés (Klinman et al., 1996; Sato et al., 1996) et le poly(I:C), un ARN
double-brin synthétique souvent utilisé dans les modeles d’infections virales (Verdijk ez
al., 1999), sont d’autres dérivés d’agents infectieux capables de déclencher la
production d’IL-12. 1l avait été décrit que d’autres micro-organismes comme
Mycobacterium bovis BCG n’induisent la sécrétion d’IL-12 qu’en présence d’IFN-y
(Flesch et al., 1995; Kaufmann et al., 1995). Dans ce dernier cas, la production initiale
d’TFN-y était donc indépendante de 1I’TL-12 et semblait provenir des cellules T NK1*
(Hayakawa et dl., 1992; Arase et al., 1993; Arase et al., 1996). Récemment, il a été
cependant démontré que bien que les cellules T NK 1" sont de puissantes productrices
d’IL-4 et peuvent promouvoir une réponse immunitaire 2 médiation cellulaire de type
Th2, une déviation vers la sécrétion d’IFN-y est observée suite a une infection avec M.
bovis et ceci a travers la production d’IL-12 endogéne (Emoto er al., 1999).
D’ailleurs, une autre étude montre que ces cellules expriment de fagon constitutive le
récepteur & I'IL-12 et jouent un role critique dans la production d’IFN-y et dans
’initiation des réponses protectrices de type Thl (Kawamura er al., 1998). Lors
d’infections avec M. bovis, il est également suggéré qu’en plus des cellules T NK17, les
macrophages pulmonaires représentent une seconde source de cellules sécrétrices
d’IFN-y, lequel est strictement produit en réponse a I’'IL-12 endogéne (Wang et al.,

1999). Deuxiémement, il est possible de déclencher la synthése d’IL-12 lors d’une



inflammation et ce, indépendamment d’une infection active ou d’une réponse
immunitaire. En effet, il a été démontré que I’interaction de certains constituants de la
matrice extracellulaire tels que les petits fragments de ’acide hyaluronique induisent la
production d’IL-12 par les macrophages en se liant 4 la molécule adhésive de surface
CD44 (Hodge-Dufour ef al., 1997). Les deux derniers mécanismes impliqués dans la
production d’IL-12 par les monocytes et les cellules dendritiques relévent de
’interaction de ces cellules avec les lymphocytes T. L’un exige une interaction
nécessitant I’engagement du TCR comme par exemple dans le cas ot les CPA présentent
le complexe CMH de classe II-peptide antigénique au TCR des lymphocytes T, lequel
est spécifique pour le peptide immunogénique, (Grewall et al., 1995; DeKruyff ez al.,
1997) ou encore lorsque des lymphocytes T activés par un anticorps monoclonal dirigé
contre la molécule CD3 interagissent avec des CPA (Shu et al., 1995). Ce dernier cas
est un phénomeéne qui a été décrit pour la premiére fois dans notre laboratoire et qui
résulte de la liaison du CD40 2 la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne par le
CD154 exprimé sur les lymphocytes T activés (Shu et al., 1995). L’autre mécanisme,
décrit par une de mes collégues, sous-tend une interaction qui a lieu en absence
d’engagement du TCR et qui implique aussi ’association CD40-CD154 (Armant et al.,
1996). La production d’IL-12 en réponse a des stimuli microbiens ou aux lymphocytes
T activés ou non par I’engagement du TCR est étroitement régulée par une multitude de
molécules solubles ou membranaires qui seront décrites dans la section Discussion de
cette thése a I’exception de 1'IL-15, du LAG-3 et du CD47 qui seront abordés dans la

présente section.



1.5 Fonctions

L’IL-12 joue un rdle essentiel dans I’immunité naturelle et acquise. Les cibles
principales de cette cytokine sont les lymphocytes T activés et les cellules NK dans
lesquelles elle induit la syntheése de cytokines, stimule la prolifération et augmente
’activité cytotoxique (Kobayashi et al., 1989; Gately et al., 1994). Parmi les cytokines
induites par I’IL-12, 'IFN-y prédomine (Chan et al., 1991; Chan et al., 1992).
Cependant, d’autres facteurs solubles comme le TNF-a (Naume et al., 1992; Perussia
etal., 1992; Aste-Amezagaetal., 1994; Nastala et al., 1994), le GM-CSF (Naume et
al., 1993; Aste-Amezagaet al., 1994), I'IL-2 (Perussia et al., 1992) et1'IL-8 (Naume et
al., 1993) peuvent aussi étre produits en réponse a I'IL-12. De fagon surprenante, I'IL-
12 est également capable d’induire la synthese d’IL-10 in vivo etin virro (Morris et al.,
1994; Daftarian et al., 1996; Jeannin et al., 1996; Meyaard et al., 1996). Etant donné
que I’IL-10 elle-méme supprime la sécrétion d’IL.-12 et la réponse des cellules & cette
interleukine (D’Andrea et al., 1993; Tripp et al., 1993), I’habileté de I’IL-12 & induire la
production d’IL-10 pourrait représenter un mécanisme de rétro-contrdle négatif de sa
production et de ses effets biologiques. L’IL-12 est aussi un facteur de croissance pour
les lymphocytes T activés et les cellules NK (Kobayashi et al., 1989; Stern et al., 1990;
Gately et al., 1991; Gubler et al., 1991; Wolf et al., 1991; Perussia et al., 1992;
Robertson et al., 1992) et synergise entre autres avec le SCF pour induire la
prolifération et la différenciation des cellules souches du systéme hématopoiétique
(Jacobsen et al., 1993; Bellone et al., 1994; Hirayama et al., 1994). L activité
cytotoxique des cellules NK et LAK (Kobayashi ez al., 1989; Stern et al., 1990; Gately

etal., 1992; Naume et al., 1992; Gately et al., 1994) ainsi que celle des lymphocytes T



cytotoxiques est augmentée en présence d’IL-12 (Gately et al., 1992; Chouaib ef al.,

1994; Gately etal., 1994).

Dans les quelques heures suivant le début d’une infection, de nombreux
pathogénes induisent directement une production précoce d’IL-12 par les phagocytes
(Romani et al., 1997); a son tour I’IL-12 stimule la production d’IFN-y par les cellules
NK (Kobayashi et al., 1989; Chan et al., 1991; Wolf er al., 1991), lequel, avec ’aide
d’autres cytokines, amplifient la production d’IL-12 et stimulent la bactéricidie, la
phagocytose, la respiration oxydative et la production de monoxyde d’azote par les
phagocytes (Trinchieri and Gerosa, 1996). Ainsi, en plus des nombreuses activités
énoncées plus haut, I’'IL-12 joue un rdle actif comme cytokine pro-inflammatoire en
réponse 2 diverses infections. Lorsque tel est le cas, elle permet donc de controler la
multiplication des pathogénes dans les stades précoces du traumatisme juste avant
1’établissement d’une réponse immunitaire spécifique a médiation cellulaire. Bien que
cet état inflammatoire induit par 1'IL-12 est de premiére importance dans I'immunité
naturelle aux infections, des conséquences pathologiques peuvent survenir si 1’IL-12 est
produite de fagon incontrdlée. Des régulateurs négatifs comme I'IL-10 et le TGF-p
existent pour restreindre la sécrétion d’IL-12 et/ou la réponse des cellules a 'IL-12
(D’Andrea et al., 1993; Cassatella e al., 1995; Hunter et al., 1995; Trinchieri and
Gerosa, 1996; Gorham et al., 1998).

L’IL-12 produite lors des réponses inflammatoires précoces aux infections
influence profondément les caractéristiques de la réponse immunitaire cellulaire acquise
qui s’ensuit. En effet, I’IL-12 permet la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs
vers un phénotype bien déterminé. De concert avec I'IFN-y sécrété par les cellules NK

chez la souris, I’JL-12 induit la maturation des lymphocytes T CD4" naifs en cellules
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effectricesde type Thl (Heinzel er al., 1993; Hsieh et al., 1993; Manetti er al., 1993;
Seder eral., 1993; Sypek etal., 1993; Wueral., 1993; Morris et al., 1994; Schmitt et
al., 1994b; Marshall ef al., 1995; Magram et al., 1996; Mattner et al., 1996).
Contrairement aux cellules NK, les lymphocytes T au repos n’expriment pas la chaine
P2 du récepteur a I’'IL-12 (Presky et al,, 1995; Gazzinelli, 1996) ce qui implique
qu’avant qu’il y ait toute forme de différenciation vers un phénotype donné, les
lymphocytes T CD4" naifs doivent étre activés suite 2 l'interaction avec le complexe
CMH de classe II-peptide immunogénique et les molécules de costimulation de telle
sorte qu’ils seront alors aptes a sécréter de 1'lL-2, laquelle induira 1’expression de la
chaine B2 du récepteura I’IL-12 sur ces cellules (Chang et al., 2000). L’IL-12 présente
localement pourra alors directement permettre la maturation des lymphocytes T CD4*
naifs en effecteurs de type Th1 chez ’homme et inhiber la différenciation de ces cellules
naives en effecteurs de type Th2 (Manetti et al., 1994; Trinchieri and Scott, 1994;
Gavetter al., 1995). Cette suppression du développement Th2 est due en partie a I’effet
inhibiteur de I'IFN-y. Les effecteurs Thl, par leur production d’IFN-y et de
lymphotoxine, sont responsables de diriger I'immunité 2 médiation cellulaire lors de
I’élimination des pathogénes intracellulaires (Mosmann ez al., 1986; Sher and Coffman,
1992). Par opposition, les effecteurs Th2, dont la maturation est initiée non pas par
I’IL-12, mais bien par I'IL-4, sécrétent entr’autres de 1'lL-4 et de I’IL-5, lesquelles ont
un role dans le développement de I’immunité humorale (Mosmann and Coffman, 1989).
Bien qu’habituellement I’'1L-12 promeut I’initiation d’une réponse cellulaire spécifique
de type Thl, certains modéles expérimentaux ont montré que cette cytokine peut
également augmenter les réponses de type Th2 (Schmitt et al., 1994a; Wu et al., 1994;
Germann et al., 1995b; Germann et al., 1995¢; Jeannin et al., 1995; Wolf et al., 1995;
Wynn et al., 1995; Bliss et al., 1996) et servir d’adjuvant pour I’'immunité humorale

(Germann et al., 1995a; Germann et al., 1995¢). En plus de contribuer positivement a
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I'initiation de certaines réponses Th2, I'l1.-12 est aussi capable de dévier le phénotype
Th2 déja établi vers un phénotype Thl tel que démontré dans le modéle de la

leishmaniose (Nabors et al., 1995).

Bri¢vement mentionné ci-haut, I’'IL.-12 peut étre utilisée comme adjuvant dans
I’immunité 3 médiation humorale, c’est-a-dire qu’elle posséde la capacité d’augmenter la
synthése de certaines sous-classes d’immunoglobulines par les lymphocytes B
conventionnels en réponse a des antigénes bien déterminés. Plus précisément,
I’administration de cette cytokine chez la souris peut résulter en une élévation de la
sécrétion des anticorps de type 1gG2a, IgG2b et I1gG3 (Buchanan et al., 1995;
Germann er al., 1995a), ce qui est peu surprenant puisque ces isotypes sont associés
avec les réponses cellulaires spécifiques de type Thl chez la souris (Finkelman et al.,
1990). Par contre, suite & une premiére immunisation, 1I'IL-12 est également capable
d’inhiber la production d’autres isotypes comme 1I’'IgG1, lequel est caractéristique des
réponses cellulaires de type Th2 chez la souris (McKnight er al., 1994; Buchanan et al.,
1995). Dans plusieurs modeles in vivo et in vitro, il a été démontré que 1I'IL-12
supprime la synthese de I'IgE (Kiniwa ef al., 1992; Finkelman et al., 1994; Morris et
al., 1994; Viaet al., 1994; Germann et al., 1995a; Germann et al., 1995¢; King ez
al., 1995), mais étant donné que dans certaines conditions expérimentales 1'IL-12

favorise les réponses de type Th2, celaimplique que cette cytokine peut aussi augmenter

la production d’IgE par les lymphocytes B (Germann et al., 1995b; Wynn ef al., 1995).

Des études récentes ont permis d’attribuer un autre réle immunorégulateur trés

important & I’IL-12. Celle-ci est impliquée dans la migration des leucocytes vers les
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tissus, ce qui représente un phénomene essentiel lors des réponses de I’hdte aux
infections. L’extravasation des leucocytes résulte entr’autres d’une interaction entre des
ligands spécifiques exprimés a la surface des lymphocytes T effecteurs et des molécules
adhésives retrouvées a la surface des cellules de I'endothélium vasculaire (Springer,
1994). L’IL-12 apporte son aide de plusieurs fagons. Tout d’abord, cette cytokine
régule a la hausse 1’expression des ligands des sélectines P et E endothéliales, lesquels
sont exprimés seulement sur les lymphocytes T de type Thl, en favorisant I’activation
d’une des enzymes qui catalysent cette réaction soit la a(1, 3)-fucosyltransférase VII
(Austrup et al., 1997; Wagers etal., 1998; Lim et al., 1999). Ensuite, I’'1L-12 affecte
positivement I’attraction des leucocytes vers les sites tissulaires en touchant a une large
famille de petites cytokines soit les chimiokines. Plus précisément, I'IL-12 favorise
I’expression des récepteurs des chimiokines suivantes: CCRS, CXCR3 et CCRI
(Bonecchi et al., 1998; Loetscher et al., 1998; Sallusto ez al., 1998; Colantonio ef al.,
1999). En plus des récepteurs des sélectines et des chimiokines, les molécules
adhésives de la famille des intégrines sont des composantes trés importantes lors du
recrutement des leucocytes aux sites tissulaires inflammés. 11 a été décrit que I'lL-12
augmente fortement I’expression de I’intégrine a6p1 sur les lymphocytes T de type Thl

(Colantonio et al., 1999).

1.6 IL-12 et pathologies

La liaison de I'IL-12 4 son récepteur induit entr’autres la phosphorylation du
facteur de transcription STAT 4, lequel est trés important dans la médiation des activités
de cette cytokine. Les souris déficientesen STAT 4 sont viables et fertiles et démontrent

aucune anomalie dans les fonctions hématopoiétiques (Kaplan et al., 1996; Thierfelder
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etal., 1996). Cependant, toutes les activités biologiques de 1’[L.-12 incluant ]’induction
de la production d’IFN-y, la stimulation de la prolifération, I’augmentation des activités
cytotoxiques naturelles et I'initiation de la différenciation Th1 sont altérées chez ces
souris (Kaplan ef al., 1996; Thierfelder et al., 1996). Ces observations démontrent
donc que I'IL-12 joue un rdle crucial dans les premiéres lignes de défense de
I’organisme contre une infection. Par contre, il ne faut pas oublier qu’elle est également
responsable, si présente en exces, de plusieurs effets négatifs de 1'inflammation allant
d’altérations hématologiques et de dommages tissulaires au niveau du foie et du tractus
gastrointestinal jusqu’a des effets létaux comme dans le cas du choc endotoxique
(Wysocka et al., 1995). Etantdonné que I’IL-12 permet la différenciation Th1, elle est
aussi impliquée, lorsque surexprimée, dans les maladies auto-immunitaires de type Th1

spécifiques d’organes (Trembleau et al., 1995a).

Tel que montré précédemment, un exces d’IL-12 est néfaste pour 1’organisme,
mais il faut également considérer qu’une déficience en cette cytokine peut résulter en de
graves conséquences. Dans les modeles des souris déficientes pour I'IFN-y ou pour
I'IL-12, I’équipe de Jouanguy et al. (1999) a démontré que le groupe de souris
déficientes en IFN-y est plus vulnérable aux infections & la salmonelle ou aux
mycobactéries comme Mycobacterium bovis et  Mycobacterium tuberculosis
comparativement au groupe de souris déficientesen IL.-12. Il semble donc que I'IFN-y
produit indépendamment de 1'IL-12 soit responsable d’une résistance partielle a ces
infections chez les souris IL-12". Chez I’homme, les patients IFN-y” sont aussi moins
résistants que les patients déficients en IL-12 aux infections a la salmonelle et aux
mycobactéries (Jouanguy ef al., 1999). Par contre, I’IFN-y résiduel présent chez les
individus IL-12" permet parfois d’observer une rémission compléte a des infections au

BCG (Altareet al., 1996; Altareet al., 1998; de Jong et al., 1998). Pour induire cette
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‘sécrétion d’IFN-y indépendamment de 1'IL-12, des mécanismes redondants doivent
exister. Deux facteurs ont des fonctions similaires a celles de I'TL-12. L’IL-18 est une
cytokine qui fait partie de la famille des cytokines IL-1, en terme de structure, de
récepteur et de transduction du signal intracellulaire, et qui est produite par les cellules
monocytiques (Lebel-Binay et al., 2000). Cette interleukine partage quelques activités
biologiques avec I'lL-12 dont la stimulation de la prolifération et I’induction de la
production d’IFN-y par les lymphocytes Th1 et T CD8" et les cellules NK (Lebel-Binay
et al., 2000). L’IL-23 est une cytokine récemment découverte par le groupe de
Oppmann et al. (2000). Elle est composée d’une sous-unité p19 et partage avec I'[L.-12
la sous-unité p40 (Oppmann et al., 2000). Cette interleukine est produite par les cellules
dendritiques murines et humaines et posséde, avec I'IL-12, la capacité de stimuler la
prolifération et la sécrétion d’IFN-y par les lymphocytes T activés a la PHA (Oppmann
et al., 2000). Ainsi, I'IL-18 et I’IL-23 pourrait représenter deux autres molécules

impliquées dans la production d’IFN-y.
2. L’interleukine-15
2.1 Généralités

L’IL-15 est une cytokine découverte simultanément par deux groupes.
L’équipe de Grabstein et al. (1994) testait I’activité des cytokines du surnageant de la
lignée épithéliale CV-1/EBNA-1 de rein de singe lorsqu’elle s’est apergue que ces
cellules produisaient un facteur soluble différent de 1'IL-2 capable de promouvoir la
prolifération de la lignée CTLL qui normalement croit en présence d’IL-2. L’analyse de
la séquence en acides aminés de ce facteur inconnu a permis de désigner cette nouvelle

cytokine comme étant I’'IL-15. Le groupe de Burton ef al. (1994) travaillait avec des
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lymphocytes T induits a devenir leucémiques suite a une infection par le virus HTLV-1.
Dans les phases précoces, la prolifération de ces cellules T malignes est associée a une
activité autocrine qui implique la coordination de la syntheése d’I1L-2 et I’expression du
récepteur a I'IL-2. Par contre, dans les phases tardives, les lymphocytes T malins ne
sécretent plus d’IL-2, mais continuent a exprimer le récepteura I'IL-2 et a proliférer. Ce
groupe a montré que cette lignée de lymphocytes T produit une cytokine, qui a 1’époque
avait été désignée de fagon provisoire IL-T, qui stimule leur prolifération. C’est un peu
plus tard que 1’équipe de Bamford er al. (1996), a I’aide d’anticorps anti-cytokines,

démontra que I'IL-T étaitidentique a I’'IL-15.

2.2 Structure et récepteurs

L’IL-15 est une glycoprotéine de 14 kD (Burton et al., 1994; Grabstein ef al.,
1994). Chez ’homme, la séquence nucléotidique de cette cytokine se trouve sur le
chromosome 4q31 alors que chez la souris, elle est présente dans la région centrale du
chromosome 8 (Anderson et al., 1995a). Les IL-15 humaine et simienne posseédent
97% d’identité de séquence dans la région de ’ADN contenant les exons codants
(Grabstein et al., 1994). En comparaison, I’IL-15 murine contient 73% d’identité avec
I’'IL-15 humaine au niveau nucléotidique et protéique (Anderson et al., 1995a). La
transcription a partir de ’ADN génomique puis la traduction de I’ARN messager
donnent lieu 2 un précurseur polypeptidique de 162 acides aminés. Ce dernier subit
ensuite des modifications post-traductionnelles impliquant entr’autres le clivage de la
séquence de téte d’une longueur de 48 acides aminés qui résultent finalement en
’apparition d’une protéine mature de 114 acides aminés (Grabstein et al., 1994).
Cependant, il a été initialement démontré dans des cellules isolées d’un cancer du

poumon qu’il existe deux isoformes d’ARN messagers codant pour I’'IL-15 suite & un
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mécanisme d’épissage alternatif (Meazza et al., 1996). Les produits de cet épissage
permettent la formation de deux précurseurs polypeptidiques dont les séquences de téte
sont d’une longueur de 48 ou de 21 acides aminés (Meazza et al., 1996; Onu et al.,
1997; Tagayaetal., 1997). 1l semble que I’ARNm qui code pour le précurseur de I'IL-
15 contenant la petite séquence de téte est traduit efficacement, mais le produit n’est pas
sécrété et celui-ci est contenu dans le cytoplasme ou le noyau de la cellule (Tagaya et al.,
1997; Gaggero et al., 1999; Kurys et al., 2000). Par contre, le précurseur de I'IL-15
contenant la longue séquence de téte se retrouve dans les compartiments sécrétoires de la
cellule tels que le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi, mais la protéine
mature est sécrétée a de faibles niveaux (Tagaya et al., 1997; Kurys et al., 2000). La

signification biologique de ces observations nécessite d’autres investigations.

L’IL-15 posséde un récepteur hétérotrimérique composé des chaines p ety du
récepteur a I'IL-2 et sa propre chaine o de haute affinité (Bamford ef al., 1994; Giri e
al., 1994; Grabstein et al., 1994; Giri et al., 1995). L’affinité de liaison de I'IL-15
avec sa chaine o est de 1000 fois supérieure a celle observée lors de I’interaction IL-2 -
chaine a du récepteura I’IL-2 (Giri et al., 1995). Jusqu’a maintenant, huit variantes de
la chaine o du récepteur a I’'IL-15 ont été isolées, mais seulement quelques unes d’entre-
elles sont capables de fixer I'IL-15 avec une trés haute affinité (Anderson et al., 1995b;
Dubois et al., 1999). Ainsi, lorsque 1’on considére ce complexe hétérotrimérique, la
chaine a du récepteur a 1’IL-15 est requise pour !’affinité de liaison seulement alors que
les chaines P et y du récepteur 2 I’'IL-2 sont nécessaires et sont les seuls facteurs
limitants pour médier la transduction du signal a I’intérieur de la cellule en réponse a
I’IL-15 (Burton et al., 1994; Carson et al., 1994; Giri et al., 1994; Giri et al., 1995).
La distribution cellulaire du récepteur a I'IL-15 est plutdt étendue puisque son

expression a été démontrée entr’autres sur les lymphocytes T CD4" et CD8', les
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¥ymphocytes B, les monocytes/macrophages, les cellules NK, les cellules stromales de
la moélle osseuse et du thymus ainsi que sur les cellules endothéliales vasculaires (Giri
etal., 1995; Chae etal., 1996). Un récepteur distinct pour I’'IL-15 a été identifié sur les
mastocytes soit I'IL-15RX et celui-ci n’inclut pas les chaines § ety du récepteur a I'IL-2

et’'IL-15Ra (Tagayaet al., 1996).

2.3 Source et régulation

Les sources cellulaires principales d’IL-15 sont les monocytes/macrophages
(Grabstein et al., 1994; Bamford et al., 1996; Carson et al., 1996; Flamand et al.,
1996), les cellules dendritiques (Blauvelt ef al., 1996; Jonuleit et al., 1997), les
kératinocytes, les cellules de Langerhans et les fibroblastes dermiques (Mohamadzadeh
et al., 1995; Blauvelt et al., 1996) ainsi que les cellules épithéliales intestinales
(Reineckerer al., 1996). Cette cytokine est aussi sécrétée par les cellules stromales de la
moélle osseuse (Grabstein er al., 1994; Mrézek et al,, 1996). Bien que ’ARN
messager de 1I’IL-15 n’ait auparavant pas été détecté dans les lymphocytes T et B non
transformés (Grabstein et al., 1994; Bamford er al., 1996), I’équipe de Onu er al.
(1997) a découvert I’expression du transcrit primaire dans ces deux types cellulaires par
la méthode du RT-PCR. Au niveau tissulaire, I’IL-15 est exprimée dans le placenta, le

muscle squelettique, le coeur, les poumons, le foie et les reins (Grabstein et al., 1994).

Méme si I’ARN messager codant pour 1’IL.-15 est retrouvé de fagon assez
ubiquitaire, il a été jusqu’a présent excessivement difficile de démontrer la forme
protéique de I'IL-15 dans le surnageant de culture de plusieurs cellules exprimant]’ARN
messager de cette cytokine. Ce phénomeéne résulte tout d’abord d’une régulation étroite

de la traduction de cet ARN qui contienten 5°, dans la région non codante, de multiples
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codons nucléotidiques AUG, en amont du codon AUG initiateur de la traduction, ce qui
diminue dramatiquement ’efficacité de la traduction (Anderson et al., 1995a; Bamford
etal., 1996). De ces triplets AUG, il en existe dix chez1’homme et cing chez la souris.
Ensuite, un autre mécanisme pouvant contribuer a diminuer la synthése et la sécrétion de
I’IL-15 est la séquence de téte de 48 acides aminés, inhabituellement longue, présente
sur la protéine immature (Onu et al., 1997). Il a été démontré que le remplacement de
cette séquence de téte par la séquence de té€te de I'IL-2 permet d’augmenter
approximativement de 20 fois la quantité d’IL-15 produite. Plusieurs autres facteurs
non intrinséques peuvent également réguler de fagon positive ou négative la sécrétion
d’IL-15 par les différentes sources cellulaires mentionnées ci-haut. Par exemple, les
monocytes peuvent synthétiser 1’IL-15 en réponse a divers stimuli comme le LPS
(Grabstein et al., 1994), une combinaison de LPS et d’IFN-y (Bamford er al., 1996) ou
encore suite a une infection avec les virus HHV-6 et HHV-7 (Flamand et al., 1996;
Atedzoe et al., 1997). Dépendant des conditions expérimentales, des kératinocytes
irradiés aux ultra-violets de type B peuvent soit inhiber ou soit augmenter leur
production d’IL-15 (Mohamadzadeh et al., 1995; Blauvelt et al.,, 1996). La sécrétion
d’IL-15 a aussi été détectée apres la phagocytose de particules immunomagnétiques par

les cellules dendritiques (Jonuleit et al., 1997).

2.4 Fonctions

Ftant donné que 1’IL-15 signale via les chaines p et y du récepteur a I'IL-2,
cette cytokine partage plusieurs activités biologiques avec I'IL-2. L’IL-15 induit la
prolifération des lymphocytes T activés (Burton ez al., 1994; Grabstein et al., 1994) et
costimule avec I’IL-12 la prolifération et la sécrétion d’IFN-y, de GM-CSF et de TNF-a

par les cellules NK (Carson ef al., 1994). L’IL-15 régule également la survie des
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cellules NK (Carson et al, 1997) et induit la prolifération et la synthese
d’immunoglobulines par les lymphocytes B humains, isolés d’amygdales et stimulés par
I’engagement du CD40 ou du récepteur de surface (Armitage ef al., 1995). Puisque
’expression de I'IL-2 et de la chaine o du récepteur a I’IL-2 est restreinte aux
lymphocytes T activés, ceci suggére que les signaux donnés par cette cytokine sont
limités  agir principalement sur ce type cellulaire. Par contre, I’expression étendue de
’IL-15 et de la chaine o de haute affinité de son récepteur permet de concevoir une
action beaucoup plus large au niveau de plusieurs types de cellules. Ainsi, les fonctions
distinctes de I'IL-15 in vivo sont devenues plus claires lors de la description des souris
déficientes pour la chaine o du récepteur 2 I'IL-15 ou des souris déficientes pour PIL-15
(Lodolce er al., 1998; Kennedy er al., 2000). Ces deux types de souris sont
lymphopéniques et sont déficientes spécifiquement en cellules NK, en cellules NK T et
en lymphocytes intra-épithéliaux de type CD8 aa” (Lodolce ef al., 1998; Kennedy et
al., 2000). Les déficits observés au niveau des cellules du systéme immunitaire innée
implique un réle trés important de I’IL-15 et de la chaine o de son récepteur dans les
signaux contribuant au développement et/ou a la survie de ces cellules. Drailleurs, il
avait été préalablement démontré que I’IL-15 est cruciale dans la différenciation des
cellules NK humaines CD56" 4 partir des cellules souches hématopoiétiques (Leclercq ez
al., 1996; Mrézek et al., 1996). De plus, le fait que les deux types de souris soient
lymphopéniques suggére que I'IL-15 peut également contrdler I’homéostasie des
lymphocytes T CD4* et CD8", lesquels jouent un rdle trés important dans I'immunité
acquise (Lodolce et al., 1998; Kennedy et al., 2000). L’IL-15 semble avoir un role
imminent dans la prolifération et/ou la survie des lymphocytes T CDB8" activés et

mémoires (Lodolce et al., 1998; Zhang et al., 1998; Kennedy et al., 2000).
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3. LAG-3

3.1 Structure et ligand

Le LAG-3 est une molécule qui fait partie de la superfamille des
immunoglobulines et qui est apparentée & 1a molécule CD4 tant au niveau du geéne que de
la protéine (Triebel er al., 1990). Les portions de I’ADN génomique codant pour ces
deux molécules sont d’ailleurs retrouvées sur le méme chromosome soit le 12 (Triebel et
al., 1990). L’ADN codant pour la molécule LAG-3 permet la formation d’une protéine
immature de 498 acides aminés contenant une séquence de téte de 28 acides aminés
(Triebel et al., 1990). Apres la perte de cette séquence de téte et certaines modifications
post-traductionnelles, le LAG-3, une glycoprotéine mature de 70 kD et constituée de
470 acides aminés, est transporté en périphérie puis exprimé 2 la surface de certains
types de cellules (Triebel ef al., 1990; Baixeras et al., 1992). La molécule LAG-3 est
ainsi une protéine membranaire de type I qui est composée de quatre domaines
extracellulaires, dont un de type variable et trois de type constant, ayant une homologie
avec les domaines variables et constants des immunoglobulines (Triebel ef al., 1990).
Bien que trés similaire au niveau structurel avec la molécule CD4, le LAG-3 posséde
une particularité qui se trouve dans le premier domaine extracellulaire 3 partir de
I’extrémité NH2-terminale. En effet, ce domaine contient une extra-boucle de 30 acides
aminés et cetteinsertion ne semble pas étre incompatible avec les structures secondaires
et tertiaires des domaines de la superfamille des immunoglobulines puisqu’elle ne
modifie en rien la configuration des feuillets f formant le premier domaine extracellulaire
de LAG-3 (Triebel et al., 1990). Une autre différence importante entre les molécules
CD4 et LAG-3 se trouve au niveau de la transduction du signal 4 I’intérieur de la cellule.

La molécule CD4 interagit avec la protéine kinase Lck pour médier son signal
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(Glaichenhaus er al., 1991) alors que la queue cytoplasmique de LAG-3 ne contient

aucun site d’interaction pour cette tyrosine kinase (Huard et al., 1996).

Ftant donné qu’il a été préalablement démontré dans plusieurs études que la
molécule CD4 interagit avec le CMH de classe 11, lequel est exprimé sur les CPA,
(Doyle et al., 1987; Gay etal., 1987, Mazerolleser al., 1988; Mazerolles et al., 1990;
Piatier-Tonneau et al., 1991) et est le récepteur pour le virus de I'immunodéficience
humaine (Klatzmann er al., 1984; Maddon et al., 1986), ’'équipe de Baixeras et al.
(1992) s’est penchée sur 1’habileté de LAG-3 de se lier a ces ligands. Tout comme la
molécule CD4, le LAG-3 posséde une affinité de liaison pour le CMH de classe 11.
Cependant, cette molécule est incapable de se lier avec la gpl20 du virus de
I’'immunodéficience humaine. Malgré les aspects similaires existant entre les molécules
LAG-3 et CD4, la premiére forme des interactions stables avec le CMH de classe II.
Plus précisément, il a été montré que le LAG-3 se lie au CMH de classe II avec une
affinité pouvant étre jusqu’a 1000 fois supérieure a celle observée lors de I’interaction
CD4 - CMH de classe II (Huard ef al., 1995). En fait, lorsque 1’on compare les
affinités de liaison de ces deux molécules, le LAG-3 se lie & des concentrations de
1’ordre du nM alors que la molécule CD4 n’interagit qu’a des concentrations de 1’ordre
du uM (Huard et al., 1995). Le site de liaison de la molécule LAG-3 implique ses deux
premiers domaines extracellulaires dont des résidus d’acides aminés situés a la base de

I’extra-boucle présente dans le premier domaine (Huard er al., 1997).

3.2 Expression cellulaire et tissulaire

Contrairement 2 la molécule CD4, le LAG-3 n’est pas exprimé sur les

lymphocytes T au repos, mais sa transcription est rapidement induite suite a I’activation



22

des lymphocytes T et des cellules NK in vitro (Baixeras er al., 1992) et in vivo (Huard
etal., 1994a). L’induction de la transcription de la molécule ILAG-3 se fait autant dans
les lymphocytes T CD4" que dans les lymphocytes T CD8". Par contre, il est a noter
que ’expression transmembranaire de cette molécule est de trois a dix fois supérieure
chez les lymphocytes T CD8" (Huard et al., 1994a). In vivo, le LAG-3 est détecté dans
deux situations ot il y a présence de lymphocytes activés. Cette molécule est exprimée
dans les organes lymphoides secondaires subissant une inflammation, plus
particulierementau niveau des amygdales et des ganglions lymphatiques démontrant une
hyperplasie folliculaire (Huard et al., 1994a). Aussi, le LAG-3 est détecté sur les
PBMC de patients cancéreux traités avec de fortes doses d’IL-2 (Huard er al., 1994a).
11 a été également observé que les lymphocytes T infiltrant le carcinome du rein chez

I’homme expriment ce marqueur d’activation (Angevin et al., 1997).

La plupart des études ont jusqu’a maintenant associé 1’expression de la
molécule LAG-3 sur les lymphocytes T activés avec le profil des cytokines sécrétées par
ces cellules. L’expression de surface de cette molécule corréle avec la production
d’IFN-y par des clones de lymphocytes T CD4* et CD8" ayant un profil ThO ou Thl
établi et non pas par les lymphocytes T possédant un phénotype de type Th2
(Annunziato et al., 1996; Mingari et al., 1996; Angevin et al., 1997; Bruniquel ef al.,
1998). La différenciationdes lymphocytes T naifs en effecteurs de type Thl ou Th2, a
partir de cellules naives isolées du sang de cordon ombilical, montre également qu’en
présence d’IL-12 et non pas d’IL-4, I’expression de LAG-3 est augmentée sur les
lymphocytes T CD4* et CD8" qui sécrétent de grandes quantités d’IFN-y (Annunziato e
al., 1997). L’ajout d’un anticorps neutralisant dirigé contre I’IFN-y aboli I’expression
de LAG-3 dans les conditions de différenciation Th1l (Annunziato et al., 1997). Jusqu’a

présent, une seule étude semble infirmer une partie des données précédentes. En effet,
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le groupe de Scala et al. (1998) a observé que bien que leurs lymphocytes T CD4"
expriment la molécule LAG-3 seulement lorsqu’ils synthétisent de I’IFN-y, il en va tout
autrement pour leurs lymphocytes T CD8". En fait, ceux-ci possédent du LAG-3 de
surface méme s’ils ont un phénotype cytotoxique de type Th2 et qu’ils produisent de

I'IL-4.

3.3 Fonctions

Tel que mentionné précédemment, ’expression de la molécule LAG-3 est
induite seulement apres 1’activation des lymphocytes T, ce qui suggére fortement qu’elle
ne joue pas un role primordial dans les phases inductrices des réponses immunitaires.
LLAG-3 semble exercer des activités effectrices et réceptrices. Il a été rapporté qu’un
signal positif est transmis aux cellules NK LAG-3", tel qu’indiqué par une défectuosité
dans la capacité de tuer certaines tumeurs cibles dans des souris déficientes pour LAG-3
(Miyazaki ef al., 1996). Par contre, un signal négatif est donné aux lymphocytes T
CD4'LAG-3" seulement et ce, dans le but de supprimer les réponses spécifiques d’un
antigéne et les réactions mixtes leucocytaires allogéniques et xénogéniques (Huard et al.,
1994b; Huard et al., 1996; Subramanyam et al., 1998). Aussi, la liaison de LAG-3
sur les lymphocytes T activés peut supprimer la réponse immunitaire en cours en
interférant avec le signal transmis par le TCR, c’est-a-dire qu’il y a entr’autres inhibition
de la prolifération et de la synthése de cytokines par les lymphocytes T suite a une
diminution de 1’expression du complexe CD3/TCR induite par LAG-3 (Hannier et al.,

1998).
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4. CD47

4.1 Structure et récepteurs

Le CD47, préalablement appelé IAP (Integrin Associated-Protein), a été cloné
chez I’homme et la souris par le groupe de Lindberg et al. en 1993. L’IAP a ét¢
initialement identifiée comme la cible d’anticorps bloquant I’activation des neutrophiles
et des monocytes par des constituants de la matrice extracellulaire (Brown et al., 1990).
Le CD47 est une molécule monomérique qui posséde un poids moléculaire de 50 kD et
qui est composée d’un domaine extracellulaire ayant une homologie avec les domaines
variables des immunoglobulines, d’une région carboxy-terminale hautement
hydrophobique contenant cing segments transmembranaires et d’une petite queue
cytoplasmique de 16 résidus, dont quatre variantes existent grace a un mécanisme
d’épissage alternatif (Lindberg er al., 1993; Reinhold et al., 1995). Le CD47 murin
partage 71% d’identité au niveau de sa séquence en acides aminés avec la forme
humaine de cette protéine (Lindberg ef al., 1993). Initialement, lorsque le CD47 a été
isolé a partir du placenta et des plaquettes sanguines, 1’équipe de Lindberg et al. (1993)
a constaté que cette molécule coprécipitaitavec les intégrines o, B, et f, respectivement.
D’ailleurs, il a été entr’autres montré que le CD47 peut étre physiquement et
fonctionnellement associé avec le récepteur a la vitronectine soit I'intégrine o,p,
(Lindberg et al., 1993). Bien que la molécule CD47 ne se lie, d’aucune fagon que ce
soit, avec le ligand de I’intégrine auquelle elle est associée, son domaine extracellulaire
est par contre nécessaire et suffisant pour réguler la liaison de la vitronectine a son

récepteur (Lindberg et al., 1996).
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L’extravasation des lymphocytes T et des monocytes des vaisseaux sanguins
vers les lésions inflammatoires requiert une interaction de ces cellules avec la matrice
extracellulaire qui contient plusieurs glycoprotéines et glycosaminoglycans comme la
vitronectine, la fibronectine, le collagéne et la laminine (Ben-Baruch et al., 1995). La
thrombospondine est une protéine homotrimérique de la matrice extracellulaire qui est
produite non seulement par les plaquettes sanguines, mais aussi par les monocytes et les
macrophages alvéolaires et est exprimée en grandes quantités dans les tissus
inflammatoires (Lawler ef al., 1978; Schwartz et al., 1989; Bomstein et al., 1992;
DiPietro and Polverini, 1993; Lahav ef al., 1993; Gao et al., 1996b; Yehualaeshet e
al., 1999). Le groupe de Gao et al. (1996b) a démontré que la thrombospondine, via
son domaine carboxy-terminal, est le ligand naturel du CD47. 1l est 4 noter que la
glycoprotéine SIRP (Signal-Regulatory Protein), exprimée de fagon sélective sur les
cellules neuronales et myéloides, a été récemment décrite comme servant de nouveau
ligand pour la molécule CD47 (Jiang et al., 1999; Seiffert et al., 1999; Mi et al., 2000;
Vernon-Wilson et al., 2000).

4.2 Expression cellulaire et fonctions

Le CD47 est impliqué entr’autres dans la transduction du signal lors de
I’activation des neutrophiles par une variété de ligands contenant le motif RGD (Arg-
Gly-Asp) (Zhou et al., 1993). Cependant, le CD47 ne se lie pas par lui-méme a ces
ligands, lesquels sont plutdt reconnus par les intégrines associées au CD47 (Senior e
al., 1992). En fait, I’expression du CD47 est beaucoup plus large que celle des
intégrines puisqu’il est retrouvé méme sur les globules rouges qui n’expriment aucune
intégrine connue, ce qui suggeére que la molécule CD47 posséde un ou des rdle(s)

autre(s) que celui de réguler les fonctions des intégrines. Ainsi, le CD47 est présent
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dans 1a membrane plasmique de toutes les cellules du systéme hématopoiétique incluant
les érythrocytes, les thrombocytes et les leucocytes (Brown er al, 1990). Sur les
érythrocytes, il existe environ 10 000 sites de liaison avec les molécules CD47 alors que
sur les polymorphonucléaires, un total de 25 000 sites ont été dénombrés (Rosales et

al., 1992).

Le CD47 posséde de nombreuses fonctions. Tout d’abord, cette molécule
peut s’associer et/ou moduler ’activité des intégrines de type B, (Wang and Frazier,
1998), B, (Van Strijp et al., 1993; Ishibashi er al., 1994) et B, (Gao et al., 1996a; Gao
et al., 1996b; Chung et al., 1997) au niveau de 1’adhésion, du chimiotactisme, de la
migration et de ’activation des cellules qui les expriment. Par exemple, le CD47
synergise avec I’intégrine o, pour induire la migration des lymphocytes B (Yoshida e
al., 2000) ou encore module I’aggrégation plaquettaire via le récepteur au collagéne soit
Vintégrine o,p, (Chung et al., 1999). Sur les thrombocytes, le CD47 est aussi
physiquement associé avec I’intégrine o, B, et régule I’activité de cette derniére (Chung
etal., 1997). Les souris déficientes pour la molécule CD47 meurent rapidement d’une
inflammation du péritoine, suite 2 ’administration de la bactérie Escherichia coli, di a
une réduction de ’accumulation et de I’activation des leucocytes via I’intégrine B, au site
de I'infection (Lindberg et al., 1996). Par contre, ces souris CD47" sont moins
susceptibles de développer I’arthrite en réponse & une infection avec Staphylococcus
aureus  étant donné un ralentissement de la migration des leucocytes dans les
articulations (Verdrengh et al., 1999). Le CD47 est impliqué dans plusieurs systémes
d’adhésion suite 2 la formation d’un complexe avec I'intégrine o f, et les protéines G
trimériques (Green et al., 1999). Le cholestérol est crucial dans 1’association de ces

trois protéines puisqu’il se lie aux différents segments transmembranaires du CD47
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définissant ainsi un role pour ces derniers dans la formation d’une configuration

particuliére permettant la stabilisation du complexe trimoléculaire (Green et al., 1999).

Ensuite, le CD47 est aussi capable de réguler I'activité d’autres cellules telles
que les lymphocytes T et les globules rouges et ce, de fagon indépendante des
intégrines. Des anticorps monoclonaux dirigés contre la molécule CD47 peuvent
augmenter ou inhiber I’activation des lymphocytes T et réguler la mort des lymphocytes
T et B dépendemment de la spécificité d’épitope de ces anticorps, de leur forme
physique (soluble ou immobilisée) et des conditions expérimentales (Reinhold et al.,
1997; Ticchioni et al., 1997, Waclaviceket al., 1997; Mateoet al., 1999; Pettersen et
al., 1999; Reinhold er al., 1999; Vallejo er al., 2000). Sur les globules rouges de
souris, 1’expression de la molécule CD47 lui permet de fonctionner comme un marqueur
du soi (Oldenborg et al., 2000). Les érythrocytes n’exprimant pas le CD47 sont
rapidement éliminés de la circulation sanguine par les macrophages présents dans la
pulpe rouge de la rate (Oldenborg er al., 2000). L’élimination des globules rouges est
ainsi prévenue lorsque la molécule CD47 interagit avec son ligand, la protéine SIRP

(Oldenberg et al., 2000).

Les articles présentés dans la section Résultats montrent 'implication de trois
molécules, I'IL-15, le LAG-3 et le CD47, sur la régulation de la production d’IL-12
chez 'homme. Lorsque j'ai débuté mon travail de doctorat, plusieurs travaux
démontraient I'importance des régulateurs positifs de I'IL-12, car cette derniére est
cruciale dans 1’élaboration d’une défense immunitaire contre des infections provoquées
par différents pathogeénes intracellulaires ainsi que contre certaines tumeurs murines et
humaines. Dans notre laboratoire, une de mes collégues avait publié que I'IL-2 est

capable d’induire la synthése d’IL-12 par les monocytes humains dans un modéle
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d’interactions lymphocytes T - monocytes et ce, en absence d’engagement du TCR,
inais de facon dépendante de I’interaction CD154-CD40 (Armant et al., 1996). Etant
donné qu’a I'époque, I'IL-15 était connue surtout pour avoir plusieurs effets
biologiques similaires 2 ceux de I'[L.-2, nous avons émis I’hypothése que cette cytokine
pouvait se substituer & I'IL-2 et initier une réaction inflammatoire aboutissant a la
production d’IL-12 par les monocytes en utilisant des mécanismes semblables (Article
1). Dans un deuxiéme temps, il avait été rapporté dans la littérature que 1’engagement
du CMH de classe II par un anticorps monoclonal induit la synthése d’IL-12 par les
cellules dendritiques (Koch et al., 1996). Puisque la molécule LAG-3 a pour ligand
naturel le CMH de classe II, nous avons postulé que I’interaction LAG-3 - CMH de
classe I pouvait représenter un second mécanisme, en plus de Iinteraction CD154-
CD40, capable de promouvoir la sécrétion d’IL-12 par les monocytes et les cellules

dendritiques (Article2).

Bien qu’importante, I'IL-12 est une cytokine qui doit &tre étroitement régulée,
car un excés peut avoir des conséquences dangereuses pour 1’organisme. A ce jour, de
plus en plus d’études visent & comprendre les mécanismes qui régulent négativement la
production de cette interleukine. Dans le cadre de mon travail de doctorat, j’ai collaboré
aux travaux de recherche d’une de mes collégues visant 2 analyser les mécanismes par
lesquels la molécule CD47 inhibe la synthése d’IL-12 par les monocytes (Article 3).
Sachant que I'IL-12 joue un rdle fondamental dans la différenciation Th1, nous avons
par la suite proposé que ’engagement du CD47 s’opposerait a la différenciation des
lymphocytes T naifs en effecteurs de type Thl. Les résultats de ce travail sont présentés

dans I'article 4.
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Article 1

IL-15Promotes IL-12 Production by Human Monocytes Via T Cell-Dependent Contact
and May Contribute to IL-12-Mediated IFN-y Secretion by CD4" T Cells in the Absence
of TCR ligation

Marie-Noélle Avice, Christian E. Demeure, Guy Delespesse, Manuel Rubio,

Myriam Ammant, and Marika Sarfati

J. Immunol. 1998. 161: 3408-3415
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Ce premier article fait suite 2 une étude publiée par une de mes collégues qui
‘démontrait que I'TL-2 est un régulateur positif de la synthése d’IL-12 par les monocytes
humains dans un modele d’inflammation impliquant des interactions lymphocytes T -
monocytes, en absence d’engagement du TCR, mais nécessitant I'interaction CD154-
CD40. Dans le travail qui suit, nous avons montré que I’'IL-15, une cytokine qui
partage plusieurs activités biologiques avec I’IL-2, induit la production d’IL-12 par les
monocytes humains en utilisant des mécanismes similaires a2 ceux de I'IL-2.
L’originalité de ces résultats découle du fait que I’IL-15 peut effectivement activer les
lymphocytes T CD4* inflammatoires & promouvoir la sécrétion d'IL-12 par les
monocytes, laquelle, en synergie avec I'IL-15, permet la production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD4". Ainsi, cette codépendance entre I'IL-12 et I'IL-15 représente un
mécanisme potentiel d’activation des lymphocytes T inflammatoires en absence d’IL-2
endogeéne. Ce processus interviendrait dans des désordres chroniques dominés par une
réponse de type Thl tels que P’arthrite thumatoide et la sarcoidose pulmonaire. Ma

contribution 2 cet article représente 90% du travail expérimental.
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IL-15 Promotes IL-12 Production by Human Monocytes Via T
Cell-Dependent Contact and May Contribute to
IL-12-Mediated IFN-y Secretion by CD4% T Cells in the
Absence of TCR Ligation’

Marie-Noélle Avice, Christian E. Demeure, Guy Delespesse, Manuel Rubio,
Myriam Armant,” and Marika Sarfati’

At inflammatory sites, the number of activated bystander T cells exceeds that of Ag-activated T cells. We investigated whether
IL-15, a monocyte-derived cytokine that shares several biologic activities with IL-2, may contribute to bystander T cell activation
in the absence of IL-2 and triggering Ag. The addition of IL-15 to cocultures of monocytes and T cells stimulates CD4" but not
CD8* T celis to produce IFN-y. IFN-y production requires endogenous IL-12, the production of which in turn is dependent upon
CD40/CD154 interactions between CD4* T cells and monocytes. Indeed, non-TCR-activated CD4* but not CD8™" T cells express
significant levels of CD154. IL-15 may enhance IFN-y in this system by up-regulating CD40 expression on monocytes and IL-
12RB1 expression on CD4™ T cells. Conversely, using neutralizing anti-IL-15 mAb, we show that the ability of IL-12 to augment
IFN-vy secretion is partly mediated by endogenous IL-15. Finally, in the absence of monocytes, a synergistic effect between
exogenous IL-12 and IL-15 is necessary to induce IFN-y production by purified CD4™ T cells, while IL-15 alone induces T cell
proliferation. It is proposed that this codependence between IL-12 and IL-15 for the activation of inflammatory T cells may be
involved in chronic inflammatory disorders that are dominated by a Th1 response. In such a response, a self-perpetuating cycle
of inflammation is set forth, because IL-15-stimulated CD4* T cells may activate monocytes to release IL-12 that synergizes with

IL-15 to induce IL-12 response and IFN-y production. The Journal of Immunology, 1998, 161: 3408 -3415.

abundant level of mRNA expression in the placenta, heart,

lung, liver, and kidney as well as in LPS-activated mono-
cytes; however, in contrast to IL-2, IL-15 is not produced by un-
transformed, activated T cells (1, 2). It has been very difficult to
demonstrate IL-15 protein in the supernatants of many of these
cells that express mRNA for this cytokine. Indeed, IL-15 is tightly
regulated at the translation level by having a long 5’ untranslated
region mRNA noncoding region encumbered with multiple AUGs
(10 in humans and 5 in mice) upstream of the initiation AUG triplet
(2, 3). Furthermore, the unusually long IL-15 signal peptide may con-
tribute to an inefficiency of IL-15 synthesis and secretion (4).

IL-15 uses a heterotrimeric receptor composed of the B- and
y-chains of IL-2R and its own specific high-affinity binding
a-chain (designated IL-15Ra) (1, 5-7). Since IL-15 binds and sig-
nals through IL-2R subunits, this cytokine shares many biologic

I nterleukin-15 is a 14-kDa glycoprotein characterized by an
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activities with IL-2. IL-15 induces the proliferation of activated T
lymphocytes (1, 8) and costimulates with IL-12 the proliferation of
NK cells as well as their production of IFN-vy, granulocyte-mac-
rophage (GM)-CSF,* and TNF-a (9); IL-15 also regulates NK cell
survival (10) and induces proliferation and Ig synthesis by human
tonsillar B cells stimulated by CD40 ligand or by B cell receptor
engagement (11).

Interestingly, IL-15 is present at a low but significant level in the
inflamed synovium of patients suffering from rheumatoid arthritis
(RA), in which it displays potent T cell chemoattractant activity
(12). The mechanisms of T lymphocyte activation in RA patho-
genesis are not completely elucidated, and the triggering Ag is not
yet identified (13).

We reported previously that IL-2 was capable of inducing IFN-y
production by unfractionated non-TCR-activated T lymphocytes
cocultured with autologous monocytes (14). Because IL-15 shares
many biologic activities with IL-2, we examined whether IL-15
might substitute for IL-2 in the activation of bystander T lympho-
cytes and play a role in the maintenance of chronic inflammatory
states. In the present report, we show that IL-15 activates mono-
cytes to release IL-12 upon contact with CD4* but not CD8* T
cells via a CD40-dependent pathway. Conversely, IL-12-mediated
IFN-y secretion is partly IL-15-dependent, inasmuch as IL-15 par-
ticipates in IL-12 response and IFN-vy secretion.

+ Abbreviations used in this paper: GM-CSF, granulocyte-macrophage CSF. RA,
rheumatoid arthritis: PE. phycoerythrin; MFI, mean fluorescence intensity: EM. en-
riched monocyte.
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FIGURE 1. IL-15- or IL-2-induced IFN-y secre-
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Materials and Methods
Reagents

Human rIL-15 (Immunex. Seattle, WA) was used at 100 ng/ml. Human
rIL-2 (50 U/ml), human rIL-12 (60 pM), neutralizing Ab to IL-12 (goat
anti-human IL-12), and normal goat IgG Ab were kindly provided by Dr.
M. Gately (Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ). Anti-IFN-y neutralizing
mADb (clone p69) was provided by Dr. L. Garotta (Novartis, Basel, Swit-
zerland). Two anti-CD154 mAbs, clones M90 (mouse IgG1, used for flow
cytometry) and M92 (mouse IgG2a, used in culture), as well as anti-IL-15
mADb, clone M110 (mouse IgG1), were generated by Immunex. Isotype-
matched control mAbs (mouse IgGl and IgG2a) were prepared in our
laboratory.

Purification of adult mononuclear cells

Monocytes. PBMCs were isolated by density gradient centrifugation of
heparinized blood from normal healthy volunteers using Lymphoprep (Ny-
comed, Oslo, Norway). Enriched monocytes (EMs) were prepared by cold
aggregation as described. previously (15), followed by one cycle of roset-
ting with §-(2-aminoethyl)isothiouronium bromide (Aldrich, Milwaukee,
WI) -treated SRBCs to deplete residual T and NK cells. Monocyte purity
was shown to be >935% by flow cytometry (FACScan. Becton Dickinson,
Mountain View, CA) using phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD14
mAb (Ancell, London, Canada).

T lymphocytes. Enriched T cell populations were obtained from the
monocyte-depleted PBMCs by rosetting with S-(2-aminoethyl) isothiouro-
nium bromide-treated SRBCs and treating with ammonium chloride.
Highly purified T cells were obtained following incubation for 20 min at
37°C with Lympho-kwik T (One Lambda, Los Angeles, CA). CD4* T
cells were isolated using Lympho-kwik TH (One Lambda), and CD8* T
cells were positively selected using anti-CD8-coated Dynabeads (Dynal,
Oslo, Norway) followed by negative selection using anti-CD4-coated
Dynabeads (Dynal) to remove double-positive cells (CD4*CD8* T cells).
T lymphocyte purity was assessed by flow cytometry (FACScan) using
FITC-conjugated anti-CD3 mAb (Becton Dickinson), PE-conjugated anti-
CD8 mAb, or FITC-conjugated anti-CD4 mAb (Ancell) and was shown to
be >99% in all cases.

Culture conditions

Cultures were performed in serum-free HB101 medium (Irvine Scientific,
Santa Ana, CA) supplemented with 2 mM glutamine, | mM sodium pyru-
vate, 10 mM HEPES, 100 IU penicillin, and 100 p.g/ml streptomycin in the
presence of polymyxin B (10 pg/ml) (Sigma, St. Louis, MO). T cells (10°
cells/ml) were incubated with autologous monocytes (2 X 10° cells/ml) in
flat-bottom 48-well Falcon plates (Becton Dickinson). Two-chamber cul-
tures were performed in 24-well plates with Falcon cell culture inserts
(Becton Dickinson). T cells (10° cells/ml) were added to the inserts in
HB101 plus polymyxin B (10 ug/ml). Monocytes were added to the wells
and supplemented with HB10! plus polymyxin B with or without T cells.
When cultured alone, T cells were seeded at 10° cells/ml in RPMI 1640
medium containing 10% FCS and 2 mM glutamine, 100 IU penicillin, and
100 pg/ml streptomycin in the presence of polymyxin B.

Lymphokine determination

IFN-y was measured by a sandwich solid-phase RIA using two anti-IFN-y
mADbs as described previously (16). The detection limit of the assay was 30
pg/ml. IL-12p40 and IL-12p75 were assessed by a two-site sandwich
ELISA using clone 2.4A1 or clone 20C2 as capture mAbs and clone 4D6
as second mAb. Anti-IL-12 mAbs were generously provided by Dr. M.
Gately (Hoffman-La Roche). The sensitivity of the assays was 20 pg/ml
and 6 pg/ml, respectively. IL-15 was measured by a sandwich ELISA using
mouse mAb to human IL-15 (clone M111) and polyclonal rabbit anti-IL-
15. The detection limit of the assay was 50 pg/ml.

Flow cytometric analysis

CD154 and IL-12RBI surface expression was assessed using a three-step
procedure. Briefly, cells were first incubated with anti-CD154 mAb (clone
M90), anti-IL-12RB! mAb (24E.6), or class-matched negative control
mADbs at 5 to 10 ug/mli in the presence of normal human [gG (150 pg/ml)
for 1 h at 4°C. Cells were then incubated with biotinylated goat anti-mouse
IgG (Tago, Burlingame, CA) for 1 h at 4°C followed by PE-labeled strepta-
vidin (Ancell). A two-step staining procedure was used to examine CD40
surface expression on monocytes. Cells were initially incubated with bio-
tinylated anti-CD40 mAb (M89) or class-matched negative control mAb at
5to 10 pg/ml in the presence of normal human IgG (150 pg/mi) for 1 h
at 4°C followed by staining with PE-labeled streptavidin (Ancell). After
staining, cells were analyzed using a FACScan (Becton Dickinson). Mean
fluorescence intensity (MFI) was calculated as follows: (MFI specific
mAb ~ MFI control mAb).

Thymidine incorporation

T cells were cultured for 5 days at 10° cells/ml in RPMI 1640/10% FCS
containing polymyxin B (10 pg/ml) in flat-bottom Falcon 96-well plates (Bec-
ton Dickinson). DNA synthesis was assessed by adding 1 uCi/well of [methyl-
*H]thymidine (10 C/mmol; Amersham, Arlington Heights, IL) during the last
6 h of the culture. Triplicate cultures were then harvested onto glass fiber
filters, and the radioactivity was counted using liquid scintillation.

Statistical analysis

Results were analyzed by the paired Student ¢ test using Instat software
(GraphPad, San Diego, CA).

Results

IL-15-induced IFN-y production by CD4* T cells in the
absence of Ag largely depends upon their ability to promote
IL-12 secretion by monocytes

In the present study, we first examined whether IL-15, a cytokine
that shares several biologic activities with IL-2, would substitute
for IL-2 in the induction of IFN-y production by unstimulated T
cells cocultured with syngeneic monocytes. As shown in Figure 1,
unfractionated T cells secrete IFN-y when stimulated by IL-15 or
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FIGURE 2. CD4" but not CD8* T lymphocytes promote IL-12 and IFN-v secretion in the presence of IL-15 or IL-2. A, C, D, and F. CD4* and CD8*
T lymphocytes were cocultured in presence of autologous monocytes. IL-15 was used at 100 ng/ml and IL-2 was used at 50 U/ml. In some experiments
(n = 3), monocytes were cultured alone with IL-15 or IL-2. Culture supematants were collected at 72 h and assessed for IFN-y and IL-12p40 production.
Data represent the mean * SEM of five experiments. B and E, Dose-response curve obtained by adding increased concentrations of IL-15 or IL-2 to
cocultures of CD4™ T cells and autologous monocytes. Culture supernatants were harvested at 72 h for the measurement of IFN-vy production. One

representative experiment of three is shown.

IL-2 in the absence of Ag but in the presence of monocytes. Anti-
IL-12 Ab inhibits IFN-vy production by 70%, indicating that this
response is largely IL-12-dependent. We subsequently fractionated
T cells into CD4* and CD8™ subpopulations (Fig. 2) and demon-
strated that only IL-15- or IL-2-stimulated CD4™* but not CD8* T
cells promote IL-12 secretion by monocytes and secrete IFN-y.
IL-15 or IL-2 induce IFN-y production by CD4™* T cells in a
dose-dependent manner. As shown in Table I, IL-15 or IL-2 induce
both IL-12p40 and p75 release in this coculture system. Of inter-
est, IL-15 and IL-2 display an additive effect on both IFN-vy and
IL-12 secretion (data not shown). Finally, the results shown in
Figure 2 also indicate that purified monocytes stimulated by IL-15
or IL-2 do not secrete IL-12, suggesting that IL-15 or IL-2-induced

Table L. IL-15 or IL-2 promotes IL-12 secretion in CD4* T cell
monocyte cocultures®

CD4 + EM + IL-15 CD4 + EM + L2

Expt. IL-12p40 (pg/ml) 1L-12p75 (pg/ml) IL-12p40 (pg/mi) IL-12p7S (pg/ml)
1 179 32 352 71
2 98 20 549 76
3 275 40 605 97
4 299 56 226 40

“CD4™ T cells were cultured with syngeneic monocytes in the presence of IL-15
(100 ng/ml) or 1L-2 (50 U/ml). IL-12 (p40 and p75) secretion was measured at 48 h.
IL-12p40 (<20 pg/ml) and IL-12p75 (<6 pg/mi) are undetectable in unstimulated
CD4™ T cell/monocyte cocultures.

IL-12 production requires the presence of CD4™ but not CD8* T
cells.

IL-15-induced IL-12 and IFN-vy secretion depends upon CD40-
CD154 interaction

Next, we showed (Table II) that a physical separation of CD4* T
cells and monocytes abolishes IL-12 secretion, demonstrating that
soluble factors produced by IL-15-activated T cells are not suffi-
cient to trigger IL-12 release. However, the T cell-dependent IL-12
secretion is reduced by neutralizing anti-IFN-y mAb (Table II),
suggesting that part (30%) of the IFN-+y secretion produced via an
IL-12-independent pathway (Fig. 1) could prime for enhanced
IL-12 release in this coculture system. Nevertheless, the IL-15-
induced IFN-vy secretion absolutely requires T cell contact with
monocytes (Table II), which favors the hypothesis that in addition
to IL-12, other monokines may be released upon contact with T
cells and may contribute to IFN-y production. Given that CD40
ligation on monocytes is a well-described mechanism to induce
monokine release (including IL-12), we explored this possibility
and found that anti-CD154 mAb strongly inhibits IL-12 release by
monocytes and IFN-y production by non-TCR-activated CD4* T
cells (Table II).

These results implied that CD154 is expressed on IL-15-stimu-
lated CD4™ but not CD8™ T cells. Indeed, we confirmed and ex-
tended our previous studies on unfractionated T cells (14) by
showing that CD4™ but not CD8™ T cells readily express a sig-
nificant level of CD154 in the absence of TCR ligation (Fig. 3, A
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IL-12 and IFN-y production induced by IL-15 or IL-2 depends upon T cell/monocyte contact and

IL-12p40 (pg/ml)

IFN-y (ng/mD) IL-12p75(pg/ml)
CD4 + EM + IL-15 17 151 56
CD4EM + IL-15 02 <30 <6

CD+ + EM + IL-15

CD4 + EM + IL-2

[FN-y (ng/ml) IL-12p75 (pg/ml) IFN-y (ng/ml) IL-12p75 (pg/ml)
Control mAb (IgG1) ND 97 ND 74
Anti-IFN-y mAb ND 38 ND 37
Control mAb (IgG2a) 34 106 32 108
Anti-CD154 mAb 1.1 33 1.1 29

“ Monocytes were cultured in wells, and CD4* T lymphocytes were added either to the wells (T + EM) or to the well inserts
(T/EM) as described in Materials and Methods. 1L-15 was used at 100 ng/ml and IL-2 was used at 50 U/ml. Mouse 1gG2a
anti-CD154 (M92) mAb and isotype-matched control mAb were used at 5 p.g/ml; mouse IgG1. anti-IFN-y mAb (clone p69). and
isotype-matched control mAb were used at 10 pg/ml. Cuiture supernatants were collected and assessed at 72 h for IFN-y and
at 48 h for IL-12 production. One representative experiment of three (for transwell assay), of six (for anti-CD154 mAb assay),

and of three (for anti-IFN-y mAb assay) are shown.

and 8). This low level of CD154 expression is not up-regulated by
IL-15, by IL-2, or by contact with monocytes (Fig. 3C and data not
shown). However, our data further showed that IL-15 or IL-2 sig-
nificantly increases the expression of CD40 Ag on purified mono-
cytes (Fig. 3D). From these data, we propose that in the absence of
TCR-activated T cells, IL-15 may substitute for IL-2 in promoting
activation of bystander T cells. Indeed, IL-15 up-regulates CD40
on monocytes that, following engagement by CD154*CD4™ T
cells, secrete IL-12 which may synergize with IL-15 to induce
IFN-v secretion.

IL-12-induced IFN-y secretion by CD4™ T cells cocultured with
monocytes is enhanced by endogenous IL-15

After having demonstrated that IL-15-induced IFN-vy production is
IL-12-dependent, we subsequently provided evidence that, con-

FIGURE 3. [L-15 and IL-2 up-regulate CD40
expression on monocytes but not CD154 expres-
sion on CD4"% T cells. Purified CD4™ (A) and
CD8™ (B) T lymphocytes were cultured over-
night in complete medium and stained using anti-
CD154 mAb (—) or control mAb (plain histo-
gram) as described in Materials and Methods. C,

versely, the ability of exogenous IL-12 to augment IFN-vy secretion
is partly IL-15-dependent in this coculture system. As depicted in
Figure 4, neutralizing anti-IL-15 mAb suppresses the IL-12-medi-
ated IFN-vy production by CD4* T cells cocultured with mono-
cytes by 63% (p = 0.002). In contrast, the IL-2-mediated IFN-y
secretion is IL-15-independent. The specificity of the anti-IL-15
mADb is demonstrated by the abolition of IL-15-induced IFN-vy in
parallel cultures. Since the above results using neutralizing mAb
suggested that endogenous IL-15 protein is involved in IL-12-in-
duced IFN-vy secretion, we examined whether exogenous IL-12
may increase IL-15 production. However, several experimental ap-
proaches attempting to verify this hypothesis remained unsuccess-
ful. We failed to detect IL-15 protein (as measured by a specific
ELISA or by intracytoplasmic staining) in T cell/monocyte cocul-
tures as well as in IL-12-stimulated PBMCs activated by LPS or

B
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Purified CD4* T cells were cultured overnight in
complete medium (..... ) or in the presence of
IL-15 (100 ng/ml) (—) or IL-2 (50 U/mi) (- - -)
and stained using anti-CD154 mAb or control C
mADb (plain histogram). D, Monocytes were stim-
ulated in complete medium (. .... ) or in the pres-
ence of IL-15 (—) or IL-2 (- - -) and stained
using anti-CD40 mAb or control mAb (plain his-
togram). MFI was calculated as described in Ma-
terials and Methods. One repr ive experi-
ment of three is shown.
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FIGURE 4. IL-12-mediated IFN-y production by CD4™ T cells is partly
IL-15-dependent. CD4™ T lymphocytes were cocultured with autologous
monocytes in the presence of IL-15 (100 ng/ml) (n = 3), IL-2 (50 U/ml)
(n = 4), or IL-12 (60 pM) (n = 5). Anti-IL-15 mAb (M110) or control
mAb were added to cocultures at a concentration of 20 ug/ml. Culture
supernatants were harvested at 72 h and analyzed for [FN-y production.
The percentage of anti-IL-15 mAb-induced inhibition of IFN-y was cal-
culated as follows: (1 — [anti-IL-15 mAb/control mAb]) X 100%.

Staphylococcus aureus Cowan (data not shown), a culture condi-
tion that reportedly induces IL-15 secretion (17).

In view of the reciprocal dependence between IL-15 and IL-12
in the regulation of IFN-y response, we subsequently examined
whether IL-15, as reported for IL-2, may facilitate the IL-12 re-
sponse by up-regulating the IL-12R chain. The data in Figure 5
show that, regardless of the presence of monocytes, IL-15 signif-
icantly augments IL-12RB! expression on CD4™ T cells, strongly
suggesting that IL-15 may increase IL-12 responsiveness of puri-
fied T cells.

IL-15 contributes to IL-12-mediated IFN-y production by
purified CD4* T cells

Next, we explored the proliferative and IFN-vy response of purified
CD4" T cells cultured in the absence of monocytes to saturating
doses of IL-15 used alone or in combination with optimal concen-
trations of IL-12. Despite the expression of IL-12R (Fig. 5), IL-
15R (18), and IL-2R on purified CD4™ T cells, neither IL-15, IL-2,
nor IL-12 alone stimulate IFN-y production; IL-15 and IL-2 but
not IL-12 induce significant T cell proliferation (Fig. 6). Most
strikingly, IL-15 synergizes with IL-12 to strongly induce IFN-y
secretion with no significant increase in cell proliferation. Note
that IL-2 may substitute for IL-15 in this synergy. Finally, al-
though IL-15 promotes the response of purified CD4™ T cells to
IL-12, this IL-12-mediated IFN-y production is strongly increased
upon contact with monocytes at day 3 (Fig. 7) or day 5 (data not
shown), which supports previous studies underlying the role of
monocyte costimulatory molecules in the response to IL-12. The
data in Figure 7 also indicate that a disruption of celiular contact
between IL-15- plus IL-2-stimulated T cells and monocytes com-
pletely abrogates IFN-vy production, confirming that IL-12 produc-
tion is not dispensable for IFN-vy secretion by IL-15, IL-2, or IL-15
and by IL-2-stimulated CD4" T cells. Taken together, it is pro-
posed that IL-15-stimulated CD4* T cells may proliferate and en-
gage CD40 on monocytes to promote IL-12 secretion; IL-15 and
1L-12 synergize to induce a T cell [FN-y response that is further
amplified upon contact with monocytes, providing a mechanism of
activation of inflammatory T cells in the absence of TCR triggering.
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FIGURE 5. IL-15 up-regulates IL-12RB1 expression on CD4™ T lym-
phocytes. Purified CD4™ T lymphocytes were cultured alone (A) or with
autologous monocytes (B). Cells were stimulated for 3 days in the absence
[CEREE ) or presence (—) of IL-15 (100 ng/ml) and stained using anti-IL-
12RB1 (24E.6) mAb or control mAb (plain histogram). One representative
experiment of four is shown.

Discussion

In this study, we report that in the presence of IL-15,
CD154*CD4™ T cells engage CD40 Ag on monocytes and trigger
IL-12, the production of which induces IFN-y by T cells. Further-
more, the IL-12-mediated IFN-vy production by non-TCR-activated
CD4™" T cells in this coculture system is partly IL-15-dependent.
These data provide a potential mechanism of inflammatory T cell
activation in chronic disorders that are dominated by a Thl re-
sponse, such as RA or sarcoidosis. Indeed, IL-15 is present in
significant quantities in the inflamed synovium of patieats with
RA, which is in contrast to the relative absence of IL-2 (12). Similarly,
bronchoalveolar lavage cells from patients with sarcoidosis express
elevated levels of IL-12, [L-15, and IFN-y mRNA (19, 20).
Previous studies indicated that synovial T cells costimulated by
IL-15, TNF-a, and IL-6 induce TNF-a production by monocytes,
contributing to the excessive TNF-a observed in RA joints (21).
Here, we show that stimulation of CD4™ T cells by IL-15 alone is
sufficient to trigger IL-12 release by monocytes and to allow IFN-y
production. The production of IL-12 in the [L-15-stimulated co-
cultures required a CD40/CD154-dependent interaction between
the T cells and the monocytes. Thus, the ability of IL-15 to pro-
mote IL-12 in this system appears to be indirect and may be due in
part to its ability to up-regulate CD40 expression on the monocytes
and enhance the production of IFN-y by CD4™ T cells. In that
regard, we (22) and others (23) have demonstrated previously that
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FIGURE 6. Regulatory effect of IL-15, IL-2, and IL-12 on proliferation
and IFN-y production by purified CD4* T lymphocytes. Purified CD4™ T
lymphocytes were stimulated with IL-15 (100 ng/ml), IL-2 (50 U/ml), or
IL-12 (60 pM) alone or in combination. Culture supernatants were col-
lected after 5 days for measurement of IFN-y secretion. After 5 days of
culture, proliferation of CD4™ T lymphocytes was assessed by [*H]thymi-
dine incorporation. Data represent the mean * SD of three experiments.

T cells activated through a TCR/CD3 complex induce IL-12 pro-
duction by IFN-y and GM-CSF-treated monocytes via a CD40-
dependent pathway. Indeed, IFN-y and GM-CSF reportedly up-
regulate CD40 on monocytes (24). Our results show that
unstimulated CD4™ but not CD8™ T cells readily express CD154
at a sufficient level to engage CD40 on monocytes and to trigger [L-12
release in the presence of [L-15, confirming and extending our recent
studies witk TL-2-stimulated, unfractionated T cells (14) and under-
lying the failure of CD8™ T cells to promote IL-12 secretion.

The failure of anti-IL-12 Ab to inhibit the IL-15-induced [FN-y
secretion by >70% suggests that IL-12 may not be the only factor
involved in this response and is consistent with the ability of neu-
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tralizing anti-IFN-y mAb to reduce IL-15-induced IL-12 release in
this coculture system. Therefore, we propose that IL-15 or IL-2
contributes to the enhanced CD154/CD40 interactions at the early
step of the cultures leading to IL-12 (and possibly other mono-
kines) and IFN-y production. The small amount of IFN-y pro-
duced via an IL-12-independent pathway will subsequently prime
for increased IL-12 production and enhance CD40 expression, re-
sulting in a further increase in IFN-y secretion and in the triggering
of an amplification loop of proinflammatory cytokine secretion.
Recent data published during the course of this study (25) showed
that IL-15-induced IFN-y by anti-CD3 activated T cells largely
depended upon APC-derived endogenous IL-12, strongly support-
ing our present data.

Next, we provide evidence that IL-15 is involved not only in
IL-12 production in the T cell/monocyte cocultures but is also
required to synergize with IL-12 to induce IFN-y by the CD4™ T
cells. IL-15 increases the IL-12RB1 chain on purified CD4™ T
cells and supports their IL-12-induced IFN-vy secretion. Wu et al.
(26) reported that IL-15 and IL-2 up-regulated the IL-12Rp chain
on PBMCs without defining the target cell subpopulations. Note

* that purified, resting CD4™ T cells are unable to secrete IFN-y

following IL-15 or IL-12 stimulation, while [L-12 reportedly stim-
ulates IFN-y production by activated T and NK cells (27, 28). In
such a case, an optimal IL-12 response by T cells required the
expression of costimulatory molecules, including CD80, CD86, or
CD58 on APCs (29-31). In keeping with these studies, our data
indicate that IL-15 or IL-2 strongly synergizes with IL-12 10 allow
IFN-v production by resting, purified CD4™ T cells. While this
response is further enhanced upon contact with APCs, it does not
involve interactions between CD80, CD86, and their ligands (15).
Of interest, optimal concentrations of IL-15 induce T cell prolif-
eration, which is not further amplified by IL-12. In that regard,
recent studies by Kanegane et al. indicated that IL-15 increased
[PH}thymidine uptake of memory but not maive resting CD4* T
cells (32).

Taken together, it appears that IL-15 may directly signal resting
CD4* T cell proliferation but not IFN-v production. Kumaki et al.
(33) reported that IL-15 down-regulated its own high-affinity bind-
ing sites while up-regulating the [L-2Ra chain. Since the IL-15Ra
chain is required for high-affinity binding but not for signaling by
IL-15, and because IL-2R and IL-2Ry chains are the limiting and
determining factors for IL-15 responsiveness (6-9), our present
data suggest that IL-15 signals through the IL-2RB/y complex to
induce resting CD4™ T cell proliferation. In agreement with this

CD4+EM
COMEMHL-154L-2
COVEM

COVEMHL-154HL-2

CD4+L-15HL-2

IFNy (ng/ml)

IFN-v secretion by IL-15 and IL-12-stimulated purified CD4™ T cells is increased by contact with monocytes. Monocytes were cultured in

wells, and CD4™ T lymphocytes were added either to the wells (T + EM) or to the well inserts (T/EM) as described in Materials and Methods. IL-15 was
used at 100 ng/ml, IL-12 was used at 60 pM, and IL-2 was used at 50 U/ml. Culture supernatants were collected at 72 h and assessed for IFN-y production.

Data represent the mean = SD of three independent experiments.
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hypothesis, Agostini et al. reported that IL-15 signaled through the
IL-2RB/y complex to trigger the growth of CD4™ T cells in pul-
monary sarcoidosis (20).

Ab neutralization demonstrated the involvement of monocyte-
derived endogenous IL-15 in IL-12-mediated IFN-vy production by
CD4™ T cells. In addition, exogenous IL-15 and IL-12 synergize
to induce IFN-y by purified CD4™ T cells. This synergistic effect
is reminiscent of studies on NK cell activation. Indeed, IL-12 syn-
ergized with IL-15 or IL-2 to induce IFN-y and TNF-a production
by CD564™ NK cells (9): however, this cytokine combination sub-
sequently provoked apoptosis of the NK cells, providing a mech-
anism of IFN-v production down-regulation (34). It is important to
note that in the present report, purified T cells are composed of
>99% CD3™ cells, and that IL-12 plus IL-15- or IL-2-stimulated
monocyte preparations do not secrete IFN-y (Ref. 35 and data not
shown), largely excluding the possibility that IFN-y production
derives from a few contaminating NK cells.

That CD8* T cells cocultured with monocytes in the presence of
IL-15 or IL-2 do not produce IFN-y likely results from their lack
of CD154 expression and from a subsequent absence of IL-12
release in the cultures. However, this does not rule out the possi-
bility that CD8™ T cells may respond to exogenous [L-12. IL-15
reportedly triggers the activation and growth of the CD8™ T cell
pool in patients with HIV syndrome (36) and the proliferation of
memory and naive resting CD8™ T cells (32). Also, our unpub-
lished observations showed that IL-15 and IL-12 synergize to al-
low IFN- production by purified CD8™ T cells.

Although IL-12-induced IFN-y production is suppressed by
neutralizing anti-IL-15 mAb in the T cell/monocyte cocultures, we
failed to demonstrate that IL-12 up-regulates IL-15 protein by
monocyte preparations that were stimulated by bacterial Ag or left
unstimulated. In contrast to the wide expression of IL-15 mRNA is
the difficulty in documenting IL-15 protein in activated monocytes.
First, LPS-stimulated IL-15 and IL-12 production by monocytes
occurred after contact with NK cells (37). Second, endogenous
IL-15 protein may be up-regulated in blood-derived dendritic cells
following phagocytosis of immunomagnetic particles (38).

Taken together, the expression of IL-15 and IL-2 in different
tissues and cells suggests that they may be effective at different
times and/or different sites. As IL-2 is not produced by dendritic
cells or monocytes, IL-15 could be a substitute molecule used in-
stead to trigger and regulate the innate immune response. Upon
bacterial or viral infection, IL-15 may act as a chemoattractant for
T celis (12, 39), favor APC/T cell contact, and induce, in synergy
with [L-12, IFN-y production by inflammatory T cells (as shown
in our present study) or by NK cells (9). As such, IL-15 could play
a key role in the first line of host defense mechanisms. In support
of this possibility, IL-15 is reportedly essential for activation of
murine 8 T cells during early Salmonella infection at a time when
they do not yet produce IL-2 (40).
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Dans ce deuxiéme article, nous avons étudié une autre molécule, soit LAG-3,
impliquée positivement dans la production d’IL-12 par les cellules présentatrices de
I’antigéne humaines. L’équipe de Koch et al. (1996) avait rapporté que I’engagement
du CMH de classe II par un anticorps monoclonal induit la sécrétion d’IL-12 par les
cellules dendritiques. Puisque la molécule LAG-3 a pour ligand naturel le CMH de
classe II, nous avons alors émis I’hypothése que I'interaction LAG-3 - CMH de classe
Il pouvait représenter une seconde approche utilisée par les lymphocytes T
inflammatoires, en plus de I'interaction du CD154 avec le CD40, pour induire la
synthése d’1L-12 par les monocytes et les cellules dendritiques humaines. Ces résultats
sont innovateurs, car ils démontrent que de fagon similaire au CD154, 1a molécule LAG-
3 participe a I’activité pro-inflammatoire des lymphocytes T non activés parle TCR. Ma

contribution a cette étude représente 70% du travail expérimental.
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Lymphocyte Activation Gene-3, a MHC Class II Ligand
Expressed on Activated T Cells, Stimulates TNF-« and IL-12
Production by Monocytes and Dendritic Cells’

Marie-Noélle Avice,* Marika Sarfati,* Frederic Triebel,” Guy Delespesse,* and
Christian E. Demeure®*

Lymphocyte activation gene-3 (LAG-3) is an MHC class II ligand structurally and genetically related to CD4. Although its
expression is restricted to activated T cells and NK cells, the functions of LAG-3 remain to be elucidated. Here, we report on the
expression and function of LAG-3 on preinflammatory bystander T cells that are activated in the absence of TCR engagement.
LAG-3 is expressed at high levels on human T cells cocultured with autologous monocytes and IL-2 and synergizes with the low
levels of CD40 ligand (CD40L) expressed on these cells to trigger TNF-« and IL-12 production by monocytes. Indeed, anti-LAG-3
mAb inhibits both IL-12 and IFN-y production in IL-2-stimulated cocultures of T cells and autologous monocytes. Soluble
LAG-3Ig fusion protein markedly enhances IL-12 production by monocytes stimulated with infra-optimal concentrations of
sCD40L, whereas it directly stimulates monocyte-derived dendritic cells (DC) for the production of TNF-« and IL-12, unravelling
an enhanced responsiveness to MHC class II engagemenent in DC as compared with activated monocytes. Thus similar to CD40L,
LAG-3 may be involved in the proinflammatory activity of cytokine-activated bystander T cells and most importantly it may

directly activate DC. The Journal of Immunology, 1999, 162: 2748-2753.

II ligand that is structurally related to CD4 (1, 2). Like

CD4, LAG-3 was recently found to associate with the
CD3-TCR complex (3). In spite of these similarities, LAG-3 dif-
fers from CD4 in several regards. It has higher affinity than CD4
for MHC class II molecules (4), and whereas CD4 transduces sig-
nals via the protein tyrosine kinase Ick (5), the intracytoplasmic tail
of LAG-3 has no site to interact with Ick (6). Unlike CD4, LAG-3
is not expressed on resting T cells but is readily induced on acti-
vated CD4% and CD8™" T cells as well as NK cells (2. 7). The
expression of LAG-3 on human T cells correlates with their ca-
pacity to produce IFN-vy and is up-regulated by IL-2 and IL-12 (8,
9). In vivo, it has been detected in lymphoid tissues (10) and on T
cells infiltrating renal cell carcinoma (11).

The function of LAG-3 has not been investigated thoroughly.
LAG-3 seems to have the capacity to exert both effector and re-
ceptor activities. It was reported to transduce a positive signal into
LAG-3" NK cells, as indicated by the defective killing of certain

l ymphocyte activation gene-3 (LAG-3)* is an MHC class
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tmor targets by NK cells from LAG-37'" mice (12). However,
blocking LAG-3-MHC class II interactions with a neutralizing anti-
LAG-3 mAb fails to inhibit Ag-driven T cell cytotoxicity and MLR,
suggesting that LAG-3 does not provide a positive signal in TCR-
driven interactions (10). Conversely, LAG-3 cross-linking on acti-
vated T cells before restimulation via the CD3-TCR complex induces
a state of unresponsiveness at both proliferation and cytokine produc-
tion levels (3). Finally, during T-T cell interaction, MHC class II
engagement by LAG-3 was found to provide a negative signal leading
to decreased proliferation and cytokine production (6).

Here, we first report on the role of LAG-3 in the cytokine-driven
activation of T cells cocultured with autologous monocytes in the
absence of TCR/CD3-mediated stimulation. We show that T cells
express LAG-3 and that LAG-3-MHC class Il interaction, together
with CD40-CD40 ligand (CD40L) interaction, is involved in both
IL-12 and IFN-+y production. Blocking LAG-3/MHC contact with
anti-LAG-3 mAb not only suppresses the positive signal given to
monocytes via MHC class II but also inhibits T cell response to
[L-12. In addition, we show that recombinant soluble LAG-3
(LAG-3Ig) dose-dependently induces TNF-a production and co-
stimulates sCD40L-induced IL-12 production by monocytes. Most
interestingly, LAG-3Ig also directly stimulates dendritic cells (DC)
to produce both IL-12 and TNF-a without additional stimulatory
or costimulatory signal.

Materials and Methods

Reagents and cell lines

sLAG-3Ig molecules produced in Chinese hamster ovary cells as described
(6) were kindly provided by M. Subramanyam and M. Tepper (Ares Ad-
vanced Technology. Randoiph, MA). Preparations contained no detectable
endotoxin (<15 pg/ml) as determined by the Limulus amebocyte lysate
assay (QCL-100: BioWhittaker, Walkerville, MD). The anti-LAG-3 mAb
17B4 was previously described (2). and the anti-CD3 UCHT-1 was kindly
provided by Dr. P. Beverley (University College and Middlesex School of
Medicine, London, U.K.). PHA was from Sigma (St. Louis, MO), and the
tuberculin purified protein derivative was from BCG Seizo (Tokyo. Japan).
The blocking goat anti-human {L-12 Ab and rIL-2 were kind gifts from Dr.

0022-1767/99/$02.00
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M. Gutely und F. K. Kahn. respectively (Hotfmann-La Roche. Nutley. NJ),
sCD-0L and [L-4 were kindly provided by Dr. C. Maliszewski (Immunex.
Seattle. WA), and recombinant granuloeyte-macrophage CSF (GM-CSF)
wus provided by Dr. D. Bron (Bordet Institute. Brussels. Belgium).

Purification of himan monocyies and generation of monocyle-
derived DC

Monocytes were obtained by aggregation of adult PBMCs in the cold (13)
and were depleted of T cells by rosetting on 2-aminoethylisothiouronium
bromide (AET) -treated SRBC as previously described (14). The resulting
preparations were >93% CD147 as determined by FACS (Becton Dick-
inson. Mountain View. CA) using phycoerythrin- (PE-) conjugated anti-
CD14 mAb (Ancell. London. Canada). Autologous T celis were puritied by
rosetting the monocyte-depleted PBMC with AET-SRBC followed by
Lympho-Kwik T treatment (One Lambda. Canoga Purk. CA).

Human immature DC were prepared as described (15-17). Briefly.
monocytes were incubated in 6-well culture plates (5 X 10° cells/3 mi per
well) in serum-tree RPMI 1640. After | h, nonadherent cells were removed
and adherent cells were cultured in 3 ml of complete RPMI 1640 medium
supplemented with 25 ng/ml GM-CSF and 25 ng/ml IL-4. On day 4. one-
half of the culture medium was replaced by fresh medium containing GM-
CSF and IL-4. and nonadherent cells were harvested on day 7. Upon mi-
croscopic analysis. >98% nonadherent cells presented cellular projections.
Analysis by FACS revealed that preparations consisted in a homogenous
(>96%) population of CD2~. CD14"“%~ CD16~. CD40", CD34".
CD80~. CD83"*'~, CD86~. CD!15". and HLA-DR" large cells. in
agreement with previous reports (15-17). Less than 1% of CD3™, CD19™,
or CD3567 cells could be detected.

Culture conditions

All cultures were performed in complete HB101 medium (Irvine, Santa
Ana. CA) supplemented with 2 mM r-glutamine, | mM sodium pyruvate,
10 mM HEPES, 100 IU penicillin. 100 pg/ml streptomycin (BioWhit-
taker). and 10 pg/ml Polymyxin B (Sigma).

For coculture experiments. T cells (10°/ml) were incubated with autol-
ogous monocytes (0.2 X 10°/ml) and IL-2 (50 [U/mi). Cell supernatant was
collected at day 3 and DNA synthesis at that time was assessed by the
addition of {*H]thymidine (1 mCi/well: Amersham. Arlington Heights. IL)
for 6 h before harvesting the cells and counting incorporated radioactivity
by liquid scintillation. T cell cultures in the presence of IL-1 and IL-12
were performed exactly as described (19). The anti-LAG-3 mAb 17B4 and
its isotype-matched control (anti-CD3. clone OKT1; American Type Cul-
ture Collection. Manassas. VA) were used in culture at 5 pg/ml. Neither
anti-CD5 nor a control mAb of the same isotype not binding to T cells
(anti-Rye. prepared in our laboratory) affected proliferation or cytokine
production. When cultured alone. monocytes (2 X 10%ml) were preincu-
bated overnight in the presence of GM-CSF (25 ng/ml) and IFN-y (500
1U/ml) as previously reported (18) before stimulation at 10%ml. DC were
also stimulated at 10%/ml.

Cytofluorometric analysis

Binding of LAG-3Ig to monocytes and DC was assessed by indirect im-
munofluorescence. Briefly. preactivated monocytes or DC were incubated
with LAG-3lg (5 ng/ml) in the presence of normal human IgG (300 ug/mi)
for 1 h at 4°C. Cells were then stained with biotinylated Goat anti-human
12G (Tago, Burlingame. CA) for | h at 4°C followed by PE-labeled strepta-
vidin (Ancell). Expression of LAG-3 and CD40L was assessed using anti-
LAG-3 mAb clone 17B4 (2) and anti-CD40L mAb clone 90 (13) respec-
tively, or isotype matched control mAb (anti-Rye), at 5 pg/ml in the
presence of normal human IgG (300 pg/ml) for 1 h at 4°C. The cells were
then stained with biotinylated goat anti-mouse 1gG (Tago) for | h at 4°C
followed by PE-streptavidin. Stained cells were analyzed using a FACScan
(Becton Dickinson). To assess the purity of cellular preparations, fiuoro-
chrome-coupled mAbs to CD2. CD16, CD19. CD40. CD34. CD36, CD86,
and isotype-matched negative controls (all from Ancell) were used: mAb
against CD80 and CD83 mAbs were from Immunotech (Coulter. Burling-
ton. Ontario, Canada). The rat anti-CD115 was used in tandem with FITC-
coupled goat anti-rat IgG (both from Zymed. San Francisco, CA).

Cytokine measurement

TNF-a was measured by two-site sandwich ELISA. and IFN-y was deter-
mined by a solid phase RIA as previously described (20). IL-12 was de-
tected as previously reported (18) using Ab kindly provided by Dr. M.
Gately (Hoffmann-La Roche). The anti-IL10 assay has been previously
described (21). and anti-[L- 10 rat mAb were obtained from American Type
Culture Collection.
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FIGURE 1. Induction of LAG-3 expression on T cells in the absence of
TCR engagement. Peripheral blood T cells (10° cells/ml) were cocultured
with autologous monocytes (Mo, 0.2 X 10° cells/ml) and IL-2 (50 U/ml).
LAG-3 expression on T cells was assessed by immunofluorescence using
the anti-LAG-3 mAb 17B4. A, LAG-3 expression at day 7. 1 representative
profile of 12. B. Time course expression of LAG-3. C, LAG-3 expression
at day 7 obtained in the same conditions as in A except that the cultures
were supplemented with 0.1% PHA. D. LAG-3 expression by T cells cul-
tured with the indicated additives for 5 days. Goat anti-IL-12 and control
goat IgG were used at 5 pg/ml. The dotted line indicates control staining
mean fluorescence intensity. Identical results were obtained in two addi-
tional experiments.

Statistical analysis
Wilcoxon's test was performed using the Instat Software (GraphPad, San
Diego. CA), where * = p < 0.05 ** = p < 0.005.

Results
Expression and function of LAG-3 on h T cells stimulated
with IL-2 in the presence of autologous monocyres

In previous studies, LAG-3 was found to be expressed on TCR-
activated T cells. In the experiments summarized in Fig. 1, primary
T cells isolated from blood of healthy donors were cocultured with
autologous monocytes in the presence of exogenous IL-2 (50
U/ml) and the expression of LAG-3 was monitored daily by flow
cytometry. LAG-3 is absent from resting T cells, becomes detect-
able after 24 h of culture, and is expressed on 60% of the cells at
day 7 (Fig. 1, A and B). LAG-3 is expressed on T cells and not on
monocytes as revealed by two-color analysis (data not shown).
Interestingly, the level of LAG-3 on IL-2-stimulated T cells is not
increased by the addition of PHA (Fig. I, A and ). Thus LAG-3
may be expressed at high levels in the absence of TCR signaling.
Optimal induction of LAG-3 is dependent on both exogenous IL-2
and endogenous IL-12: indeed, IL-2 induces low levels of LAG-3
on purified T cells in the absence of monocytes, and anti-IL-12
significantly reduces its expression (Fig. 1D).

T cells cocultured with autologous monocytes and IL-2 prolif-
erate and secrete IFN-y by a mechanism involving CD40-CD40L
interaction and [L-12 production (13). To examine the role of
LAG-3 in this TCR-independent T cell activation, cultures were
supplemented with neutralizing anti-LAG-3 mAb. As seen in Fig.
2, anti-LAG-3 inhibits T cell proliferation (42% suppression) and
the production of both IFN-y (83% suppression) and IL-12 (56%
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FIGURE 2. Inhibition of T-monocyte interaction by a blocking anti-
LAG-3 mAb. T cells were cocultured with autologous monocytes and IL-2
in the presence of the anti-LAG-3 mAb 17B4 or isotype-matched negative
control (noted Clg) mAb (both at 5 pg/ml). After 3 days. culture super-
natants were collected for assessment of IFN-y and IL-12 levels. and cel-
lular proliferation was measured by the addition of [*H]thymidine for 16 h.

inhibition). Anti-CD3 mAb. used as an IgGl isotype control that
also binds to T cells, has no effect. Anti-LAG-3 mAb does not
inhibit IL-12 production by down-regulating CD40L expression or
by inducing the release of IL-10, which remained undetectable
(data not shown). Therefore, it was possible that anti-LAG-3 sup-
pressed IL-12 production by inhibiting the interaction between
LAG-3 on T cells and MHC class II molecules on monocytes.
Indeed. ligation of MHC class II on murine DC by means of Abs
was shown to stimulate IL-12 production (22).

To determine whether the suppressive effect of anti-LAG-3
mAb on IFN-y production results only from IL-12 inhibition, we
next examined whether it could be over-ridden by exogenous IL-
12. These experiments (Fig. 34) reveal that in addition to sup-
pressing IL-12 production, anti-LAG-3 mAb also inhibits the re-
sponse of T cells to IL-12 (51% suppression). This effect is
confirmed by the finding that anti-LAG-3 mAb inhibits IFN-vy pro-
duction (69% suppression) by highly purified CD4™ T cells stim-
ulated with both IL-12 and IL-1 (Fig. 3B).

Recombinant LAG-3 induces TNF-a and costimulates IL-12
production by monocytes

To directly examine whether LAG-3 may regulate or stimulate
cytokine production by monocytes, these cells were first allowed to
up-regulate MHC class II molecules by overight culture in the
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FIGURE 3. Inhibition of T cell response to [L-12 by anti-LAG-3 mAb.
T cells were cocultured with either (A) autologous monocytes and IL-2 in
the presence (open symbols) or absence (corresponding filled symbols) of
exogenous [L-12 (50 pM) or (B) IL-12 (50 pM) and IL-1 (10 U/ml). Anti-
LAG-3 mAb 17B4 or isotype-matched control (noted CIg) mAb (both at 5
pg/ml) were added as indicated. Culture supernatants were collected at day
3 (A) or day 5 (B) for assessment of [FN-y levels.

LAG-3-DEPENDENT TNF-a AND IL-12 RELEASE BY APC

Activated monocytes Monocyte-derived DC

Control /

HLA-DR
] /’V"‘ \,
us |/ Fa
SN

100 10! 102 108 100 10! 102 103 104
Fluorescence intensity

FIGURE 4. Comparison between MHC class II expression and LAG-3Ig
binding. Monocyte-derived DC and monocytes preactivated with GM-CSF +
IFN-vy were stained with LAG-3Ig (25 pg/ml) for 1 h on ice. then with bio-
tinylated goat anti-human IgG. which was revealed by streptavidin-PE. In
parallel, HLA-DR was detected using a commercial PE-coupled Ab.

presence of GM-CSF and IFN-vy (23). As seen in Fig. 4, the cells
express elevated levels of MHC class II that correlate with a strong
capacity to bind LAG-3Ig. Such activated monocytes were then
stimulated with either sCD40L, LAG-3Ig, or both. As expected,
sCD40L induces the production of both TNF-a and IL-12 (Fig. 5,
A and B), whereas LAG-3Ig stimulates only the release of TNF-a.
However and most interestingly, LAG-3Ig markedly costimulates
IL-12, as well as TNF-a, production in response to suboptimal
concentrations of sCD40L, and this effect is dose-dependent (Fig.
5B). The enhancing effect of LAG-3Ig on sCD40L-induced IL-12
production is observed only when sCD40L is used at an infra-
optimal concentration (Fig. 6). The ability of LAG-3Ig to mark-
edly enhance IL-12 production in response to suboptimal but not
optimal sCD40L stimulation may explain the suppressive effect of
anti-LAG-3 mAb on IL-12 production in IL-2-stimulated cocul-
tures of CD4™ T cells and autologous monocytes. Indeed, in these
cultures T cells express very low, albeit functionally significant,
ievels of CD40L (13). These observations may also account for the
finding that the same anti-LAG-3 mAb fails to inhibit IFN-y pro-
duction when T cells are activated with Ag or mitogen (Table ),
stimuli known to induce high levels of CD40L expression (24).
These effects of LAG-3Ig on monocytes are specific inasmuch as
they are prevented (75%) by preincubation of LAG-3Ig with anti-
LAG-3 mAb (Table II).

LAG-3lg stimulates IL-12 production by monocyte-derived DC

Because DC are an important source of IL-12 and express high
levels of MHC class II, we next examined the ability of LAG-31g
to stimulate IL-12 production by monocyte-derived DC. Whereas
LAG-3Ig binds similarly to monocyte-derived DC and to activated
monocytes (Fig. 4), LAG-3Ig directly and dose-dependently in-
duces the production of IL-12 as well as TNF-a by monocyte-
derived DC (Fig. 7, A and B) and costimulates the production of
these cytokines, induced by a low dose of SCD40L. These effects
of LAG-3Ig on DC are specific inasmuch as they are prevented
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o 01 1 10 100 0 01 1 10 100 previous in vitro studies have suggested a mechanism accounting
LAG-3Ig (pg/mi) for the activation of bystander T cells. Resting peripheral blood T

FIGURE 5. LAG-3lg induces TNF-a release and costimulates CD40L-
induced IL-12 production by human monocytes. 4. GM-CSF + IFN-y-
activated monocytes were stimulated with LAG-3Ig (5 pg/ml) and/or
sCDHO0L (0.2 ug/ml) and supernatants were analyzed after 24 h for TNF-a
production (n = 8) and after 72 h for 1L-12 production (n = 4). The
mean * SD is shown. B, GM-CSF + IFN-y-activated monocytes were
stimulated with graded doses of LAG-3Ig in the presence (circles) or ab-
sence (squares) of SCD40L (0.2 pg/mi) as above. Shown is one represen-
tative experiment of three.

(95%) by the preincubation of LAG-3Ig with anti-LAG-3 mAb
(Table II).

Discussion

In addition to their essential role in innate and adaptive protective
immunity, IL-12. TNF-a, and IFN-y are also implicated in Thl-
mediated chronic inflammatory diseases (25). These are presum-
ably initiated by Ag-specific T cells, and recent evidence (26) fur-
ther suggests that they may be amplified and perhaps also
perpetuated by bystander T cells of unrelated Ag specificity that
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=
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FIGURE 6. LAG-3Ig only costimulates IL-12 production induced by
suboptimal doses of sCD40L. Monocytes were stimulated with graded
doses of sSCD40L in the presence or absence of LAG-3Ig (10 pg/ml). and
supernatants were analyzed after 72 h for IL-12 production. Shown is [L-12
production induced by sCD40L alone (squares) as well as the increase in
1L-12 production due to the presence of LAG-3lg (diamonds) calculated as
the ratio of IL-12 value with LAG-3Ig-IL-12 value without LAG-3lg.

cells were shown to be stimulated for proliferation and IFN-y pro-
duction during coculture with autologous monocytes in the pres-
ence of either IL-2 or IL-15, a non-T cell-derived cytokine that is
produced at inflammatory sites. Such TCR-independent T cell ac-
tivation is dependent upon endogenous IL-12 and TNF-a produc-
tion by monocytes that in turn requires the engagement of mono-
cyte-associated CD40 with T cell-associated CD40L. The latter
was shown to be expressed at very low but functionally sufficient
levels on freshly isolated primary T cells in the absence of TCR/
CD3 signal (13). The present results show that LAG-3 is expressed
on cytokine-activated “bystander”™ T cells and that it regulates their
proinflammatory activity. Addition of neutralizing anti-LAG-3
mAb suppresses both endogenous production of IL-12 and T cell
response to IL-12. The ability to block IL-12 production by either
anti-LAG-3 or anti-CD40L mAbs (13) suggests that the LAG-3/
MHC class IT and CD40/CD40L signaling pathways act in synergy
to induce IL-12 production in this culture system. This view is
supported by the finding that LAG-3Ig markedly costimulates
IL-12 production in response to suboptimal concentrations of
sCD40L trimer and allows the production of 1L-12 in response to
suboptimal sCD40L stimulation. In contrast to IL-12, the produc-
tion of TNF-a is directly triggered by LAG-3Ig without CD40L
stimulation. underlining the differential regulation of these cyto-
kines. In addition to their well-defined functions as peptide-pre-
senting structures and response restriction elements. MHC class II
molecules can also transduce signals in the APCs on which they
are expressed (27, 28). Cross-linking of MHC class Il molecules
has been reported to up-regulate TNF-a expression (29-32) as
well as IL-1. IL-6, and nitric oxide production by monocytic cells
(30, 33, 34) and to induce IL-12 production by murine DC (22).
Most interestingly, the enhancing effect of LAG-3Ig on IL-12 pro-
duction is observed only with suboptimal. and not with optimal.
CDA40L stimulation. This is consistent with the observations (Ref.
10 and Table 1) that anti-LAG-3 mAb does not suppress IFN-y
production by Ag- or mitogen-stimulated T cells, which express
much more CD40L than cytokine-activated cells (24). Addition of
exogenous IL-12 only partly overcomes the suppressive effect of
anti-LAG-3 mAb on IFN-y production in the T cell/monocyte co-
culture system, indicating that ligation of T cell-associated LAG-3
inhibits the response to IL-12. This inhibition might result from
two mechanisms. First, the blockade of LAG-3-MHC class Il in-
teraction may inhibit response to IL-12: this view implies that
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Table 1. Specific inhibition of LA G-3lg-induced cytokine production by anti AG-3 Ab.“

Cytokine Production ipg/mly”

Expt. No. Culwre Stimulus Ab Added TNF-« 112
t Mo. <100 <50
Mo. LAG-3lg Control Ab 1.500 <50

Mo. LAG-3lg Anti LAG-3 386 <50

2 Mo. Control Ab <100 <50
Mo. Ant-LAG-3 <100 <350

Mo. sCD40L Control Ab 2.300 $.990

Mo. sCD40L Anti-LAG-3 2.208 9.580)

Mo. LPS Control Ab 1.988 14,460

Mo. LPS Anti LAG-3 2.056 13.820

3 DC 62 232
DC LAG-3Ig Control Ab 830 1.648

DC LAG-3lg Anti-LAG-3 83 292

“ Monocytes preincubuted with GM-CSF and IFN-y or monocyte-derived DC were stimulated with either LAG-31g (5
pg/ml). sCDIOL (0.2 pg/mb or LPS (1 pg/ml) preincubated with either anti LAG-3 mAB 17B4 alone (50 pg/ml: expts. 2 and
31 or a combination of two anti-LAG-3 mAbs (1784 and 8F5, 25 pg/ml each: expt. 1) or adequate isotype-matched controls or

medium for 2 h at 4°C.

 supernatants were collected after 24 h for TNF-a measurement and 72 h for IL-12 measurement. Each experiment shown

is representative of at least two experiments.

engagement of LAG-3 by its ligand expressed on monocytes de-
livers a positive signal to T cells, allowing them to respond to
IL-12. Alternatively. LAG-3 ligation may provide direct inhibitory
signal to T cells. The second mechanism is supported by the find-
ing that anti-LAG-3 suppresses the response of highly purified T
cells to IL-12 plus IL-1. Indeed, this cytokine mixture does not
induce the expression of class II molecules on T cells. This view
is further supported by the previous findings that ligation of
LAG-3 before TCR/CD3 stimulation markedly inhibits T cell pro-
liferation and cytokine production (3).

Taken collectively, the present data are consistent with the con-
cept that LAG-3 is a two-way signaling molecule, providing a
negative signal to the cells on which it is expressed and a stimu-
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FIGURE 7. LAG-3Ig induces TNF-a and IL-12 production by mono-

cyte-derived DCs. A, DC derived from blood monocytes by culwre in
GM-CSF and IL-4 were washed and stimulated with LAG-31g (5 pg/ml)
and/or sCD40L (0.2 ug/ml) as described in Materials and Methods. Su-
pernatants were analyzed after 24 h for TNF-a production and after 72 h
for IL-12 production. B, DC were stimulated with graded doses of LAG-
3lg. Shown is mean = SD of four experiments.

I8

latory signal to those expressing its ligand, MHC class Il. Our
results further show that the stimulatory activity of LAG-3 on
monocytes differs from that on monocyte-derived DC. Indeed. un-
like in monocytes. LAG-3Ig directly stimulates [L-12 production
by DC without the need of CD40L signal. This differential etfect of
LAG-3 cannot be explained by the differential expression of MHC
class I molecules on these two types of APCs. Indeed, the preac-
tivated monocytes employed in our study expressed similar levels
of HLA-DR as the DC. The ability of LAG-3Ig to directly stim-
ulate IL-12 production by DC is consistent with its protective ef-
fect on experimental tumor growth.* In that study. coinjection of
LAG-3Ig together with wild-type tumor cells (or injection of tu-
mor cells transfected with LAG-3) inhibits tumor expansion and
confers T cell-dependent protection against rechallenge with wild-
type tumor.

In conclusion. the present results indicate that LAG-3, which is
typically expressed on THI-like cells (8), stimulates APC for in-
creased TNF-a and IL-12 production. They further suggest that
some anti-LAG3 mAbs have the profile of anti-inflammatory agent
capable of blocking the activation of bystander proinflammatory T
cells.
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A I'heure actuelle, de nombreuses études visent également & comprendre les
mécanismes qui régulent négativement la production d’IL-12 puisqu’un exces de cette
cytokine peut s’avérer néfaste pour I'organisme. Ce travail, initi€ par une de mes
collegues, a permis de démontrer que I’engagement du CD47 par un anticorps
monoclonal, par son ligand naturel, la thrombospondine, ou encore par le peptide 4N1K
(peptide correspondant a la partie carboxy-terminale de la TSP qui lie sélectivement le
CD47) inhibe de fagon spécifique la synthése d’IL-12 par les monocytes humains. Ma
contribution 2 cette étude a été de démontrer que la suppression de la production d’IL-12
suite 2 la liaison du CD47 ne s’effectue pas par l'intermédiaire d’une augmentation de la
sécrétion d’IL-10 ou de TGF-B endogénes, deux molécules sécrétées par les monocytes

et bien connues pour leur rdle inhibiteur sur la synthése d’IL-12 (Fig.1 C et D).
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Summary

Interleukin (11)-12 plays a key role not only in protective innate and adaptive T helper cell type 1
(Th1) responses but also in chronic inflammatory diseases. We report here that engagement of
CD+7 by either monoclonal antibody, its natural ligand thrombospondin (TSP), or 4NIK (a
peptide of the COOH-terminal domain of TSP selectively binding CD47) inhibits IL-12 release
by monocytes. The suppression occurred after T cell-dependent or —independent stimulation of
monocytes and was selective for IL-12 inasmuch as the production of tumor necrosis factor
(TNF)-a, IL-1, IL-6, and granulocyte/macrophage colony-stimulating factor was not inhibited.
CD47 ligation did not alter transforming growth factor (TGF)-B and IL-10 production, and the
suppressive effect on IL-12 was not due to autocrine secretion of TGF-B or IL-10. The IL-12
inhibition was not mediated by Fcy receptor ligation, did not require extracellular Ca’* influx,
but was reversed by two phosphoinositide 3-kinase inhibitors (wortmannin and Ly294002).
Thus, engagement of CD47 on monocytes by TSP, which transiently accumulates at the inflam-
matory site, is a novel and unexplored pathway to selectively downregulate IL-12 response. The
pathway may be relevant in limiting the duration and intensity of the inflammatory response,

and in developing novel therapeutic strategies for Th1-mediated diseases.

Key words:

Interleukin (IL)-12 is a potent proinflammatory and im-
munoregulatory cytokine which plays a crucial role in
innate and adaptive immunity (for a review, see reference
1). IL-12 is produced primarily by activated mononuclear
and polynuclear phagocytes, as well as dendritic cells. IL-12
is released during the early stage of infections caused by a
large variety of bacteria, intracellular pathogens, fungi, and
certain viruses. This early production of IL-12 is T cell in-
dependent and results from the direct interaction of patho-
gens or their products with phagocytic cells. IL-12 rapidly
triggers NK cells and T cells to release IFN-y, which in-
creases not only the bactericidal activity of phagocytes but
also their release of proinflammatory cytokines, including
IL-12 itself. In addition to activating the cells of the innate
immune system, 1L-12 and IFN-y direct the differentiation
of antigen-specific naive T cells into Th effectors, produc-
ing high levels of IFN-y and conferring protection against
intracellular pathogens.

The IL-12/1FN-v proinflaimmatory loop initiated during
the early stage of infection is generally of short duration
and is probably downregulated by several mechanisms. For
example, the engagement of phagocytic receptors (CR3,
Fcty, and scavenger receptors) on macrophages by opsonized
bacteria was shown to inhibit IL-12 production (2, 3). Sim-~
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ilarly, CD46 ligation by measle virus suppresses IL-12 release
(4). Another important physiological inhibitor of IL-12/
IFN-vy production is IL-10, which can also be released by
pathogen-stimulated phagocytes, but at a later stage than
IL-12 (1). Other nonselective inhibitors of IL-12 produc-
tion include cytokines like TGF-B, IL-4, and [L-13, as well
as PGE2, glucocorticoids, and cholera toxin (5-7).

IL-12 is also produced after cognate interaction of CD47
T cells with dendritic cells or monocytes (8). This T cell-
dependent pathway of IL-12 production is mediated through
CD40~-CD154 (CD40L) interactions and regulates the level
of IFN-v production in primary and secondary response to
antigens devoid of intrinsic adjuvant activity, including au-
toantigens (1). Recent evidence further suggests a third
mechanism of IL-12 production which may occur at in-
flammatory sites, without infectious agents or TCR-medi-
ated signals (9). It was found that the addition of IL-15 or
IL-2 to cultures of autologous resting T cells and mono-
cytes induces the production of proinflammatory cytokines
including IL-12 and IFN-y.

The extravasation of T lymphocytes and monocytes
from blood vessels to inflammatory lesions requires interac-
tions with the extracellular matrix (ECM), which is com-
posed of various adhesive glycoproteins and glycosamino-
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glveans (10), Consequently, molecules that mediate the
physical interactions between the immune cells and the ex-
tracellular environment may play a cridical role by imposing
a context in which biological and inflammartory processes
take place. For instance, low molecular weight hyaluronan
was shown to induce [L-12 production by binding CD44
on inflamed macrophages (11). Also. the B1 and B2 inte-
grin family of adhesive receprors, expressed by PBMCs,
mediates ECM—cell interactions that deliver costimulatory
signals to the incoming cells. Engagement of Pl integrins
by fibronectin increases adhesion of T lymphocytes to im-
mobilized ligands (12) and promotes TCR signaling,
CD+7 antigen, also known as integrin-associated protein
(IAP), is a widely expressed multispan transmembrane protein
which is physically and functionally associated with avB3
integrin, the vitronectin (Vn) receptor (13). Indeed, CD47~
cell lines expressed avB3 buc failed to bind Vn-coated beads.
Moreover, CD47-deficient mice rapidly die of Escherichia
coli peritonitis, a phenomenon directly associated with a re-
duction in leukocyte activation in response to B3, but not
2, integrin ligation (14). More recenty, CD47 has been
implicated in leukocyte rtransendothelial migration (13),
whereas its potential role in immune regulation has not yet
been explored. Its newly described natural ligand, thrombo-
spondin (TSP), is transiently expressed at high concentra-
tion in damaged and inflamed dissues (16, 17). TSP is a homo-
trimeric ECM protein mainly produced by platelets; it may
also be synthesized by monocytes and alveolar macrophages.
In addition to CD+7, TSP binds heparan sulfate proteogly-
cans, the avB3, a4f1, a3B1 integrins, and CD36 (16-18).
We here examine the potential role of CD47 and TSP in
the regulation of cytokine synthesis by monocytes. We re-
port that ligation of CD+47 antigen, by mAb or TSP, specif-
ically and selectively inhibits IL-12 production by purified
monocytes in response to T cell-dependent or —indepen-
dent stimuli.

Materials and Methods

Reagents. Recombinant GM-CSF was provided by Dr. D.
Bron (Institut Bordet, Brussels, Belgium). IFN-vy was obtained
from Genzyme. sCDH0L trimeric protein was provided by Drs.
C. Maliszewski and R. Armitage (Immunex Corp., Seattle, WA).
Staphylococcus aurcus Cowan I strain (SAC) was used at 0.01%
(wt/vol) (Pansorbin: Calbiochem-Behring) and LPS at 10 pg/ml
(Sigma Chemical Co.). Anti-CD47 mAbs B6H 12 (mouse 1gG1)
and BRIC126 (mouse IgG2b) were purchased from Serotec.
[sotype-matched negative control mAb (mouse IgG1) was pre-
pared in our laboratory. Anti-CD18 mAb (mouse IgGt; Ameri-
can Type Culture Collection) was used ac 10 pg/ml. Neutral-
izing anti~IL-10 mAb (clone 19 F1.1; American Type Culture
Collection) and neutralizing anti~TGF-f (polyclonal chicken Ig)
were used at 10 and 30 pg/ml, respectively, TSP was purchased
from GIBCO BRL, and EDTA and EGTA were from Sigma
Chemical Co. The 4NIK peptide (KRFYVVMWKK) was ob-
tained from Genosys and corresponds to the COOH-terminal
domain of TSP (16); 4NGG (KRFYGGMWKK) was a gift from
W. Frazier (Washington University, St. Louis, MO).

Cell Purification and Culture Conditions: Monocyres.  PBMCs were
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isolated by density gradient centrifugation ot heparinized blood
from healthy volunteers (towl n = 30) using Lymphoprep (Nyco-
med). Enriched monocytes were prepared by cold aggregation as
described (9). followed by one cvele of roserting with S-(2-amino-
ethyl) isothiouronium bromide (Aldrich)-treaced SRBCs to de-
plete residual T and NK cells. Monocyte purity was shown to be
>95% by flow cyvtomerry (FACScan™: Becton Dickinson) using
PE-conjugated anti-CD 14 mAb (Ancell).

Monocytes were cultured at 10/ml in 96-well round-bottomed
Falcon plates (Becron Dickinson), Cultures were performed in
quadruplicate in complete serum-free HBIO1 medium (frvine
Scientific) containing Ca®~ (600 wM) and Mg~ (#90 uM) and
supplemented with 2 mM glutamine. 1 mM sodium pyruvate,
10 mM Hepes, 100 1U penicillin, and 100 pg/ml strepromycin.

Cytokine Measuremenr. 1L-12p70 release was assessed by a two-
site sandwich ELISA using clone 20C2 as the capture mAb and
clone 4D6 as the second mAb as described (9). Both mAbs were
provided by Dr. M. Gately (Hothnann-LalRoche, Nutley, NJ). The
sensitivity of the assay was 6 pg/ml. TNF-a was measured using a
sandwich ELISA as described previously (19). and IL-10 was de-
termiined by a sandwich solid-phase RIA using anti-IL-10 mAb
(clone 9D7) as the capture mAb and 'Pl-labeled anti~IL-10
(clone 12G8) as the detecting probe. [L-18, IL-6, GM-CSF, and
TGF-B ELISA kits were purchased from R&D Systems. All of
the measurements were performed in duplicate with a coefficient
variation of <10%.

Statistical Analysis.  The paired 1 test was used to determine
statistical significance of the data. *P < 0.053; “*P < 0.01; **P <
0.005.

Results

CD47 mAb Selectively Suppresses IL-12 Release by Mono-
cytes.  We examined the effect of soluble CD47 mAb on
1L-12 release by purified monocytes costimulated by IFN-y
and T cell-dependent (sCD+0L and GM-CSF) or —indepen-
dent (SAC) signals. As depicted in Fig. 1 A, CD47 mAb
significantly suppressed IL-12 secretion in response to either
stimuli, whereas isotype-matched IgG1 mouse mAb had no
effect. In agreement with Marth and Kelsall (3), anti-CD18
mADb, used as a cell-binding irrelevant mAb, did not sup-
press IL-12 production (data not shown). We noted an in-
hibition of IL-12 release even when monocytes were cul-
tured with SAC alone, indicating that CD47 mAb did not
simply impair the enhancing effect of [FN-y on IL-12 pro-
duction. Our unpublished observations revealed a similar
suppressive effect by CD47 mAb after LPS and [EN-y co-
stimulation.

The blockade of IL-12 production in response to SAC
and IFN-y was rather selective, since the release of other
monocyte products (TNF-a, IL-1, IL-6, and GM-CSF)
remained largely unaffected (Fig. 1 B). Note a threefold in-
crease in [L-6 secretion, which did not reach statistical sig-
nificance. Cell viability, as determined by trvpan blue dye
exclusion, was unchanged. Also, the inhibition of IL-12
was probably not mediated via an increase of autocrine
andintlammatory cytokines (IL-10 and TGF-8), known to
efficienty downregulate bacteria-induced monokine release
(1). As shown in Fig. 1 C, [L-10 and TGF-B levels remained
unaffected by CID47 mADb treatment. Moreover, neutnalizing

CD47 Regulation of IL-12 Production
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Figure 1. CD47 mAb selectively inhibits 1L-12 release by purified

monocytes. (A) Monocytes (10°/mil) were cultured with SAC (0.01%; 1 = 3),
SAC plus IFN-y (300 U/mk n = 12), or sCD-40OL (1 pg/ml) plus GM-CSF
(25 ng/ml) plus IFN-y (300 U/ml; # = 6) in the absence or presence ot
CD47 mAb (IgG1) or isotype-matched control mAb (cont 10 pg/ml).
IL-12p70 was measured in the culture supernatants after 20 h. (B) Mono-
cytes were stimulated with SAC and IFN-y (1 = 6) in the presence of
CID47 or control mAb. TNF-a, 1L-1B, IL-6, and GM-CSF were mea-
sured after 20 h. Data are mean values = SEM of n separate experiments
from # different donors. "™ P < 0.003; "P < 0.03. (C) Monocvtes were

stimulated with SAC and [FN-y in the presence of CDD47 or control mAb; IL-10 and TGF-f were measured after 20 h. Data are mean values = SEM
from six experiments using six different donors. (D) Monocytes were stimulated with SAC and IFN-y in the presence of CD47 or control mAb: neutral-
izing anti~I1L-10 (10 pg/ml), anti—-TGF-B (30 pg). or isorype-matched control mAbs were added to the cultures. Data are mean values of duplicate cul-

tures and represent one of three experiments using three different donors.

anti—IL-10 or anti-TGF-B antibodies added alone or simul-
taneously did not overcome CD47 mAb-mediated inhibi-
tion of IL-12 production by SAC- and IFN-y-stimulated
monocytes (Fig. 1 D, and data not shown).

Thrombospondin Inhibits IL-12 Release.  We next evaluated
the effect of TSP, the natural ligand of CD47 (16), on
monokine release. As shown in Table I, TSP significantly
reduced IL-12 production by SAC- and IFN-y—stimulated
monocytes, whereas it slightly enhanced TNF-a release.
Note that monocytes coexpressed two other TSP receptors
(CD36 and avB3 [15]). Since the site of interaction be-
tween CD+47 and TSP is limited to the cell-binding domain
(CBD) of TSP, we examined the role of a synthetic peptide
(4N1K) encoding this particular donuin (16). We found
that 4N1K, but not control mutant peptide 4NNG, dose-
dependently inhibited IL-12 release in response to SAC and
IFN-vy without affecting TNF-a production (Fig. 2).

CD+7 Ligation Suppresses IL-12 Release via an Fe and Ca®*—
independent but Phosphoinositide  3-Kinase~dependent - Pathway.
This specific inhibition of IL-12 release after CD47 en-
gagement was reminiscent of recent studies reporting that
FcyR cross-linking selectively downregulated 1L-12 secre-
tion in monocytes via an increase in extracellular calcium
influx (2). We analyzed whether this mechanism might be
involved in the CD47 mAb—mediated IL-12 suppression.
First, F(ab"), fragments of CD47 mAb dose-dependently
inhibited IL-12p70 release. demonstrating that the inhibi-
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tory effect was not Fc mediated (Fig. 3 A). Furthermore,
monovalent Fab fragments still suppressed IL-12 secretion
(Fig. 3 B), suggesting that CD47 mAb either prevented
monocyte/monocyte interactions and the delivery of a
positive signal, or directly delivered to the monocytes a
negative signal for IL-12 production. Second, IL-12 down-
regulation was observed in monocyte cultures supplemented
with a fivefold excess of the Ca®** and Mg** chelating
agents EDTA or EGTA, demonstrating that the suppressive
effect was independent of extracellular Ca** influx (Fig. 3 B).

Table 1. TSP Sclectively Inhibits IL-12 Production by Monocytes
IL-12 (pg/ml) TNF-a (ng/ml)
Exp. Exp. Exp. Exp. Exp. Exp.

1 2 3 1 2 3

SAC + [FN-y 168 1,020 2,120 120 64 87

SAC + [FN-y + TSP 79 746 1,090 147 83 103

Percent inhibition 53 27 49 - - -

Monocytes (10°/ml) were cultured for 20 h with SAC (1:10,000) and
IEN-y (300 U/ml) with or without plastic-coated TSP (10 pg/ml).
Culture supernatants were harvested for cytokine determination as de-
scribed. Exp., experiment.
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monocytes. Monocytes (10"/ml) were stimulated with SAC and [FN-vy in
the presence of various concentrations of 4N1K (peptide of COOH-ter-
minal domain of TSP) or 4NGG (mutant peptide). IL-12p70 and TNF-a
release were measured after 20 h. Data are mean values of duplicate cul-
tures of one representative of three independent experiments using three
different donors.

Moreover, addition of EDTA or EGTA in the absence of
mAb did not result in inhibition of TNF-o or IL-12 release.

Since TSP signaling of focal adhesion in endothelial cells
requires activation of phosphoinositide 3-kinase (PI 3-K
[20]), we explored the involvement of this pathway in
CD+47 mAb—mediated suppression of IL-12 release by us-
ing two PI 3-K inhibitors, wortmannin and Ly294002. We
found that both PI 3-K inhibitors restored 1L-12 release in
a dose~dependent manner (Fig. 4) with no effect on TNF-«
secretion (data not shown). However, neither protein ki-
nase C (e.g., H7, HA1004) nor protein tyrosine kinase in-
hibitors (e.g., herbimycin) prevented CD47 mAb-mediated
inhibition of IL-12 release (not shown). Taken collectively,
our results suggest that engagement of CD+7 on monocytes
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by mAb. its natural ligand TSP, and 4N1K pepuide specifi-
cally suppressed 1L-12 secretion through an Fe and Ca®™—
independent bur Pl 3-K~dependent pachway.

Discussion

The critical role of IL-12-mediated protection against
mycobacterial infection was recendy confirmed in [L-12
receptor—deficient patients (21). Nevertheless, uncontrolled
production of IL-12 is pathogenic in some organ-specific
autolmmune diseases (1) and endotoxic shock (22), under-
scoring the requirement of potent negative regulatory feed-
back mechanisms. The present findings demonstrate that en-
gagement of CD47 by its natural ligand, TSP, or by CD+47
mAb, represents a novel pathway to selectively downregulate
IL-12 production.

Inhibition of IL-12 release by CD+7 ligation occurred in
activated monocytes through a Pl 3-K—dependent pathway.
Indeed, two specific inhibitors of PI 3-K (wortmannin and
Ly294002) overcame CD<47-mediated IL-12 suppression
with no effect on TNF-a production. Although these data
are not a definite proof of the involvement of PI 3-K, they
are supported by the observations that TSP-mediated func-
tions such as cell spreading or focal adhesion disassembly
required activation of PI 3-K (20). Besides inhibitory cy-
tokines, including [L-4, IL-10, and TGF-B, which suppress
the production of a large number of proinflimmatory
products (e.g., TNF-a, IL-1, [L-6, and IL-12) by activated
monocytes, several monocyte surface receptors reportedly
downregulate IL-12 production in a somewhat selective
manner. Histoplasma capsulatim and measles virus have been
shown to decrease IL-12 release by signaling through CD11b
and CD46, respectively (3, 4). IL-12 downmodulation that
resulted from scavenger receptor and FcyR ligation is due
to extracellular Ca®* influx (2) and increase in IL-10 pro-
duction in the case of FcyRI (23). In the present study, the
CD47 mAb inhibition was Fc and Ca** independent since
intact, divalent, and monovalent fragments of CD47 mAb

] 1-12p70

[[] ™~Fa

- EDTA  EGTA EDTA EGTA

+ anti-CD47

Suppression of 1L-12 production by CI>47 mAb is Fc and Ca*” independent. Monocytes (10°/ml) were stimulated with SAC and IFN-y and

titrated concentrations of F(ab’); anti-CIX47 mAb (A) or 20 pg/mi of Fab antu-CI>47, EDTA, and EGTA (3 mM) (B). IL-12p70 and TNF-a release were
measured after 20 h. Results in A represent mean values of one out of three separate experiments using three ditferent donors. Results in B are expressed as
means £ SI of percent inhibition of control response (SAC- and IFN-y—treated monocytes) of four separate experiments using four different donors.
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suppressed IL-12 regardless of the presence of divalent cat-
ion chelating agents.

CD47 antigen, also named integrin-associated protein
(IAP), regulates the function and the binding of Vn to avf33,
its associated integrin (13). However, Vn does not bind
CD+7, and the natural ligand of CD47 is reported to be
TSP (16). TSP interacts with CD47 through its CBD, but
binds other surface receptors such as CD36 or avB3 via
distinct domains (17, 24).

Since TSP reportedly activates latent TGF-$ in vitro and
in vivo (23) and ligation of CD36 by CD36 mAb down-
regulates [L-12 and TNF-a production and increases IL-10
(26),  we used 4N1K peptide encoding the CBD of TSP to
demonstrate that TSP-mediated inhibition of IL-12 re-
sulted from its direct effect on CD47 antigen. In addition,
CD47 ligation did not decrease TNF-a nor increase IL-10
production. Note that TSP uses its properdin-like domain
to activate TGF-$ (17) and that TGF-B production was
not upregulated after CD47 signaling (Fig. 1 C).

IL-12 downmodulation, in the absence of TNF-a inhi-
bition, was also observed in IFN regulatory factor (IRF-1
[27]) and IFN consensus sequence binding protein (ICSBP)-
deficient mice (28). These two transcription factors belong
to the IRF family and bind IL-12p40 promoter as well as
other IFN-stimulated genes. As a direct consequence of the
primary defect in IL-12 production, the deficient mice dis-
played an impaired Thl response and IFN-y-dependent
host resistance to intracellular pathogens. Similarly, our un-
published observations indicate that CD47 signaling strongly

impaired IL-12-induced proliferative and IFN-y responses
of activated T cells. The role of CD47 antigen, which is
expressed by all leukocytes, has been demonstrated in the
transendothelial migration of neutrophils, lymphocytes, and
more recently, monocytes (15). Our present findings reveal
that CD+7 ligation by TSP modulates the function of mono-
cytes. Therefore, we propose that engagement of CD47 is a
novel and unexplored pathway to selectively downregulate
IL-12 production. Inhibition of the IL-12 response is cru-
cial for the treatment of organ-specific autoimmune diseases
(1). For instance, administration of anti—IL-12 mAb com-
pletely abrogated established colitis of trinitrobenzene sul-
fonic acid (TNBS)-treated mice. IL-12 neutralization was also
revealed to be an effective treatment of autoimmune en-
cephalitis and insulin-dependent diabetes.

Finally, in addition to its ability to downregulate IL-12
response through its CBD, TSP is known to display several
important antiinflammatory activities via distinct domains.
TSP facilitates elimination of apoptotic cells (29), activates
TGF-B in vivo and in vitro (25), potently inhibits angio-
genesis (17), and suppresses HIV infectivity through its
binding to HIVg120 (24). Moreover, absence of TSP
causes pneumonia (30). Therefore, since TSP is transiently
expressed at high concentration in damaged and inflamed
tissue, its selective suppression of the IL-12 response
through interaction with the CD47 molecule may be rele-
vant in limiting the duration and the intensity of the inflam-
matory response. The importance of such a process awaits
confirmation in CD47- and TSP-deficient mice.
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Dans Particle précédent, nous avons démontré que 1’engagement du CD47
inhibe de facon sélective la production d’IL-12 par les monocytes humains. Sachant
que I'IL-12 joue un rdle crucial dans le développement Thi, nous avons donc par la
suite proposé que I’engagement du CD47 empéche également la différenciation des
lymphocytes T naifs en effecteurs de type Thl. Dans ce travail, nous avons d’une part
démontré que 1’engagement du CD47 s’oppose de maniére sélective au développement
d’une réponse Th1 et d’autre part, nous en avons étudié les mécanismes sous-jacents.

Ma contribution 4 cette étude représente 90% du travail expérimental.
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CD47 Ligation Selectively Inhibits the Development of Human
Naive T Cells into Th1 Effectors’

Marie-Noélle Avice,* Manuel Rubio,* Martin Sergerie,” Guy Delespesse,* and Marika Sarfati®*

The CD47 Ag, also named integrin-associated protein, was recently reported to regulate the production of IL-12 by human
monocytes and dendritic cells. The present study shows that CD47 ligation by CD47 mAb in primary cultures of cord blood
mononuclear cells inhibits IL-12-driven Th1 cell development, as revealed by the cytokine secretion profile at restimulation and
IFN-y production at the single-cell level. F(ab’), fragments of CD47 mAb or the synthetic peptide 4N1K, corresponding to the
CD47 binding site of thrombospondin, display the same activity. CD47 engagement does not change the phenotype of IL-12-primed
cells from Thl to Th2 or affect IL-4-induced Th2 cell development. Moreover, CD47 mAb inhibits IL-12- but not IL-4-induced
IL-2 production as well as IFN-vy in primary cultures, which was correlated with a decrease of the IL-12Rf32 chain expression.
Inclusion of exogenous IL-2 at priming corrects IL-12R expression as well as the tnhibition of Th1 cell development. The data thus
underline the role of IL-2 in Th1 cell development and further suggest that targeting IL-2 and IL-12 simultaneously may have

some therapeutic advantage in Thl autoimmune diseases.

' l pon activation, naive CD4™ T cells can differentiate into
distinct Th subsets differing by their lymphokine secre-
tion pattern (1). Thl cells produce high levels of IFN-v,

lymphotoxin-a (LT-a),? and TNF-« but no or little IL-4 and IL-5;
Th2 cells produce high levels of IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, and IL-13
but no or little IFN-y and LT-a. These subsets of T cells have
distinct regulatory and effector functions, and the inappropriate
selection of Th1 or Th2 phenotype results in ineffective or disease-
promoting immune responses (2). As recently reviewed (3-5), sev-
eral factors are implicated in the regulation of naive T cell differ-
entiation into Thl or Th2 effectors. These include 1) the intensity
and the nature of TCR-mediated activation signal, 2) the strength and
the nature of costimulatory signals, 3) the cytokine and hormonal
milieu in which T cells are primed, and 4) the genetic background of
the naive T cells. Among all of these factors, cytokines appear to exert
the most important role, with IL-4 and IL-12 promoting Th2 and Thl
responses, respectively. The other factors may act by influencing the
production of these two cytokines at priming.

IL-12 promotes Thl cell development by signaling maturing T
cells through a high affinity receptor consisting of two chains, IL-
12RB1 and IL-12RB2, that are differentially regulated (review in Ref.
6). IL-12RB1 is constitutively expressed on several types of cells,
including resting T and B cells, which are not responsive to [L-12 (7).
The coexpression of these two chains is required for IL-12 respon-
siveness and Th1 cell development. Expression of IL-12R32 on naive
T cell activation is enhanced by Thl-inducing factors (IFN-vy, [FN-a,
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and IL-12 itself) and down-regulated by Th2-promoting factors (IL-4,
PGE,, and glucocorticosteroids) (8, 9). Thus, IL-12 responsiveness
increases during Th1 cell differentiation, whereas it disappears during
Th2 cell development (10-12). The latter phenomenon is associated
with, but perhaps not entirely dependent on, IL-12R32 down-regula-
tion. Indeed, forced expression of IL-12RB32 during Th cell differen-
tiation does not prevent the development of Th2 cells or confer IL-12
responsiveness (13, 14).

CD47 Ag, also known as integrin-associated protein, is a widely
expressed multispan transmembrane protein, which is physically
and functionally associated with a, B, integrin, the vitronectin re-
ceptor (15, 16). Indeed, CD47~ cell lines expressing «,8; do not
bind . vitronectin-coated beads, and CD47-deficient mice rapidly
die of Escherichia coli peritonitis, a phenomenon directly associ-
ated with a reduction in leukocyte activation in response to 3, but
not B,, integrin ligation (17). CD47 has also been implicated in
leukocyte transendothelial migration (18, 19). Its natural ligand,
thrombospondin (TSP), is a homotrimeric extracellular matrix pro-
tein that is produced not only by platelets but also by monocytes
and alveolar macrophages. TSP is transiently expressed at high
concentration in damaged and inflamed tissue (20). A potential
role for TSP and CD47 in immune regulation was recently sug-
gested by the finding that they regulate the in vitro production of
IL-12 (21, 22). Engagement of CD47 by mAb, TSP, or 4NIK (a
peptide of the C-terminal domain of TSP selectively binding
CD47) inhibited IL-12 release by human monocytes. The suppres-
sion was selective for IL-12 and occurred after T cell-dependent or
-independent stimulation of monocytes (21). More recently, liga-
tion of CD47 on human monocyte-derived dendritic cells was
shown to inhibit their activation, cytokine production, and matu-
ration (22). Here we show that in addition to blocking IL-12 pro-
duction, CD47 ligation also inhibits the responsiveness to exoge-
nous IL-12 and the maturation of naive neonatal human T cells
into Thl effectors.

Materials and Methods

Reagents

Anti-CD3 mAb (UCHT-1) was kindly provided by Dr. P. Beverley (Uni-
versity College Middlesex School of Medicine. London, U.K.). Neutraliz-

ing mouse anti-human I[L~4 mAb (clone 8F12), rhiL-2, neutralizing anti-
IL-12 Ab, and rhlL-12 were kindly provided by C. Heusser (Novartis,

0022-1767/00/502.00
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Basel. Switzerland). D. Bron (Bordet Institute. Brussels, Belgium). and
E. K. Kahn and M. Gately (Hoffmann-La Roche. Nutley. NJ). respectively.
thiL-4 was received from Immunex (Seattle. WA). The CD32 and B7.1
double-transfected mouse L fibroblasts have been described (23). The
4NIK peptide (KRFYVVMWKK) corresponding to the C-terminal do-
main of TSP and the mutant 4NGG peptide (KRFYGGMWKK) were ob-
tained from Genosys (The Woodlands, TX). Three anti-CD47 mAbs were
used in soluble form: clones B6H12 (mouse 1gG1: Biosource, Montreal.
Quebec. Canada). 10G2 (described in Ref. 21) and 2D3. (received from E.
Brown, Washington University, St. Louis, MO). Mouse 1gG1 control mAb
anti-Rye and anti-CD2 (OKT11) were produced in our laboratory and pur-
chased from American Type Culture Collection (Manassas. VA). respec-
tively. F(ab'), anti-CD47 mAb fragments were prepared using a commer-
cial kit from Pierce (Brockville, Ontario. Canada).

Cell preparation and culture conditions

Umbilical cord blood mononuclear cells (CBMCs) were isolated by density
gradient centrifugation of heparinized umbilical cord blood from normal
healthy volunteers using Lymphoprep (Nycomed. Oslo, Norway). CBMCs
(1 X 10° cells/ml) were cultured in triplicate in 24-well culture plates in 1
mi of RPMI 1640 (BioWhittaker, Walkersville, MD) containing 5% FCS,
2 mM L-glutamine, 50 IU penicillin and 100 pg streptomycin, and PHA (2
ug). For the induction of Thl and Th2 polarization, cells were cultured in
the presence of rIL-12 (60 pM) and anti-IL-4 mAb (1 pg/ml) or a com-
bination of rIL-4 (20 ng/ml) and anti-IL-12 Ab (5 pg/ml), respectively.

A.
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After 3 days. cells were washed and cultured at a starting concentration of
Q.S X 10° cells/ml in culture medium supplemented with 50 U/ml rhIL-2.
in 24-well plates. After 9-12 days of IL-2 culture. cellular expansion in
control cultures was ~35-fold: cells were then washed and 1 X 10° viable
T cells/ml were restimulated for cytokine production with plastic-bound
anti-CD3 mAb (10 wg/ml) alone. plastic-bound anti-CD3 mAb (1 pg/mi)
together with soluble anti-CD28 mAb (clone CD28.2; PharMingen, On-
tario, Canada: 2 ug/ml). or anti-CD3 (200 ng/ml) immobilized on irradi-
ated CD32/B7.1 L cells (2.5 X 10° cells/ml).

Flow cytometric analysis

Cells were stained with FITC- or PE-conjugated mAbs to CD3, CD25.
CD45RA, CD45RO. or isotype-matched controls (Ancell, London. On-
tario. Canada) and analyzed using a FACScan (Becton Dickinson, Moun-
tain View, CA). To detect intracytoplasmic IFN-v. T cells were stimulated
with anti-CD3 mAb immobilized on irradiated CD32/B7.1 L cells for 6 h
in the presence of Monensin (3 mM final concentration: Hornby, Ontario.
Canada). Cells were stained with the ICScreen Intracellular Staining Kit
from Medicorp (Montreal, Quebec, Canada). IL-12RB1 and IL-12R2 sur-
face expression was assessed using a three-step procedure. Briefly, cells
were first incubated with anti-IL-12R81 mAb (2B10), anti-IL-12R32 mAb
(2B6), or class-matched negative control mAb at 2.5 pg/mi in the presence
of normal human IgG (150 pg/ml) for 1 h at 4°C. Cells were then incubated
with biotinylated goat anti-rat IgG (Bio/Can Scientific. Mississauga, On-
tario, Canada) for 1 h at 4°C followed by PE-labeled streptavidin (Ancell)

1IL-12 + g control mAb

anti-IL-4 X anti-CD47

IL-4 +

anti-IL-12 N -

2 4 6 810 02 46 81012

FIGURE 1. CD47 mAb inhibits Thl de- IFNy (ng/ml) iL-2 (U/mt)
velopment with no immune deviation toward
Th2. CBMCs were primed at 1 X 10°
cells/m! for 3 days in Th1 (IL-12 + anti-IL-4 B.
mAb) or in Th2 (IL4 + anti-IL-12 Ab) po-
larizing conditions in the absence (~) or in IL-12 + anti-IL-4
the presence of anti-CD47 mAb (10 ug/ml) 3 3 ]
or control mAb (10 pg/ml). A, IFN-y was E co3 El, CD45RA g CD4SR0 é ~ CD2s
measured at the end of primary cultures. IL-2 = | . = |/ A =10
was measured at 24 h. Shown is the mean * § ~\ ? i \ ? 1 i i
SEM of five experiments. *xx, p < 0.003; 1 £ A 3 y\ \
wwxxx, p < 0.0001. B, Cells were then 2100107 107109 104 2100 101 102 103 108 & 10 107 102 109 108 & 100 1o 102 109 108

washed: counted with trypan blue; expanded

at a starting concentration of 0.5 X 10° IL-4 + anti-IL-12
cells/ml in 1L-2 (50 U/ml) for 9 to 12 days: }

and assessed for CD3, CD45RA, CD45RO,

and CD2S surface expression by a direct =1pm

staining procedure. Background staining is 3 f |

in dotted line. Shown is one representative / \

A
/

experiment of three. C, After the expansion
phase in IL-2, cells were washed, counted
with trypan blue, adjusted to 1 X 10° viable
cells/ml, and restimulated with anti-CD3
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FIGURE 2. CD47 mAb-mediated inhibition of Th! development is
CD47 specific and not Fc mediated. CBMCs were primed at | X 10°
cells/ml for 3 days in Thl-polarizing conditions (IL-12 + anti-IL-4 mAb)
in the absence (~) or in the presence of anti-CD47 mAb (10 ug/mi):
CD47-Fc (10 ug/ml); F(ab'), anti-CD47 mAb (20 ug/ml); peptide 4N1K
(50 pg/ml), which corresponds to the CD47 binding site of TSP; or control
mAb (10 pg/ml). A, IFN-y was measured at the end of primary cultures.
Upper panel, One representative experiment of three. Lower panel,
Mean = SEM of five experiments. ***p < 0.005; =*xxx, p < 0.001. B,
After the expansion phase in IL-2, cells were washed, counted with trypan
blue, adjusted to 1 X 10° viable cells/ml, and restimulated with plastic-
coated anti-CD3 mAb for 48 h. IFN-y was measured at the end of sec-
ondary cultures. Top, One representative experiment of three; bottom,
Mean x SEM of five experiments. *, p < 0.05: **, p < 0.01.

for 30 min at 4°C. Fas (CD95) and FasL (CD95L) surface expression was
assessed using a two-step procedure. Cells were first incubated with bio-
tinylated anti-Fas (M3), biotinylated anti-FasL (NOK-1), or biotinylated
class-matched negative control at 5 to 10 ug/ml in the presence of normal
human IgG (150 pg/mi) for | h at 4°C. Cells were then incubated with
PE-labeled streptavidin for 30 min at 4°C. Mean fluorescence intensity
(MFT) was calculated as follows: MFI of sample — MFI of negative control.

Assay for apoptosis

Phosphatidylserine exposure was done by flow cytometry analysis using a
FACScan. Cells were double-stained with 2 pg/ml of FITC-labeled an-
nexin-V (Biodesign International, Kennebunkport, ME) and propidium io-
dide (PI; Sigma).

Cytokine measurements

IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, LT-a, TNF-a, and IFN-y were measured by two-
site sandwich ELISA or RIA exactly as described (24, 25). At priming,
secretion of IL-2 and IFN-y was assessed at 24 h and 72 h, respectively.
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Unless otherwise indicated, cytokines were measured after 24 h (IL-2 and
IL-4) or 48 h (IFN-y. TNF-a. LT-a. IL-5. and IL-10) of restimulation.

IL-2 mRNA analysis

CBMCs were collected after 6 h of stimulation in Thi-polarizing condi-
tions in the presence of anti-CD47 mAb or isotype-matched control mAb.
Total RNA was prepared with RNeasy Total RNA kit (Qiagen. Chats-
worth. CA). Exactly as described (24). | pg of RNA from each sample was
reversed transcribed by GeneAmp RNA PCR kit from Perkin-Elmer/Cetus
(Emeryville. CA) with oligo(dT), as the first-strand cDNA primer. Re-
verse-transcription product (1/20 vol) was mixed with known quantities of
serially diluted competitive internal standards (PCR MIMICs: Clontech
Laboratories. Palo Alto. CA) and was subjected to quantitative RT-PCR
according to the manufacturer's protocol. Target-specific primer pairs of
1L-2 and G3PDH were also purchased from Clontech. After 36 cycles of
amplification, the PCR products were resolved on a 1.8% agarose gel con-
taining ethidium bromide. The intensities of competitor-generated bands
and the cDNA sample-generated bands determined the quantity of target
gene product. The amount of target cDNA was ascertained by determining
the amount of competitor required to produce equal molar quantities of
target and competitor products. The photographs of agarose gels were fur-
ther analyzed by computer imaging (NIH Image. version 1.61; National
Institutes of Health, Bethesda, MD), and the ratio of the mean histogram of
target-generated to competitor-generated bands was calculated. The spec-
ificity of the amplified bands was validated by their predicted size.

Statistical analysis

Student’s paired ¢ test was used to determine statistical significance of the
data. Values of p < 0.05 were chosen for rejection of the null hypothesis.

Results
CD47 ligation selectively inhibits the development of naive T
cells into Thl effectors with no immune deviation toward Th2

Several positive or negative regulators of IL-12 production report-
edly control IL-12 responsiveness (26-30). Our previous report
that CD47 down-regulates IL-12 release by APCs (21, 22)
prompted us to evaluate the effect of CD47 ligation on the response
of CBMCs to IL-12. CBMCs were activated with PHA in Thl
(IL-12 + anti-IL-4 mAb) or Th2 (IL-4 + anti-IL-12 Ab) condi-
tions, in the absence or presence of CD47 mAb. Inclusion of CD47
mAb markedly reduced both IFN-y and IL-2 production in Thi
primary cultures without affecting IL-2 production in Th2 primary
cultures (Fig. 1A). Control cultures were supplemented with either
normal mouse IgG1 or an irrelevant cell-binding mAb (anti-CD2
mADb). After 3 days of priming, cells were washed, expanded in
IL-2-supplemented medium for 9 to 12 days, washed again, and
examined for surface molecule expression and cytokine produc-
tion. As depicted in Fig. 1B, regardless of the priming conditions,
virtually all of the cells recovered at the end of IL-2 expansion
were T lymphocytes (CD3™) displaying the phenotype of newly
generated effector cells in that they were CD45RA™/RO* and
CD25'". The proportion of CD4/CD8 T cells (1.6 * 0.3, n = 4)
in this homogenous T cell population was unaffected by treatment

Table I. Cyiokine profiles of CD47-primed cells in Thl or Th2 conditions”
IFN-y TNF-a LT-a L4 IL-5 iL-10
IL-12 + ant-IL-4 :
Control mAb 9805 23x09 56 %29 ND ND ND
Anti-CD47 1.2x04 0.0x00 03x02 ND ND ND
IL-4 + anti-IL-12
Control mAb ND ND ND 24203 18.0x 14 30x08
Anti-CD47 ND ND ND 2304 17.1 228 34x06

@ CBMCs were primed at [ X 10° celis/ml for 3 days in Tht (IL-12 + anti-IL-4 mAb) or in Th2 (IL-$ + anti-IL-12 Ab) polarizing conditions in the presence of anti-CD47
mAb (10 pg/ml) or control mAb (10 pug/ml). Cells were then washed, counted with trypan blue, and expanded in IL-2 for 912 days. Viable cells (! X 10%m!) were restimulated
with anti-CD3 mAb immobilized on 2.5 X 10° irradiated CD32-B7.1-transfected L cells. Cytokines were measured at 24 h (IL-4) or 48 h (IFN-y. TNF-a, LT-a. IL-5, and IL-10).
Shown is the mean * SEM of five experiments. All values are in nanograms per ml except for IL-2 which is in units/ml. ND, Not detectable.
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IL-2 (before restimulation) and 24 h after re-
stimulation of 1 X 10° viable cells/ml with
coated anti-CD3 mAb. Shown is one represen-
tative experiment of three. B. Fas and FasL sur-
face expression was assessed, as in A, before and B.
after restimulation by a double-staining proce- Before restimulation After restimulation
dure as described in Materials and Methods. ¥ i H 3
Background staining is in dotted line. Shown is E € E €
one representative experiment of three. < = = <
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with CD47 mAb. The cellular viability was uniformly higher than
70% as determined by trypan blue dye exclusion.

To examine cytokine production, 1 X 10° viable T cells were
restimulated for 24 or 48 h with anti-CD3 mAb immobilized on
CD32/B7.1 L transfectants. Cells that had been primed in Thl
conditions in the presence of CD47 mAb secreted much less IFN-y
and no IL-4 at restimulation (Fig. 1C). Of note, similar levels of
inhibition of IFN-y production were observed after restimulation
with plastic-coated anti-CD3 mAb (not shown). Most interest-
ingly, CD47 ligation in Th2 priming conditions had no effect on
Th2 cell development.

The decrease of IFN-vy production at priming and restimulation
was CD47 specific and not Fc mediated. As shown in Fig. 2, a
CD47-Fc fusion protein containing the extracellular domain of
CD47 completely abrogated the CD47 mAb-mediated inhibition of
[FN-y production. Furthermore, F(ab'), fragments of CD47 mAb
as well as the synthetic peptide 4N1K, corresponding to the CD47
binding site of TSP, decreased IFN-vy production almost as effi-
ciently as intact mAb. Control mutant peptide of TSP had no in-
hibitory effect (not shown).

We next evaluated the complete cytokine profile of effector cells
generated after priming in the presence of CD47 mAb. As seen in
Table I, CD47 mAb added at priming in Thl conditions suppressed
not only IFN-v but also TNF-a and LT-a production at restimu-
lation. Treatment with CD47 mAb did not affect the production of
IL-4, IL-5, or IL-10, which remained undetectable in these Thl-
promoting culture conditions. The suppressive effect on Thl de-
velopment contrasted with the lack of an effect on Th2 cell devel-
opment after priming in the presence of exogenous IL-4. Similar
results were obtained by examining cytokine production by CD4*

100 107 102 103 104

109 107 102 103 104 100 10 102 103 104 109 107 102 103 104

control mAb
ant-CD47 |

T or CD8™ T cells purified at the end of the IL-2 expansion culture
(not shown).

Collectively, the above data suggested that engagement of CD47
by mAb or its natural ligand TSP on CBMCs inhibited the gen-
eration of [L-12-induced Thl but not IL-4-induced Th2 effectors.

CDA47-mediated inhibition of Thl effector generation results
from impaired IL-12 responsiveness

‘We next analyzed the possible mechanisms whereby CD47-treated
cells secreted decreased levels of Thl cytokines. First, we showed
that it did not result from an increase of activation-induced cell
death as measured by FACs analysis of FITC-annexin-and PI-
stained cells before and after anti-CD3 stimulation (Fig. 34). Note
that the 2-fold increase in annexin*/PI* CD47-treated cells was
not considered to be significant, because it was not consistently
observed in three independent experiments in the course of a daily
kinetic study performed during 9 days of cellular expansion in IL-2
(not shown). Also, the expression of Fas and FasL (albeit a low
level of expression) was not significantly affected by CD47 mAb
treatment (Fig'. 3B). Second, we examined whether CD47 ligation
impaired IL-12 responsiveness at priming. The data in Fig. 44
revealed that inclusion of CD47 mAb completely prevented the
enhanced production of IFN-vy stimulated by IL-12 + anti-IL4
mAb. Most importantly, the inhibition of Thl cell development
was confirmed by showing reduced IFN-y production at the single-
cell level (Fig. 4B). Third, we examined whether the CD47-medi-
ated inhibition of [L-12 responsiveness was correlated with down-
regulation of IL-12R expression at the end of the primary cultures.
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FIGURE 4. CD47 ligation inhibits the re-
sponse of naive T cells to IL-12 and their devel-
opment into IFN-y-producing cells. CBMCs
were primed for 3 days in nonpotarizing (Medi-
um) and in Thi-polarizing (IL-12 + anti-IL-4
mAb) conditions with anti-CD47 mAb (10 ug/
ml) or control mAb (10 ug/ml). A, After the ex-
pansion phase in IL-2. cells were restimulated at
1 X 10° viable cells/ml with anti-CD3 mAb im-
mobilized on 2.5 X 10* iradiated CD32-B7.1-
transfected L cells for 48 h. IFN-y was measured
at the end of secondary cultures. Shown is the
mean = SEM of five experiments. *#kxx p <
0.0001. B. After the expansion phase in IL-2,
cells in Thl-polarizing conditions were restimu-
lated at | X 10° viable cells/ml with anti-CD3
mAb immobilized on 2.5 X 10° CD32-B7.1-
transfected L cells. Intracytoplasmic staining of
IFN-y was done 6 h after restimulation. Back-
ground staining is in dotted line. MFI was cal-
culated as described in Materials and Methods.
Shown is one representative experiment of three.
C. IL-12RB1 and IL-12RB2 surface expression
was assessed in nonpolarizing (Medium) and in
Th1-polarizing conditions at the end of primary
cultures by a triple-staining procedure as de-
scribed in Materials and Methods. Background
staining is in dotted line. Shown is one represen-
tative experiment of three.

Medium
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IL-12 +
anti-iL-4
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In agreement with previous reports (9, 10), the expression of IL-
12RB2 was increased in the presence of IL-12, whereas the con-
stitutive expression of IL-12RB1 was not enhanced (Fig. 4C). As
depicted in the same figure, CD47 mAb markedly suppressed IL-
12RB2 expression on CBMCs activated with PHA as well as the
enhancing effect of IL-12.

These data indicated that CD47 ligation impaired IL-12 respon-
siveness of naive T cells as well as their development into Thl
effectors.

Exogenous IL-2, added at priming, restores IL-12R[32
expression and Thl development of CD47-treated cells

IL-2 reportedly up-regulated IL-12R expression on activated T
cells (6) and, as indicated in Fig. 1A, CD47 mAb suppressed IL-
12- but not IL-4-induced IL-2 production in primary Thl cultures
of CBMCs. The reduced IL-2 secretion was confirmed at the
mRNA level by RT-PCR (Fig. 5A). We therefore examined
whether addition of exogenous IL-2 at priming counteracted CD47
mAb-mediated inhibition of Thl development. As depicted in Fig.
5, exogenous IL-2 strongly up-regulated IL-12R32 expression and
completely prevented CD47 mAb-mediated down-regulation of
IL-12RB2 expression at the end of primary cultures (Fig. 5B) and
[FN-vy production at priming and restimulation. This effect was
dose dependent (Fig. 5C).

Taking these findings together, we suggest that CD47 ligation
induced a decrease of IL-12-induced IL-2 production at priming,
which led to reduced IL-12RB2 expression, IL-12 responsiveness
of naive T cells, and impaired Thl development.
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Discussion

It has been established that IL-12 plays an important role not only
in protective innate and adaptive immunity but also in chronic
inflammatory diseases associated with a strong Thl response
(31-33). We recently reported that CD47 has potential anti-
inflammatory activity in that its ligation by soluble mAbs or TSP,
its natural ligand, inhibits IL-12 production by human monocytes
and dendritic cells and prevented the maturation of the latter into
potent T cell immunostimulators (21, 22). In the present study, we
show that the same CD47 ligands also block the response of naive
T cells to exogenous IL-12 and prevent their differentiation into
Thl effectors. The integrin-associated protein CD47 recently
emerged from the literature as a potential immunoregulatory mol-
ecule, in addition to being involved in integrin signaling and cell
migration. CD47 mAbs were reported to up- or down-regulate T
cell activation as well as T cell and B cell death, depending on their
epitope specificity, their physical form (immobilized or soluble),
and the experimental conditions (34-40). Our unpublished results
indicated that two additional soluble CD47 mAbs (clones 2D3 and
10G2), directed against different epitopes, similarly impaired Thl
development of naive T cells.

Interestingly, most of the molecules inhibiting IL-12 production
also suppress IL-12 responsiveness, including IL-4, IL-10, TGF-B,
glucocorticosteroids, PGE,. cholera toxin, adenosine, the com-
pound lisofylline, and 1,25(0OH), vitamin D5 (8, 26-30, 41-43).
Ligation of CD47, like 1,25(0OH), vitamin D, (44), inhibits Thi
development without inducing a deviation toward Th2. There was
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FIGURE 5. Exogenous IL-2, added at priming, restores IL-12RB2 expression and Th1 development. CBMCs were primed for 3 days in Thl-polarizing
conditions (IL-12 + anti-IL-4 mAb) with anti-CD47 mAb (10 pg/ml) or control mAb (10 ug/ml) in the absence or in the presence of exogenous IL-2 (20
U/ml). A, IL-2 mRNA and G3PDH mRNA were extracted and measured by competitive quantitative RT-PCR after 6 h of primary stimulation as described
in Materials and Methods. Similar results were obtained in one additional experiment. B, IL-12RB2 surface expression was assessed with or without
exogenous [L-2 at the end of primary cultures. Background staining is in dotted line. Shown is one representative experiment of three. C, Left, IFN-y
production at the end of primary cultures of cells stimulated with or without exogenous IL-2. Shown is one representative experiment of three. Cells were
then washed. counted with trypan blue, and expanded in IL-2 for 9 to 12 days. Middle, IFN-y production of cells restimulated at 1 X 10° viable cells/ml
with coated anti-CD3 mAb for 48 h. Shown is one representative experiment of three. Right, IFN-y production of cells primed without or with increasing
concentrations of exogenous IL-2 and restimulated at 1 X 10° viable cells/ml with coated anti-CD3 mAb and soluble anti-CD28 mAb for 48 h. Shown is

one representative experiment of three.

no increase of endogenous IL-4 production in that 1) the experi-
ments were conducted in the presence of anti-IL-4 neutralizing
mAb and 2) IL-4 remained undetectable. Inhibition of Thl devel-
opment is often but not necessarily associated with an induction of
Th2 phenotype. For instance, coactivation of naive T cells by anti-
CD4 mAb inhibited Thl differentiation and induced Th2 develop-
ment (45). Also, IL-12-deficient BALB/c mice, when primed with
Ag in CFA, mounted a Th2 instead of a Thl response. By contrast,
IL-12-deficient C57BL/6 mice failed to develop Thl and Th2 re-
sponses, a phenomenon not mediated by endogenous IL-4 or IL-10
(46). A role for endogenous IL-10 in CD47 mAb-mediated inhi-
bition of Thl response is not supported by the observations that
IL-10 was undetectable in primary and secondary cultures and that
an anti-[L-10 mAb did not affect CD47 mAb-mediated suppression
(data not shown). Our previous reports indicated that the suppres-
sion of IL-12 production by CD47 ligation was IL-10 independent

(21, 22). Finally, the inhibition of Th1 development by CD47 mAb
is selective, given that it has no effect at all on the Th2 response
induced by exogenous IL-4.

Most importantly, the inhibition of Th] development by CD47
mAD is evidenced by the suppressed production of IFN-v at the
single-cell level and a markedly reduced secretion of Thl cyto-
kines (IFN-y, LT-«, and TNF-a) at restimulation of primed T cells
that have been expanded for 9 to 12 days in IL-2. In agreement
with Rogers et al. (47), IL-2 promoted the development of effectors
as well as their expansion. Note that almost complete inhibition of
Thi cytokine production was also observed in the absence of in-
termediate culture in IL-2 (M.-N. Avice, unpublished data).

The inhibition of IL-12 responsiveness is often associated with
down-regulation of IL-12RB2 and/or STAT-4 phosphorylation
(26, 27). As mentioned, factors regulating the expression of the
IL-12R 32 subunit play a critical role in Th1 cell development (6).
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After TCR-mediated activation. primary T cells transiently express
low levels of IL-12RB2 that are sufficient to confer T cell respon-
siveness to IL-12, The latter up-regulates IL-12RB2 by itself and
induces IFN -y production, which in its turn induces long-term
expression of this receptor at high levels (9. 10). It was recently
demonstrated that the initial up-regulation of IL-12RB2 after TCR
stimulation is strictly dependent on 1L-2 production by the acti-
vated T cells (48). Thus. in the absence of this early IL-2 produc-
tion. activated T cells fail to respond to IL-12 and subsequently
IFN-y and cannot acquire a Thl phenotype, even when primed in
the presence of exogenous IL-12 or IFN- vy (48).

We here show that ligation of CD47 in primary cultures of mi-
togen- and IL-12- activated CBMCs not only inhibits the expres-
sion of IL-12RB2 but also the production of IL-2 and IFN-y. We
therefore propose that the selective inhibition of Thl response re-
sults from CD47-mediated suppression of IL-2 production by ac-
tivated naive T cells costimulated with IL-12 but not IL-4 (Fig. 1).
Indeed. IL-2 synthesis is suppressed in primary cultures as deter-
mined at the protein and mRNA levels, and exogenous IL-2 com-
pletely reverses all the effects of CD47 mAb, i.e., IL-12RB2 ex-
pression, IFN-vy production, and Thl cell differentiation. Note that
anti-IL-2 and anti-IL-2R mAbs suppress IL-12-induced IFN-v pro-
duction to the same extent as anti-CD47 mAb (M-N. Avice, un-
published observations). These results are in complete agreement
with recent findings in the mouse demonstrating that early IL-2
production is required for in vitro and in vivo induction of Thl
response (48) and provide an explanation to the earlier observa-
tions on the critical role of IL-2 in Th1 cell development (49). Our
unpublished data further indicate that IL-2 could be replaced by
IL-15 that was shown to synergize with IL-12 in inducing IFN-y
production by T cells (25, 50). As mentioned, IL-4 completely
overrides the CD47 mAb-mediated inhibitory effect. This is not
surprising, given that IL-4 and IL-15 utilize the B and vy chains of
the IL-2R. However, we cannot rule out the possibility that IL-2
recruits additional regulatory mechanisms that circumvent the
CD47-dependent pathway of inhibition.

Taken collectively, the present findings underline the immuno-
regulatory role of CD47 and its natural ligand TSP. Together with
their ability to inhibit IL-12 production and dendritic cell matura-
tion, our data support the notion that this pair of receptor-ligand
molecules may function as natural anti-inflammatory and immu-
nosuppressive agents. TSP is a multifunctional molecule with dis-
tinct binding sites for «,B;, a,B;, and a3, integrins; immature
TGF-B; CD36; and CD47 (20, 51-53). It reportedly enhances the
phagocytosis of apoptotic cells, a process that not only fails to
induce inflammation but may even suppress it (54, 55). In addition,
TSP transforms latent TGF-8 into a very potent anti-inflammatory
cytokine, and TSP-deficient animals display diffuse inflammatory
lesions that are corrected by the administration of TGF-f (56, 57).
Note that signal-regulatory protein (SIRP), selectively expressed
on neuronal and myeloid cells, was recently described to serve as
a novel ligand for CD47 (58), and we are currently investigating its
role in the regulation of IL-12 response.

Agents capable of blocking IL-12 production and/or responsive-
ness are therefore potential candidates for the treatment or preven-
tion of Thl autoimmune diseases (31-33, 44). For instance, ad-
ministration of anti-IL-12 mAb but not anti-CD40L mAb (which
only decreased IL-12 secretion but not IL-12 responsiveness) com-
pletely abrogated established colitis of 4,4,6-trinitrobenzine sul-
fonic acid-treated mice. Also, 1,25(OH), vitamin D, a potent in-
hibitor of Thl response, is an effective treatment of chronic-
relapsing experimental allergic encephalomyelitis. Thus, if
applicable in vivo, the present findings suggest that inhibiting IL-
12-induced IL-2 production and IL-12 responsiveness by targeting
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CD47 represents a novel and unexplored pathway for the manage-
ment and prevention of disease-promoting or undesired Thl
responses.
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De nombreux modeles in vivo etinvitro ont confirmé le role important de I'IL-
12 non seulement dans la protection de 1’organisme contre des pathogenes
intracellulaires (Heinzel et dl., 1993; Hsieh et dl., 1993; Sypek etdl., 1993; Gazzinelli
etd., 1994; Cooper et d., 1995; Cooper et dl., 1997) ou contre le cancer (Brunda et
al., 1993; Golab and Zagozdzon, 1999; Grufman and Kirre, 2000), mais également
dans I’induction et, dans certains cas, le maintien de la pathologie associée a plusieurs
maladies auto-immunes de type Th1 spécifiques d’organes telles que 1’encéphalomyélite
allergique expérimentale/sclérose en plaques (Leonard et dl., 1995; Segal ef dl., 1998),
I’arthrite rthumatoide (Germann et d., 1995d; Mclntyre et da., 1996), Ila
glomérulonéphrite (Kitching e al., 1999), I'uvéo-rétinite (Tarrant er d., 1998), la
thyroidite (Zaccone er al., 1999) et la myasthénie (Moiola et d., 1998). Il est
généralement accepté que 1’administration d’IL-12 au moment d’une immunisation avec
un auto-antigéne exacerbe les maladies auto-immunitaires de type Thl. L’injection
d’IL-12 ou d’un antagoniste du récepteur de 1’IL-12 soit I’homodimeére (p40), dans des
souris NOD, lesquelles sont génétiquement susceptibles de développer le diabéte sucré
insulino-dépendant, accélére ou prévient I’établissement de cette maladie auto-immune,
respectivement (Trembleau er d., 1995b; Trembleau ef d., 1997). Une constatation
innatendue a eu lieu récemment chez des souris NOD déficientes pour I'IL-12. En
réponse 2 I’auto-antigéne IA-2, ces derniéres conservent leur capacité de développer le
diabéte due 2 la présence de lymphocytes Thl pathogéniques infiltrant le pancréas
(Trembleau et dl., 1999). Demiérement, le groupe de Tarrant e al. (1999) innovait en
démontrant que I’injection d’IL-12 supprime le développement de 1’uv€o-rétinite. De
maniére générale, une surproduction d’IL-12 est aussi observée dans des désordres
inflammatoires tels que le choc septique (Wysocka et al., 1995) et la réaction de
Shwartzman (Ozmen et d., 1994) ou encore dans des maladies inflammatoires

chroniques comme la maladie de Crohn (Neurath er al., 1995). Récemment, il a été
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suggéré que 1’IL-12 est impliquée dans I'induction et le maintien de 1’état inflammatoire
dans les lésions athérosclérotiques et psoriatiques (Uyemura er d., 1996; Yawalkar et
a., 1998). A la lumiére de ces constats, des interventions visant a augmenter la
production d’IL-12 sont donc potentiellement dotées d’un intérét thérapeutique dans le
cadre des maladies infectieuses, de cancer ou de la vaccination. A I’opposé, des
manipulations permettant de réduire la sécrétion ou la réponse a I’[L-12 peuvent étre
envisagées pour le traitement de la plupart des maladies auto-immunitaires et/ou

inflammatoires chroniques.

Lors d’une réponse immunitaire, la production d’IL-12 est rigoureusement
contrdlée. Certains facteurs solubles endogénes ont un effet inhibiteur comme I'lL-4
(Snijders et d., 1996), I'IL-10 (D’Andrea et d., 1993; Aste-Amezaga et d., 1998),
I'IL-11 (Trepicchio er dl., 1996; Leng and Elias, 1997), I'IL-13 (D’Andreaer d., 1995;

Muchamuel et dl., 1997), le TGF-p (D’Andrea er dl., 1995; Takeuchi er al., 1998), les

IFN de type I -a et -B (Cousens et d., 1997; McRae et d., 1998) et les agents
chimioattractants MCP-1 a 4 et C5a (Braun et dl., 2000). Van der Pouw Kraan et dl.
(1995) ont été les premiers a démontrer que le PGE,, un agent capable d’augmenter les
niveaux intracellulaires d’AMPc, est aussi un puissant inhibiteur de la synthése d’IL-12.
Plusieurs autres composés endogénes élévent les concentrations d’AMPc et imitent
’effet du PGE,. Parmi ceux-ci, on retrouve les agonistes des adrénorécepteurs f,
comme les hormones du stress adrénaline et noradrénaline (Elenkov et al., 1996;
Panina-Bordignon e d., 1997, Haské et dl., 1998a), les agonistes des récepteurs A2a
tels que 1’adénosine (Link et al., 2000), I’histamine (Elenkov ef dl., 1998; Van der
Pouw Kraan et dl., 1998) et les neuropeptides VIP, PACAP et CGRP (Delgado ez dl.,
1999; Liu et dl., 2000a). D’ailleurs, I’utilisation thérapeutique de pentoxifylline, un

agent pharmacologique connu pour sa capacité d’augmenter I’AMPc, a permis de
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réduire la production d’IL-12 par les PBMC de patients atteints de sclérose en plaques
(Rieckmann et dl., 1996). Les glucocorticostéroides représentent une autre gamme de
molécules endogénes qui suppriment la sécrétion d’IL-12 par les CPA et sont fortement
appréciés cliniquement pour leur role anti-inflammatoire (Blotta et d@l., 1997; DeKruyff
et a., 1998; Vieira et d., 1998; Franchimont et al., 2000). L’inhibition de la
production d’IL-12 est également observée avec des molécules solubles capables de
moduler I’action du facteur de transcription NF-xB lequel possede un site de
reconnaissance dans les régions promotrices du géne codant pour la sous-unité p40 de
I'[L-12 (Murphy et d., 1995; Plevy erd., 1997). La 1, 25-dihydroxyvitamine D3 et
I’acide acetyl salicylique sont deux composés qui justement empéchent la sécrétion d’IL-
12 en diminuant I’activation du NF-kB et en bloquant la liaison de ce dernier a sa
séquence consensus sur I’ADN génomique (D’Ambrosio et d., 1998; Mazzeo et d. ,
1998). L’altérationdes mouvements ioniques au travers des canaux ou des pompes des
membranes cellulaires est aussi un mécanisme connu pour affecter 2 la baisse la
synthése d’IL-12. Les ions impliqués sont entr’autres le calcium (Nemeth ez al., 1998;

Poggi etdl., 1998).

Plusieurs molécules endogénes solubles ont jusqu'a maintenant été décrites
comme ayant un effet anti-inflammatoire de par leur habileté & inhiber la production
d’IL-12. D’autres ont cependant un effet facilitant et parmi celles-ci se trouvent 'IFN-y
(Hayes et dl., 1995; Maetd., 1996), le TNF-a (Flesch et dl., 1995) et le GM-CSF
(Kubin er dl., 1994). Il est a noter que dans certaines conditions expérimentales, 1'1L-4,
I’IL-13 et le PGE, peuvent faciliter plutdt qu’inhiber la synthése d’IL-12 (D’Andrea e
dl., 1995; Rieseretd., 1997). Par exemple, le pré-traitementde PBMC avec de I'lL-4
ou de I’'IL-13 pour une période de plus de 20 heures permet d’augmenter I’IL-12 en

réponse au LPS ou au SAC. A l’inverse, il a été récemment rapporté que le TNF-a a
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aussi la capacitéde bloquer la production d’IL-12 (Ma et al., 2000b). Notre étude sur
1’IL-15 découle d’un travail précédent, effectué dans notre laboratoire, ol il a été décrit
qu’en présence d’IL-2, le faible niveau de CD154 exprimé & la surface des lymphocytes
T non activés par le TCR est suffisant pour induire la sécrétion d’IL-12 par les
monocytes CD40" autologues (Armant ez al., 1996). L’IL-12 opérait alors en synergie
avec I’[L-2 afin de promouvoir la production d’IFN-y par les lymphocytes T totaux,
contribuant ainsi au processus inflammatoire. Le role initial de I'IL-2 est essentiellement
d’accroitre ’expression de certaines molécules adhésives comme le CD2, le CD34 et le
LFA-3 et donc de permettre un contact plus étroit entre les deux types cellulaires (Vyth-
Dreese et al., 1993; Boussiotis et al., 1994b). Certains travaux ont effectivement
montré 'implication des interactions adhésives CD11b/CD18 (LFA-1) - CD54 (ICAM-
1) et CD2 - CD58 (LFA-3) dans I’aggrégation cellulaire (Vyth-Dreese et al., 1993).
Compte tenu que 1’[L-2 est exclusivement produite par des lymphocytes T activés via
’engagement du TCR (Jain ef al., 1995), ce modéle suggere que, in fine, la réaction
inflammatoire est initiée par un petit nombre de ces lymphocytes T, lesquels libérent des
quantités suffisantes d’IL-2 pour initier ’interaction entre les lymphocytes T non activés
par le TCR et les macrophages. Puisque I’IL-15 posséde plusieurs activités biologiques
similaires a celles de I’'IL-2, nous avions postulé puis confirmé que cette cytokine

pouvait se substituer a I'[L-2 dans I’initiation d’une réponse inflammatoire.

Role de I’IL-15 dans la régulation de la production d’IL-12.

Au cours de ce travail, nous avons donc démontré que 1I'IL-15 joue un role
important dans la régulation de la production d’IL-12 par les monocytes humains et ce,
grice 2 un systéme expérimental de cocultures de lymphocytes T (non activés par le

TCR) et de monocytes autologues, pouvant reproduire un état inflammatoire. En
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présence d’IL-15, les lymphocytes T CD4'CD154" proliferent et lient le CD40 exprimé
3 la surface des monocytes, permettant de déclencher la sécrétion d’IL-12 par ces
derniers. L’IL-12 agit & son tour sur les lymphocytes T CD4" en induisant la production
d’IFN-y. Cette sécrétion endogéne d’IL-12, en réponse a I'IL-15 exogene, dépend
principalement de I’interaction CD40-CD154, tel que démontré par I’utilisation d’un
anticorps monoclonal bloquant dirigé contre le CD154. De plus, une absence de
sécrétion d’IL-12 est constatée lorsque les monocytes sont cocultivés avec des

lymphocytes T CD8'CD154.

L’IL-15 est non seulement impliquée dans la régulation de la production d’IL-12
par les monocytes, mais aussi dans la réponse des lymphocytes T a cette cytokine.
Dans notre systéme de cocultures, la sécrétion d’IFN-y par les lymphocytes T CD4%, en
réponse 2 I’IL-12 exogeéne, dépend en partie de la présence d’IL-15 endogéne. Ce
phénomeéne se réfléte également dans un second modéle expérimental ol les
lymphocytes T CD4* sont cultivés uniquement en présence de cytokines (absence de

monocytes). Nous avons montré que I'IL-12 et I'IL-15 doivent obligatoirement étre

ajoutées ensemble pour promouvoir la production d’IFN-y. Par contre, I’addition d’IL-

15 seule, contrairement a 1’IL-12, suffit A entrainer la prolifération des lymphocytes T
CD4*. Bien que les lymphocytes T CD8" ne soient pas impliqués dans I'induction de la
sécrétion d’IL-12 par les monocytes, nos résultats montrent que ces cellules ont
cependant la capacité de répondre 2 I'IL-12 et 4 I'IL-15 (Annexe 1; Fig.l) et ce,
exactement de la méme fagon que les lymphocytes T CD4". Dans la littérature, il a été
rapporté que I’IL-15 induit directement le marqueur d’activation précoce CD69 suivi de
la prolifération des lymphocytes T CD4" mémoires et T CD8® naifs et mémoires
humains in vitro (Kanegane and Tosato, 1996). Les lymphocytes T CD4" naifs ne

proliferent pas en réponse a 1’IL-15 puisque ces cellules n’expriment pas la chaine f du
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récepteur a I'IL.-2, laquelle est un élément essentiel pour la signalisation par I'IL-15. 1l
est 2 noter que chez la souris, seuls les lymphocytes T CD8" mémoires (CD44"™)
expriment des niveaux élevés de la chaine p du récepteur a I'lL-2 et proliférent en

réponse a I’[L-15(Zhang et dl., 1998; Gasser et al., 2000).

En résumé, I’'IL-15 a un role indirect dans 'induction de la production d’IL.-12
par les monocytes en favorisant une augmentation de 1’expression de la molécule CD40
sur ces cellules. En ce qui a trait a la réponse des lymphocytes T a I'lL-12, I'IL-15
possede une activité directe puisqu’elle soutient une hausse de 1’expression constitutive
de la chaine §1 du récepteura I’IL-12 sur les lymphocytes T CD4*. Nous n’avons pas
vérifié la régulation de 1’expression de cette chaine a la surface des lymphocytes T
CD8", mais a la vue des résultats mentionnés précédemment (Annexe 1; Fig.1), nous
postulons que I’IL-15 joue un réle similaire sur ces lymphocytes. Le récepteur de I'IL-
12 est composé des chaines B1 et f2 (Stahl and Yancopoulos, 1993; Chua et al., 1994,
Presky et al., 1995; Presky et al., 1996), lesquelles permettent une liaison de haute
affinité avec le ligand bien que seule 1a chaine $2, contenant trois résidus tyrosines dans
sa queue cytoplasmique, soit responsable de la signalisation intracellulaire via
I’activationde STAT 4 (Szabo et al., 1997). Au moment d’effectuer nos expériences en
cytométrie de flux, un anticorps dirigé contre la chaine p2 du récepteur a I’IL-12 n’était
pas disponible commercialement. Cette codépendance de 1'IL-15 et de 1’'IL-12 nous
permet d’envisager un mécanisme potentiel d’activation des lymphocytes T
inflammatoires dans des désordres chroniques dominés par une réponse de type Th1 tels
que la maladie de Crohn, la sarcoidose pulmonaire ou encore !’arthrite rhumatoide

(Agostini et al., 1996; Molleret al., 1996; Mclnnes et al., 1997).
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L’IL-15 est présente de fagon significative dans la membrane synoviale et le
liquide synovial (concentration moyenne de 307 pg/ml) chez environ 50% des patients
atteints d’arthrite rhumatoide, contrairement & 1’absence relative d’1L-2 (Firestein et al.,
1988; Simon et al., 1994; Ulfgren et al., 1995; Mclnnes et al., 1996; Mclnnes et al.,
1997; Mclnnes and Liew, 1998). Différents groupes ont démontré que I’'IL-15 seule,
ou en combinaison avec 1I’IL-6 et le TNF-a, contribue grandement a 1’exceés de TNF-a
observé dans les articulations (Mclnnes er al., 1997, Sebbag et al., 1997). Ceci
s’effectue par un mécanisme qui est indépendant de I’antigéne causant initialement le
désordre et qui exige principalement un contact entre les lymphocytes T non activés par
le TCR et les monocytes synoviaux sécréteurs de TNF-a bien que I'IL-15 peut
également induire directement la production de TNF-a par ces lymphocytes T. Par
contre, la sécrétion de TNF-a en réponse a I'IL-2 exogéne est beaucoup plus faible ou
pratiquement nulle dans ces conditions (Mclnnes ef al.,, 1997). Néanmoins, elle est
amplifiée dans la mesure ol 1’IL-6 et le TNF-a sont associés a I'IL-2 (Sebbag er al.,
1997). Les résultats obtenus dans mon modeéle expérimental montrent que 1’IL-15, tout
comme 1’'IL-2, sont des cytokines ayant une activité pro-inflammatoire. I1 n’est pas
surprenant d’observer des fonctions redondantes entre ces deux interleukines étant

donné que I’'IL-15 utilise comme voie de signalisation une partie du récepteur a I'IL-2,

soit les composantes § et y, impliquées dans la transduction du signal, et sa propre

chaine o de haute affinité, c’est-a-dire I’IL-15Ra. (Bamford e al., 1994; Burton et d.,
1994; Carson et al., 1994; Giri et dl., 1994; Anderson et al., 1995b; Giri et dl.,
1995). Cependant, il est intéressant de noter que dans le modele de Iarthrite
rhumatoide, une divergence nette existe entre ces deux cytokines. En plus de 1’absence
endogeéne d’IL-2, nous pouvons imaginer qu’une expression différentielle de la chaine a
des récepteurs de ces deux interleukines serait une cause de ces réponses distinctes dans

la pathophysiologie de cette maladie. Seulement 10% des lymphocytes T synoviaux
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expriment la chaine a du récepteur a I’'1L-2 soit le CD25 (Iannone et al., 1994). Malgré
le fait que I'IL-15 ait été découverte de par ses rdles similaires 2 ceux de I’'IL-2, des
activités uniques in vivo ont été récemment démontrées dans des souris déficientes au
niveau de la chaine a du récepteur a I’'IL-15 (IL-15Ra™) ou encore dans des souris
déficientes pour I'IL-15 (IL-15") (Lodolce et al., 1998; Kennedy et al., 2000; Ma,
2000a). En effet, I'IL-15 supporte préférentiellement la réponse innée du systéme
immunitaire, c’est-a-dire qu’elle régule le développement et/ou la survie des cellules

NK, des lymphocytes T CD56" et de populations distinctes de lymphocytes T intra-

épithéliaux représentées par les marqueurs TCR-a/f" CD8aa et TCR-y/6* CD8aa.

Cette cytokine est aussi impliquée dans I'immunité acquise en maintenant la survie des
lymphocytes T CD8" de phénotype mémoire (Lodolce et al., 1998; Zhang et al. 1998;
Kennedy er al., 2000; Ma, 2000a). Une étude publiée depuis peu montre méme un
effet antagoniste de I'lL-15 et de I’IL-2. Li et dl. (2001a) rapportent que I’'IL-15 est un
facteur de croissance critique pour initier la division des lymphocytes T in vivo alors
que I'IL-2 limite ’expansion continue de ces lymphocytes T en diminuant 1’expression

de la chaine y de son récepteur.

Dans notre modele de cocultures, 1’interaction CD40-CD154 est nécessaire pour
promouvoir la sécrétion d’IL-12 par les monocytes en réponse a I’IL-15. Plusieurs

autres études ont démontré 'importance de cette interaction dans !'induction de la
production de cytokines telles que le TNF-a, I'IL-1a, 'IL-1pB, I'IL-6, I'IL-10 et I'lL-12

et de chimiokines incluant I’IL-8, RANTES, MIP-1a, MIP-18 et MCP-1 (Caux et d.,
1994; Cellaerd., 1996; Koch et d., 1996; McDyer et al., 1999; Thienel et dl.,
1999). Une facon de moduler la réponse immunitaire est de réguler ’expression de

I’une et/ou 1’autre de ces molécules de surface. Par exemple, 'IFN-y, le GM-CSF,
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I'IL-3 et le CD23 soluble ont tous la capacité d’augmenter I’expression du CD40 sur les
monocytes humains (Alderson ef al., 1993; Armant et al., 1995). Tel que mentionné
précédemment, nous avons montré que 1’IL.-15 (ainsi que I’'IL-2) exploite ce mécanisme
en augmentant |’expression du CD40 sur les monocytes. Par contre, I’expression du
CD154 sur les lymphocytes T CD4" au repos (détectée en cytométrie de flux par une
coloration en trois étapes; voir la section Materials and Methods de 1’article 1), isolés
du sang périphérique d’individus normaux, n’est pas touchée par ces deux cytokines.
Récemment, Mottonen er al. (2000) rapportaient que les lymphocytes T CD4”
fraichement isolés des fluides synovial et sanguin de patients atteints d’arthrite
rhumatoide et du sang périphérique d’individus contrbles n’expriment pas de CD154
mais ce, en employant une méthode de coloration directe des cellules. De plus, ils ont
remarqué que I’IL-15, mais pas I'[L-2, induit I’expression du CD154 sur ces
lymphocytes T, a I’exception de ceux isolés d’individus controles. En utilisant une
méthode de coloration indirecte, en deux étapes, de la molécule CD154, un autre groupe
infirme une partie des résultats de Mottonen et al. (2000). 11 montre que le CD154 est
détecté sur les lymphocytes T CD4" fraichement isolés du sang périphérique et du
liquide synovial de personnes arthritiques, mais pas sur ceux du sang périphérique
d’individus controles (MacDonald e? al., 1997). Dans notre modele expérimental, les
lymphocytes T CD8" n’ont pas de rdle a jouer dans I’'induction de la sécrétion d’IL.-12
par les monocytes de par I’absence du CD154, mais ils répondent aussi bien que les
lymphocytes T CD4" a I'IL-12 et a I’'IL-15. Une étude publiée peu aprés la notre
démontre que le CD154 est exprimé a un faible niveau, mais significatif, sur les
lymphocytes T CD4" et CD8" des follicules lymphoides synoviaux et que ces derniers
sont aussi impliqués dans la formation de centres germinatifs chez les patients atteints

d’arthrite (Wagner et al., 1998). Hermann et al. (1995) avaient d’ailleurs observé la
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présence du CD154 sur des clones de lymphocytes T CD8", lesquels permettaient la

croissance et la différenciation des lymphocytes B.

La liaison du CD40, dans la fraction de cellules adhérentes du tissu synovial
arthritique, induitla production de TNF-a (Harigai ef al., 1999). Préalablement 3 cefte
étude, Mclnnes et al. (1997) démontrait, avec des anticorps monoclonaux bloquants,
que les molécules CD69, ICAM-1 et LFA-1 sont responsables de 1’induction de la
sécrétion de TNF-o. par les monocytes/macrophages synoviaux suite a leur interaction
avec les lymphocytes T synoviaux stimulés par I'[L-15. 1l aurait été intéressant de
vénfier si I'interaction CD40-CD154 est aussi impliquée dans cette production de TNF-
a enréponse a I'IL-15. La sécrétion d’IL-12 est également observée chez des patients
arthritiques (Butch et al., 1996; Morita et al., 1998). Au lieu d’isoler des monocytes et
des lymphocytes T du sang périphérique d’individus normaux, nous aurions pu
continuer notre étude sur les activités pro-inflammatoires de 1’IL-15 en utilisant des
cellules provenant de la membrane synoviale d’individus atteints d’arthrite thumatoide
afin de vérifier les points suivants: 1) I'IL-15 induit-elle la production d’IL-12 et de
TNF-a via 'interaction CD40-CD154 dans ce modéle‘ ? et 2) contrairement & notre
modele de départ, est-ce que les lymphocytes T CD8* synoviaux induisent la sécrétion
d’IL-12 par les monocytes ? puisqu’il a été démontré que le CD154 est aussi exprimé

sur ces cellules (Wagner et al., 1998).

De fagon similaire, des cellules mononucléées isolées de la lamina propria de
patients atteints de la maladie de Crohn sécrétent fortement 1’IL-15 et de maniére encore
plus prononcée lorsqu’elles sont stimulées par I’IFN-y ou le LPS, c’est-a-dire jusqu’a
des concentrations de 600 ng/ml (Liu ez dl., 2000b). Dans ce modele, les lymphocytes

T CD154%, lorsque pré-traités a I’'IL-15, augmentent la production de cytokines pro-
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inflammatoires soit 1'IL-12 et le TNF-a par les monocytes du tissu intestinal via
P'interaction CD40-CD154. Aussi, I'IL-15 peut induire directement la sécrétion d’IFN-y
etde TNF-a par ces lymphocytes T, contrairement a notre modele ou 1’IL-15 seule ne
permet que la prolifération des cellules T CD4" et CD8" hautement purifiées. Dans leur
systeme de cocultures, les monocytes n’ont pas été en présence d’IL-15. Ainsi, la
facilité des lymphocytes T a hausser la production de cytokines pro-inflammatoires par
les monocytes est due a une augmentation de 1’expression constitutive du CD154 2 leur

surface en réponse a leur pré-traitementa I’1L-15.

En plus des facteurs solubles endogénes, décrits plus haut, pouvant soit stimuler
soit inhiber la syntheése d’IL-12, I'interaction des CPA avec des composants de la
matrice extracellulaire ou avec des molécules de surface sur les lymphocytes T
contribuent aussi a moduler la sécrétion de cette cytokine pro-inflammatoire et ce, en
présence ou méme en absence de tout agent infectieux. Par exemple, les macrophages
CD44" produisent de I’IL-12 suite a une interaction avec les fragments de faibles poids
moléculaires de I’acide hyaluronique de la matrice extracellulaire (Hodge-Dufour e? al.,
1997). Lorsque les lymphocytes T CD154" se lient au CD40 ou encore lorsque le CMH
de classe II est engagé par un anticorps monoclonal sur les CPA, il y a déclenchement
de la sécrétion d’IL-12 par ces derniéres (Shu ez al., 1995; Cellaetal., 1996; Koch et
al., 1996). 1l existe également des régulateurs négatifs de surface et ceux-ci
comprennent: (1) le CD46 qui est un récepteur utilisé entr’autres par le virus de la
rougeole pour infecter les monocytes (Karp e al., 1996), (2) les récepteurs impliqués
dans la phagocytose tels que I'intégrine CR3 (CD11b/CD18) (Marth and Kelsall, 1996)
etle Fcy-R (Bergeretal., 1997; Sutterwalaetal., 1997) et(3) les récepteurs aux LDL

acétylées (Uyemura ez al., 1996). Au cours de mon travail de doctorat, j’ai analysé le
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role de deux autres molécules de surface soit LAG-3 et CD47 dans la régulation de la

production d’IL-12 chez ’homme.

Role de LAG-3 dans la régulation de la production d’IL-12.

Tel que mentionné précédemment, il a été rapporté dans la littérature que la
liaison du CMH de classe I1 par un anticorps monoclonal induit la sécrétion d’IL-12 par
les cellules dendritiques (Koch ez al., 1996). LAG-3 est une molécule structurellement
reliée a la molécule CD4 (Triebel ef al., 1990) et tout comme cette derniére, elle posséde
la capacité de s’associer au complexe CD3-TCR (Hannier ef al., 1998). Son ligand
naturel est le CMH de classe II (Baixeras et al., 1992). Nous avons alors proposé que
I’interaction de LAG-3 avec le CMH de classe Il pourrait représenter une seconde
approche utilisée par les lymphocytes T, en plus de I'interaction du CD154 avec la
molécule CD40 exprimée a la surface des CPA, pour promouvoir la synthése d’IL-12.
Nous avons donc approfondi notre analyse sur les mécanismes régissant 1’activité pro-
inflammatoire des lymphocytes T non activés par ’engagement du TCR sur la

production d’IL-12 par les monocytes et les cellules dendritiques humains.

Briévement, les principaux résultats de notre étude se résument comme suit.
Tout d’abord, LAG-3 est exprimé a des taux élevés sur les lymphocytes T non activés
par le TCR qui sont cocultivés avec des monocytes autologues et de I'IL-2. Cette
induction de 1’expression de LAG-3 est dépendante de 1’IL.-2 exogéne et de I'IL-12
endogeéne sécrétée par les monocytes. Dans un deuxiéme temps, une inhibition de la
production d’IL-12 et d’IFN-y est observée suite a I’addition d’un anticorps neutralisant
anti-ILAG-3 dans ce méme systeme expérimental. Nous avons également remarqué une

diminution de la réponse a 1’'TL-12 par les lymphocytes T lorsque cette derniére a été co-
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ajoutée avec I'anticorps anti-LAG-3 et ce, non seulement dans notre modele de
cocultures et d’IL-2, mais aussi avec des lymphocytes T hautement purifiés. Aucune
vérification n’a été effectuée en ce qui a trait & I’expression des deux sous-unités du
récepteur a 1’IL-12 soit les chaines 1 et B2 sur les lymphocytes T purifiés et cultivés
avec I’anticorps anti-LAG-3. Cependant, il aurait été intéressant de le faire, car d’aprés
les résultats mentionnés précédemment, il est facile de postuler une inhibition d’une ou
des deux chaines. Afin de s’assurer que I’anticorps bloquant anti-LAG-3 diminue la
synthése d’IL-12 en inhibant un signal positif donné par I’interaction de LAG-3 avec le
CMH de classe II et non pas par I’engagement de la portion Fc de ’anticorps anti-LAG-
3 avec le récepteur Fc exprimé a la surface des monocytes, nous avons utilisé une
protéine de fusion LAG-31g soluble pour vérifier la validité de notre hypothése. Dans la
suite de cette étude sur LAG-3, comme régulateur positif potentiel de la production d’IL-
12, nous avons observé que LAG-3Ig costimule la sécrétion d’IL-12, en réponse a des
doses suboptimales de CD154 soluble, par les monocytes alors que cette méme protéine
de fusion induit directement la production d’IL-12 par les cellules dendritiques. Au
moment de débuter notre travail sur la régulation de la production d’IL-12 chez
I’homme, une des principales sources de cette cytokine étaitles monocytes/macrophages
(D’Andrea et al., 1992; Hsieh et al., 1993). Ceci explique pourquoi notre choix
s’arréta sur |’ utilisation des monocytes, isolés du sang périphérique humain, lors de nos
premiéres expériences qui concernaient I'IL-15 et ses effets sur la synthése d’IL-12.
Par la suite, il fit démontré que les cellules dendritiques sont en fait les cellules les plus
importantes en ce qui a trait a la sécrétion d’IL-12 en réponse a divers stimuli (Macatonia
et al., 1995; Sousa et al., 1997). Ainsi, lors de I’analyse de I'implication de la
molécule de surface LAG-3 sur la régulation de la production d’IL-12, des monocytes et

des cellules dendritiques furent employés lors des manipulations in vitro.



81

Ces constatations suggérent que LAG-3 sert des fonctions a la fois effectrices et
réceptrices. En effet, LAG-3 donne un signal positif aux CPA en liant le CMH de
classe Il ce qui permet d’induire la production d’IL-12 par ces cellules. Ainsi, de fagon
similaire au CD154, LAG-3 pourrait étre impliqué dans 1’activité pro-inflammatoire des
lymphocytes T non activés par le TCR. De plus, I’engagement de LAG-3 a la surface
des lymphocytes T inhibe la réponse de ces cellules a I'IL-12 tel que démontré par une

diminution de la sécrétion d’IFN-y.

Lorsque nous avons débuté ce travail sur LAG-3, trés peu d’informations étaient
disponibles sur cette molécule et la majorité des études publiées concernaient I’activité
inhibitrice de LAG-3 sur la réponse immunitaire. Lors de l’interaction entre des
lymphocytes T CD4" spécifiques d’un antigéne, des CPA et 1’antigéne (un peptide de
I’hémagglutinine ou encore un toxoide de la diphtérie), la présence d’un anticorps
monoclonal neutralisant anti-LAG-3 résulte en une augmentation de la prolifération, du
marqueur d’activation CD25 et de la sécrétion de cytokines telles que I’IFN-y par les
lymphocytes T (Huard et al., 1994b). D’apreés cette étude, LAG-3 agit non pas au
moment d’initier une réponse immune, mais bien une fois celle-ci installée puisque
1’ajout de I’anticorps anti-LLAG-3 jusqu’au jour 3 n’affecte en rien le développement de
I’immunité. En utilisant la protéine de fusion LAG-3Ig soluble, il a été démontré par la
suite une méme inactivation de la réponse immunitaire, c’est-a-dire une diminution de la
prolifération et de la production de cytokines par les lymphocytes T CD4" activés suite a
I’engagementdu TCR (Huard ez al., 1996; Subramanyam et al., 1998). Il semble que
Pactivitéinhibitrice de LAG-3 soit spécifique aux lymphocytes T CD4*. En effet, LAG-
3 n’interfére 3 aucun moment avec le développement et les fonctions effectrices des
lymphocytes T CD8" (Huard et al., 1994b; Subramanyam ezal., 1998). Récemment,

il a été décrit que 1’engagement de LAG-3 sur les lymphocytes T induit une diminution
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de I’expression du complexe CD3-TCR suggérant ainsi un mécanisme utilisé par LAG-3

pour inactiverla réponse immunitaire (Hannier ez al., 1998).

D’aprés ce qui a été décrit dans la littérature et d’aprés nos propres observations,
nous aurions pu poursuivre notre étude sur LAG-3 en approfondissant les quelques
points suivants. Tout d’abord, toutes nos manipulations expérimentales concernant le
role de LAG-3 dans la régulation de la production d’IL-12 ont été effectuées avec un
modele de lymphocytes T, non activés par le TCR et non fractionnés, et de monocytes
autologues en présence d’IL-2. Il aurait été intéressant d’isoler les lymphocytes T CD4"
des lymphocytes T CD8" et de regarder in vitro le role de chacune de ces deux sous-
populations cellulaires dans la régulation de la sécrétion d’IL-12 par LAG-3. Lors de
nos études comparatives sur les fonctions biologiques de I'IL-15 et de I'IL-2 en ce qui a
trait 4 la production d’IL-12 par les monocytes humains, nous avions démontré que
seuls les lymphocytes T CD4" sont capables d’induire la synthése d’IL-12 par ces types
de CPA puisque, contrairement aux lymphocytes T CD8", ils expriment la molécule
CD154 (voir Article 1; figure 2). Il a été rapporté que les lymphocytes T CD8"
possédent, en terme d’intensité moyenne de fluorescence, jusqu’a sept fois plus de
LAG-3 de surface que les lymphocytes T CD4* (Huard e al., 1994a). Tel que décrit
dans notre publication, le LAG-3Ig soluble costimule avec le CD154 la sécrétion d’IL-
12 par les monocytes alors qu’il a la capacité d’induire directement, donc en absence de
CD154, la production de cette cytokine pro-inflammatoire par les cellules dendritiques.
D’aprés toutes ces observations, il aurait été intéressant d’examiner le rdle des
lymphocytes T CD8" dans 'initiation de la sécrétion d’IL-12 non pas par les monocytes,
mais par les cellules dendritiques. Le modele expérimental aurait alors pu étre le
suivant: lymphocytes T CD8'CD1541LAG-3" non activés par le TCR + cellules

dendritiques autologues + IL-2. En méme temps, il aurait été opportun d’examiner si
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I’'IL-15, comme pour I'IL-2, est capable d’induire I’expression de LAG-3 sur les

lymphocytes dans ce modele de cocultures.

Dans un autre ordre d’idée, nous aurions pu étudier la contribution de LAG-3
dans la régulation de la synthése d’IL-12 en utilisant les leucocytes périphériques de
patients ayant une déficience pour la molécule CD154. Ce déficit entraine le
développement du syndrome hyper IgM et une susceptibilité a des pathogenes
intracellulaires comme Preumocystis carinii et Cryptosporidium parvum due a une
défectuosité dans la réponse immunitaire & médiation cellulaire (Allen er d., 1993;
Aruffo et d., 1993; DiSanto et dl., 1993; Fuleihan ez dl., 1993; Korthduer et dl.,
1994; Wiley and Harmsen, 1995; Cosyns et al., 1998; Cunningham er d., 1999).
Récemment, il a été démontré, a partir de cellules isolées de patients ayant le syndrome
hyper IgM, que l’absence de CD154 n’empéche pas le développement et la
différenciation des lymphocytes T naifs en effecteurs Th1l ou Th2 et que la réponse des
monocytes au LPS ou & une stimulation via le CD40 n’est pas affectée (Uronen and
Callard, 2000). Ainsi, la susceptibilité des patients CD154" aux pathogénes mentionnés
ci-haut est principalement la conséquence d’une absence de stimulation du CD40
(Uronen and Callard, 2000). D’aprés nos résultats, LAG-3 semble jouer un rdle non
pas dans les interactions ou il y a engagement du TCR par des peptides pathogéniques
puisque la molécule CD154 y est exprimée a de trés hauts niveaux, mais plutot dans les
interactions ot le TCR n’est pas engagé telles qu’observées dans les réactions
inflammatoires. En effet, dans ces derniéres, un grand nombre de lymphocytes T, dont
le TCR n’est pas spécifique de 1’antigéne ayant causé initialement le désordre, infiltrent
les lésions inflammatoires et ont une fonction pro-inflammatoire (Bell ez ., 1993;

Nahill and Welsh, 1993; Brocke ef al., 1996; Mclnnes et al., 1997; Modlin et dl.,
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1998; Moritaerd., 1998). Il serait donc trés intéressant d’analyser I’activité de LAG-

3 dans ces interactions a partir de cellulesisolées de patients CD154".

In vivo, LAG-3 a été détecté dans les organes lymphoides secondaires
inflammés, plus particulierement au niveau des ganglions lymphatiques et des
amygdales (Huard erdl., 1994a), et dans certaines sous-populations de TIL infiltrant le
carcinome du rein (Angevin et d., 1997). Dans cette derniére étude, un des patients
démontrait des TIL composés de fagon prédominante de TCRa/g"CD8 DR'LAG-3".
D’ailleurs, un article récent montre que LAG-3 est co-distribué avec les molécules CD8
et CD3-TCR lorsque ces derniéres sont engagées avec des anticorps monoclonaux ou
avec un complexe CMH de classe I-peptide (Hannier and Triebel, 2000). Aussi, ces
mémes auteurs démontrent que LLAG-3 s’associe a la surface du lymphocyte T activé
avec le CMH de classe II. Dans nos expériences, LAG-3 peut induire directement la
sécrétion d’IL-12 par les cellules dendritiques (voir Article2; figure 7). Ces cellules ont
fait1’objet d’intenses études dans I’immunité anti-tumorale. Une des approches utilisées
est d’isoler les cellules dendritiques de patients cancéreux, de les expandre in vitro et de
les charger avec I’antigéne tumoral avant de les réinfuser aux malades (Schuler and
Steinman, 1997). De cette maniére, les cellules dendritiques servent d’adjuvants pour
stimuler une réponse immunitaire, de type cytotoxique entre autres; contre la tumeur.
Derniérement, il a été démontré que la co-injection de LAG-3 soluble avec des cellules
tumorales ou encore |’immunisation avec des cellules tumorales transfectées avec LAG-
3 réduit la croissance de la tumeur chez la souris (Prigent et d., 1999). Ce rejet
implique le recrutement de lymphocytes T CD8". 1l est donc suggéré que LAG-3
pourrait étre utilisé comme adjuvant de par son habileté a activer les CPA résidantes,

telles que les macrophages et les cellules dendritiques, via le CMH de classe II,
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lesquelles par la suite initieraient le développement d’une réponse immunitaire

‘cytotoxique anti-tumorale.

Réle du CD47 dans la régulation de la production d’IL-12.

Les résultats de cette étude peuvent &tre divisés en deux parties. Dans un
premier volet, nous avons démontré que I’engagement du CD47 par un anticorps
monoclonal, par son ligand naturel, la thrombospondine (TSP), ou encore par le peptide
4N1K (peptide correspondant a la partie carboxy-terminale de la TSP qui lLe
sélectivement le CD47) inhibe de fagon spécifique et sélective la production d’IL-12 par
les monocytes humains (voir I’article 3 dans la section Résuitats). Cette suppression est
observée aprés une stimulation indépendante ou dépendante des lymphocytes T. Ma
principale contribution a ce travail a ét€ de montrer que I’inhibition de la synthése d’IL-
12 par les monocytes ne dépend absolument pas d’une augmentation de la sécrétion
d’IL-10 ou de TGF-p endogénes, deux molécules physiologiques bien connues pour

leur role suppresseur de la production d’IL-12, donc anti-inflammatoire.

Suite aux observations de cette premiére étude, nous avons entamé le deuxieme
volet de notre travail. Sachant que 1’IL.-12 joue un role non seulement dans I’activation
des cellules du systéme immunitaire innée, mais aussi dans le développement de la
réponse Thl, nous avions alors émis I’hypothese que I’engagement du CD47 inhiberait
la différenciation des lymphocytes T naifs en effecteurs de type Thl. Nous avons
développé un modéle expérimental de différenciation des lymphocytes T naifs & partir de
cellules mononucléées isolées du sang de cordon ombilical (CBMC) selon le modele de
Rogge et dl. (1997). Plus précisément, les CBMC ont été stimulés avec de la PHA

dans des conditions dites neutres (milieu de culture seulement), Th1 (IL-12 + un Acm
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anti-1L-4) ou Th2 (IL-4 + un Ac anti-IL-12) pour une durée de 3 jours. A la fin de cette
culture primaire, les cellules ont été lavées, comptées puis ajustées a une concentration
initiale de 0.5X10° cellules/ml avant de les expandre dans un milieu de culture
additionné d’IL-2 pour une période de 9 a 12 jours (phase d’expansion). Finalement,
les cellules ont été restimulées a une concentration de 1.0X10° cellules/ml en culture
secondaire a I’aide de différents stimuli pour 1 2 3 jours dépendant des cytokines devant
étre dosées. L’ajout de ’anticorps anti-CD47, de 1’anticorps contrdle ou du peptide
4N1K a toujours eu lieu en culture primaire. Les observations majeures de mon travail
se résument comme suit. 1.’engagementdu CD47 inhibe la production d’IFN-y et d’IL-
2 par les CBMC en culture primaire dans les conditions Thl alors que dans les
conditions Th2, seule I'IL-2 est détectée et celle-ci n’est aucunement affectée par
I’anticorps anti-CD47. Le profil des cytokines a la restimulation montre que la pré-
activation des CBMC en présence d’IL-12 exogene et de I’anti-CD47 empéche le
développement des lymphocytes T naifs en effecteurs de type Thl et ceci, sans aucune
déviation immunitaire vers le phénotype Th2. Par contre, la différenciation des
lymphocytes T naifs en présence d’IL-4 exogeéne n’est pas touchée par la présence de
I’anti-CD47 puisqu’il y a eu génération d’effecteurs de type Th2. Ainsi, le CD47 est
une molécule immunorégulatrice capable non seulement d’inhiber la sécrétion d’IL-12
par les monocytes et tout récemment par les cellules dendritiques (Demeure e dl.,
2000), mais aussi d’empécher de fagon sélective la réponse des lymphocytes T naifs a
I'IL-12 exogeéne et leur différenciation subséquente en effecteurs de type Thl. En plus
d’observer que le traitement des CBMC avec un anticorps anti-CD47 dans les conditions
dites Thl résulte en une diminution de la sécrétion d’IFN-y et d’IL-2 en culture
primaire, nous avons constaté que 1’expression de la chaine $2 du récepteur a I'IL-12
est supprimée au jour 3. Ftant donné qu’il a éé rapporté dans la littérature que 1'IL-2

induit I’expression de la chaine p2 du récepteur a I'IL-12 sur les lymphocytes T activés
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(Gately et dl., 1998; Chang et d., 2000), nous avons vérifié puis confirmé que I’ajout
d’IL-2 en culture primaire contrecarre I’effet inhibiteur de I’anti-CD47 sur le récepteur a
I'IL-12, la production d’IFN-y et le développement Thl. Si applicable in vivo, les
résultats obtenus dans les deux premiers volets de notre étude sur la régulation de la
production d’IL.-12 par la molécule CD47 permettent de penser que supprimer la
sécrétion d’1L-12 et d’IL-2 ainsi que la réponse des lymphocytes T naifs a I'IL-12 en

ciblant le CD47 représente une nouvelle approche pour prévenir les maladies

inflammatoires chroniques et/ou auto-immunitaires de type Th1.

Nous avons poursuivi notre étude sur la molécule CD47 a partir de certaines
constatations faites lors des expériences se rapportant au role du CD47 dans la
différenciation des lymphocytes T naifs en effecteurs de type Th1 (travail présentement
soumis pour publication). Tel que mentionné précédemment, nous avons montré que
I’engagement du CD47 inhibe la sécrétion d’IL-2 par les CBMC activés en présence
d’IL-12, mais pas d’IL-4 en culture primaire. Lors de ce travail, nous avons également
remarqué que les effecteurs de type Thl, pré-traités avec 1’anticorps anti-CD47,
sécrétaient non seulement des quantités réduites d’IFN-y, mais démontraient aussi une
diminution de leur réponse proliférative a la restimulation (résultats non-présentés). De
plus, nous avons noté que les cellules pré-traitées avec ’anti-CD47 étaient affectées
dans leur capacité a proliférer lors de la phase d’expansion en IL-2 (résultats non-
présentés). Toutes ces observations nous ont amenés a penser qu’en plus d’empécher la
différenciation Th1, I’engagement du CD47 pourrait étre impliqué dans I’induction d’un
état d’anergie. Les résultats obtenus lors de la vérification expérimentale de cette
hypothése ont démontré qu’en absence de cytokines exogénes en culture primaire, la
liaison du CD47 sur les CBMC promeut le développement de lymphocytes T

anergiques. Les cellules naives ont été traitées dans les conditions dites neutres, ¢’est-a-
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dire qu’elles ont été activées avec de la PHA en présence ou en absence de 1’anti-CD47
pour 3 jours. Cette culture primaire a été suivie d’une période d’expansion en IL-2 pour
9 a 12 jours et les lymphocytes T ont été ensuite restimulés avec des Acm dirigés contre
les molécules CD3 et CD28. Les lymphocytes T effecteurs générés sous ces conditions
sont considérés anergiques puisqu’ils sécrétent des niveaux diminués d’I1.-2 (Annexe 2;
Fig.1) et qu’ils sont affectés dans leur capacité 1) a proliférer (Annexe 2; Fig.2), 2) a
sécréter des cytokines de type Th1 et Th2 (Annexe 2; Tablel) et3) arépondre a I'IL-2,
I'IL-4 ou I'IL-12 exogeéne (Annexe 2; Fig.3). De plus, I’engagement du CD47
supprime fortement la production d’IL-2 et I’expression de la chaine o du récepteur a
I’'IL-2 soit le CD25 en culture pﬁmaire (Annexe 2; Fig4 et 5) et la réponse des
lymphocytes T a I’IL-2 lors de la phase d’expansion (Annexe 2; Table II). Cette
induction d’anergie par la molécule CD47 est indépendante de 1'IL-10 endogéne
(Annexe 2; Fig.6) et!’inclusion d’1L-2 ou d’1L-4, mais pas d’IL-7, exogéne en culture
primaire permet de complétement restorer 1’activation des lymphocytes T (Annexe 2;
Fig.7). Une co-stimulation par le CD28 via un Acm agoniste en culture primaire

prévient ]’établissement de cet état anergique par 1’anti-CD47 (Annexe 2; Fig.8).

L’addition d’IL-2 exogéne dans la culture primaire restore le développement Th1
induit par I'IL-12 et prévient 1’établissement d’un état anergique autant dans les
conditions Th1 (observations personnelles) que neutres. Ainsi, ’aptitude du CD47 a
inhiber la différenciation Th1 et en méme temps, a induire I’anergie des cellules T naives
et ce, sans aucune déviation immunitaire vers le phénotype Th2 semble étre unique. Les
procédures in vivo et in vitro qui suppriment le développement Thl ne sont pas
connues pour induire I’anergie. A I’inverse, I’induction d’un état anergique ne prévient
habituellement pas la polarisation du phénotype Thl ou Th2 des lymphocytes T naifs

(Malvey et d., 1998a). Le traitement de souris avec un antigéne soluble en absence
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d’adjuvant génére des lymphocytes T spécifiques de 1’antigéne qui sont incapables de
proliférer en réponse a une immunisation optimale subséquente en présence d’adjuvant
(Van Parijs et dl., 1997). Dans ce cas, 'induction de la tolérance est associée avec une
inhibition sélective du développement Thl. Par contre, I’administration d’IL-12 durant
I’induction de la tolérance (Van Parijs et al., 1997) ou I'immunisation de souris
tolérantes avec un antigene et I’adjuvant complet de Freund (Malvey er al., 1998a) ne

corrige pas I’anergie, mais permet I’acquisition du phénotype Thl.

Dans d’autres types d’expériences similaires, ’anergie a été associée a une
déviation de la réponse immunitaire, c’est-a-dire que la suppression du développement
Thl est concomitante a 1’augmentation de la production de cytokines de type Th2
(Burstein er d., 1992; DeWit er dl., 1992). Il est intéressant de noter que les
lymphocytes T anergiques générés dans ces expériences in vivo restent capables de
servir des fonctions effectrices de type Thl ou Th2 (Malvey et al., 1998a; Malvey et
al., 1998b). Nous suggérons que les cellules traitées a I’anti-CD47 ne posseédent pas
d’activité effectrice de par 1) une suppression diffuse de la production de cytokines de
type Thl ou Th2 et 2) I’altération dans 1’expression de la molécule CD154 (résultats

non-présentés).

Les cellules traitées a 1’anti-CD47 partagent plusieurs caractéristiques avec les
lymphocytes T anergiques décrits récemment et qui ont été obtenus suite a2 une
stimulation in vitro chronique via le TCR en présence d’IL-10. (Groux er d., 1996;
Groux etd., 1997). Les deux types de cellules sont anergiques tel que défini par une
diminution de la prolifération et de la production d’IL-2 suivant une stimulation anti-
CD3 seulement ou anti-CD3 plus anti-CD28. De plus, de facon similaire aux cellules

traitées a I’anti-CD47, les cellules T rendues anergiques par I’IL-10 ne répondent pas a
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’IL-2 exogeéne et ne sont pas capables d’augmenter ’expression du CD25 a la
restimulation. Plusieurs observations nous permettent d’argumenter contre 1’implication
de 1’IL-10 dans I'induction de I’anergie chez les lymphocytes T naifs traités a I’anti-
CD47. Tout d’abord, I’engagement du CD47 n’augmente pas la sécrétion d’IL-10 dans
les cultures primaires (Annexe 2; Fig.6A). Ensuite, la production d’IL-10 par les
lymphocytes T pré-traités 2 ’anti-CD47 est supprimée 2 la restimulation (Annexe 2;
Table I). Aussi, I'inclusion d’un anticorps anti-IL-10 dans les cultures primaires n’a
aucun effet sur le développement et la maturation des cellules traitées a 1’anti-CD47
(Annexe 2; Fig.6B). Récemment, les cellulestraitées a I’IL-10 ont été montrées comme
ayant in vivo et in vifro une activité immunorégulatrice qui est largement due 2 la
production élevée d’IL-10 et normale de TGF-p (Groux et al., 1997). Tel qu’indiqué
dans la Table I (Annexe 2), la sécrétion de ces deux cytokines immunosuppressives est

réduite chez les cellules T traitées a I’anti-CD47.

L’induction d’anergie dans des clones de lymphocytes T humains alloréactifs,
par I’engagement du TCR en absence de co-stimulation, est inhibée lorsqu’il y a liaison
de la chaine y du récepteur 2 I'IL-2 avec un anticorps agoniste ou avec d’autres
cytokines utilisant cette chaine pour médier leurs effets telles que I'IL-4 et I'IL-7
(Boussiotis ef al., 1994a). Nos résultats suggérent fortement que 1’engagement du
CD47 dans les cultures primaires diminue les signaux donnés au récepteur a 'lL-2
puisqu’il y a inhibition de 1) la production d’IL-2 telle qu'observée aux niveaux
protéiques et de I’ARN messager, 2) la réponse des cellules T naives a I'IL-2 et 3)
’expression de la chaine o du récepteur a I’IL-2 soit le CD25. L’ajoutd’IL-2 ou d’IL-4
exogeéne dans les cultures primaires restore la production d’IL-2 et I’expression du
CD25 et prévient l'induction d’anergie. Par contre, I’addition d’IL-7 exogeéne

n’empéche pas I’induction d’un état anergique. Ces résultats ne supportent pas un role
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critique de la chaine y dans I’établissement de 1’anergie par la molécule CD47. La
disponibilité d’un anticorps agoniste dirigé contre cette chaine au moment d’effectuer

nos expériences aurait permis de confirmer cette hypothése.

L’état de tolérance induit dans les souris déficientes pour la molécule CD28
s’établi en favorisant les interactions B7/CTLA-4. Plusieurs études ont indiqué que
I’homologue du CD28, le CTLA-4, est un régulateur négatif de 1’activation des
lymphocytes T. Les souris déficientes pour le CTLA-4 développent des maladies
lymphoprolifératives (Perez er dl., 1997; Blair et d., 1998; Brunner et dl., 1999). En
bloquant I’engagement du CTLA-4 in vivo, il a été démontré que la réponse immunitaire
est augmentée avec pour conséquence une exacerbation des maladies auto-immunes et
une €lévation des rejets d’allogreffes (Brunner et al., 1999). Des publications récentes
ont démontré que I’effet inhibiteur du CTLA-4 est médié par sa queue cytoplasmique ou
par I’habileté de son domaine extracellulairea compétitionner pour les ligands (Masteller
et d., 2000). Nos observations personnelles indiquent que 1’anti-CD47 n’augmente
pas, mais plutdt diminue 1’expression du CTLA-4 sur les lymphocytes T CD4* naifs.
Ainsi, les différentes voies de signalisation médiées par. les molécules TCR, CD28 et
CTLA-4 sont complexes et I’intégration de ces signaux vont dicter le devenir du
lymphocyte T (Bluestone, 1997; Anderson e d., 2000). Le CD47 et son nouveau
ligand récemment découvert soit SIRP, sélectivement exprimé sur les CPA, pourrait
interférer avec ce complexe en modulant les interactions B7/ligands du B7 (Seiffert e
d., 1999). Une autre possibilité serait que 1’association CD47/SIRPa. induit 1’anergie
en délivrant directement un signal aux lymphocytes T et aux CPA. Une étude récente
démontre que la thrombospondine inhibe ’activation des lymphocytes T, en supprimant
la sécrétion d’IL-2 et I’expression du marqueur d’activation CD69, lorsqu’elle interagit

avec le CD47 exprimé a la surface de ces lymphocytes T (Li et al., 2001b).
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En conclusion de notre étude sur la molécule CD47, nous avons montré que
I’engagementdu CD47 inhibe le développement des lymphocytes T naifs en effecteurs
de type Thl et induit un état d’anergie et ce, méme en présence d’IL-12. Ces deux
résultantes, combinées avec |’effet inhibiteur du CD47 sur la production d’IL-12, nous
permet d’envisager la molécule CD47 comme une cible potentielle dans des approches
thérapeutiques pour les maladies auto-immunes, les réactions du greffon contre 1’hote et

les transplantations d’organes.

A partir de nos résultats expérimentaux, nous avons élaboré un schéma de
synthese simplifié représentant la régulation de la production d’IL-12 par les molécules

IL-15, LAG-3 et CD47 (Fig.1, p.93).
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Figure 1

Régulation de la production d'IL-12 par I'IL-15, le LAG-3 et le CD47

Ce schéma montre un modele d'inflammation impliquant des interactions
lymphocytes T - CPA, en absence d'engagement du TCR, qui
surviennent dans les tissus périphériques. L'IL-15, une cytokine qui
posséde plusieurs activités biologiques similaires a celles de I'IL-2.
induit la sécrétion d'IL-12 par les CPA en utilisant les mémes
mécanismes que 1'[L-2, c'est-a-dire de fagon dépendante de l'interaction
CD154-CD40. Le LAG-3 est aussi un régulateur positif de la synthese
d'IL-12 par les CPA lorsqu'il interagit avec son ligand, le CMH de
classe II. Enfin, 'engagement de la molécule CD47 inhibe la production
d'IL-12 par les CPA. L'encadré indique qu'en présence d'IL-12, la
liaison du CD47 s'oppose a la différenciation des lymphocytes T naifs en
effecteurs de type Thl dans les organes lymphoides secondaires tels que
les ganglions lymphatiques.

CD47

93
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CONCLUSION GENERALE

L’IL-12 est une cytokine qui posséde plusieurs activités biologiques trés
importantes, lesquelles jouent un role crucial dans 1’immunité innée et acquise. En
effet, I'[L-12 est essentielle dans la résistance de 1’organisme a diverses infections
microbiennes de par ses fonctions pro-inflammatoires et de par son habileté 2
promouvoir le développement d’une réponse Thl. Par contre, la régulation de la
production d’IL-12 doit &tre étroitement contrdlée, car un excés ou une déficience

en cette interleukine est néfaste pour I’organisme.

Ma contribution scientifique a été tout d’abord de compléter des connaissances
sur les mécanismes qui régulent positivement la synthése d’IL-12 par les cellules
présentatrices de ’antigéne chez I’homme. Nous avons montré que les molécules
IL-15 et LAG-3 induisent la sécrétion d’IL-12 par les monocytes et/ou les cellules
dendritiques. Connaitre les différents facteurs qui participent de fagon positive 4 la
production d’IL-12 est primordial, car il a été démontré autant chez 1’homme que
chezla souris, qu’un déficit en IL-12 entraine des infections aux mycobactéries et 2
la salmonelle. L’efficacité thérapeutique de 1’IL-12 a d’ailleurs été prouvée non
seulement dans plusieurs modeles expérimentaux d’infections avec des pathogénes
intracellulaires, mais aussi contre un certain nombre de tumeurs murines et

humaines.

A I'heure actuelle, de plus en plus d’études visent 2 comprendre les mécanismes
qui suppriment la synthése d’IL-12. Une surproduction d’IL-12 en réponse 4 une
infection aigiie peut avoir, par exemple, des effets significatifs sur la pathologie

associée au syndrome du choc septique. Une libération continuelle d’IL-12 peut
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aussi initier et/ou aggraver I’immunopathologie liée aux infections chroniques, a la
transplantation et aux maladies auto-immunitaires/inflammatoires de type Thl
spécifiques d’organes telles que la sclérose en plaques et la maladie de Crohn.
Ainsi, le complexe IL-12/IL-12R est une cible idéale dans les interventions
thérapeutiques visant a contrer un excés d’IL-12. Mon travail de doctorat a donc
également permis d’innover en démontrant que le CD47 représente une nouvelle

molécule, non explorée a ce jour, pour inhiber non seulement la production d’IL-

12, mais aussi la réponse des cellules a cette cytokine chez I’homme.
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Figure 1

Effet régulateur de 1I'IL-15, I'IL-2 et I'IL-12 sur la
prolifération et la production d'IFN-y
par des lymphocytes T CD8* hautement purifiés

Les lymphocytes T CD8* hautement purifiés ont été stimulés avec
de I'IL-15 (100 ng/ml), de I'L-2 (50 U/ml) ou de I'IL-12 (60 pM)
seule ou en combinaison. Les surnageants de culture ont été
collectés aprés 5 jours afin de mesurer la sécrétion d'TFN-y. Apres
5 jours, la prolifération cellulaire a aussi été quantifiée par
incorporation de thymidine tritiée. Les résultats représentent la
moyenne * SD de 3 expériences.



Annexe 2

control mAb anti-CD47
IFNy 22 = 08 04 £ 0.2
TNFa 05 % 03 0.0 £ 0.0
LTa 46 = 09 02 = 01
IL-4 05 % 0.1 02 * 01
IL-5 77 £ 0.9 24 = 11
IL-10 1.4 £ 03 03 * 0.2
IL-13 89 £ 1.0 0.7 £ 03
TGFp 0.5 % 00 03 * 0.1

Table 1

Profil des cytokines des lymphocytes T effecteurs
pré-traités a I'anti-CD47

Les CBMC ont été stimulés & 1X 106 cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 ng/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de trypan puis
expandues 2 une concentration initiale de 0.5X106 cellules/ml avec de 1'TL-2
(25 U/ml) pour 9 a 12 jours. Les cellules ont été a nouveau comptées, ajustées
a 1X106 cellules/ml et restimulées avec de l'anti-CD3 immobilisé et une
costimulation B7. Les cytokines ont été mesurées 24 heures (IL-4), 48 heures
(IFN-y, TNF-a, LT-a, IL-5, IL-10 et IL-13) ou 72 heures (TGF-B) suivant la
culture secondaire. Les résultats représentent la moyenne + SEM de 5
expériences. Les cytokines sont exprimées en ng/ml. Les niveaux de
production de cytokines des cellules traitées a I'anti-CD47 différent de fagon
significative (p<0.05) de ceux des cellules traitées avec I'anticorps controle.



Exp. control mAb anti-CD47

1 402 3
2 23 3
3 1 5
4 16 8
5 13 9
6 60 40

2 nombre de cellules viables (x106) aprés
9 a 12 jours d'expansion en IL-2

Table 11

L'engagement du CD47 inhibe la réponse des
lymphocytes T a I'IL-2 lors de la phase d'expansion

Les CBMC ont été stimulés a 1X10° cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 pug/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été lavées, comptées, et expandues a une
concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml en présence d'IL-2 (25 U/ml)
pour une période de 9 a 12 jours. Le nombre de cellules viables a été
compté a la fin de la phase d'expansion en IL-2 a l'aide de bleu de trypan.
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Figure 1

L'engagement du CD47 inhibe la production d'IL-2
par les lymphocytes T effecteurs

Les CBMC ont été stimulés 2 1X10° cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 ng/ml). Panneau A: aprés 3 jours
de culture primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de trypan
puis expandues 2 une concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml avec de
'[L-2 (25 U/ml) pour 9 & 12 jours. Les cellules ont été a nouveau comptées,
ajustées a 1X10° cellules/ml et restimulées avec de I'anti-CD3 immobilisé en
absence ou en présence d'anti-CD28 ou avec de la PMA et de 'ionomycine.
La sécrétion d'TL-2 a été mesurée 24 heures suivant la culture secondaire.
Les résultats représentent la moyenne + SEM de 5 expériences
*%*%p0.001. ND=non détectable. Panneau B: aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été traitées tel que décrit dans le panneau A. Par
contre, a la culture secondaire les cellules ont été restimulées avec de l'anti-
CD3 immobilisé sur 2X 105 cellules L transfectées (CD32-B7.1) et irradiées.
L'IL-2 intracytoplasmique a été mesurée 5 heures aprés la restimulation. Les
résultats montrent 1 expérience représentative.
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Figure 2

L'engagement du CD47 inhibe la prolifération des
lymphocytes T effecteurs

Les CBMC ont été stimulés a 1X10° cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps controle (10 pg/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de trypan puis
expandues a une concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml avec de 1'lL-2
(25 U/ml) pour 9 a 12 jours. Les cellules ont été a nouveau comptées,
ajustées a 1X100 cellules/ml et restimulées avec de 1'anti-CD3 immobilisé en
absence ou en présence d'anti-CD28 ou avec de la PMA et de l'ionomycine.
La prolifération cellulaire a été mesurée 48 heures suivant la culture
secondaire par incorporation de thymidine tritiée. Les résultats représentent
la moyenne =+ SEM de 5 expériences. ***p<0.005; ****p<0.001.
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Figure 3

L'engagement du CD47 inhibe la réponse des lymphocytes T
effecteurs a I'lL-2, I'lL-4 ou I'IL-12 exogéne

Les CBMC ont été stimulés a 1X10° cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 ug/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de trypan puis
expandues 2 une concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml avec de I'L.-2
(25 U/ml) pour 9 a 12 jours. Les cellules ont été a nouveau comptées,
ajustées a 1X 106 cellules/ml et restimulées avec de 1'anti-CD3 immobilisé en
absence (-) ou en présence d'IL-2 (50 U/ml), d'IL-4 (20 ng/ml) ou d'IL-12
(60 pM) exogene. La prolifération cellulaire a été mesurée 48 heures suivant
la culture secondaire par incorporation de thymidine tritiée. Les résultats
représentent la moyenne = SD de triplicats.
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Figure 4

L'engagement du CD47 inhibe la production d'IL-2
dans la culture primaire

Les CBMC ont été stimulés a 1X10° cellules/ml avec de la PHA en absence
(-) ou en présence d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 ug/ml). Panneau
A: la sécrétion d'IL-2 a été mesurée 24 heures apreés le début de la culture
primaire. Les résultats montrent la moyenne + SEM de 5 expériences.
**¥p<0.01. Panneaun B: les ARNm pour I'lL-2 et le G3PDH ont été extraits
et quantifiés par RT-PCR apreés 6 heures de culture primaire. Les résultats
montrent 1 expérience représentative.
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Figure 5

L'engagement du CD47 inhibe la réponse a 1'IL-2
dans la culture primaire

Les CBMC ont été stimulés a 1X100 cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps controle (10 ug/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, l'expression du CD25 a été déterminée par une méthode de
coloration directe. Le bruit de fond est montrée par la ligne pointillée. Les
résultats montrent 1 expérience représentative de 3.
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Figure 6

L'engagement du CD47 induit I'anergie de facon
indépendante a I'lL-10 endogéne

Les CBMC ont été stimulés a 1X10° cellules/ml avec de la PHA en présence
d'anti-CD47 ou d'anticorps contrdle (10 pug/ml). Panneau A: la sécrétion
d'IL-10 a été mesurée a la fin des 3 jours de la culture primaire. Les résultats
représentent la moyenne + SEM de 4 expériences. **p<0.01. Panneau B:
les CBMC ont été traités avec de l'anti-IL-10 (5 pg/ml) ou l'anticorps
controle 1gG2a (5 pg/ml). Aprés 3 jours de culture primaire, les cellules ont
été lavées, comptées au bleu de trypan puis expandues a une concentration
initiale de 0.5X10° cellules/ml avec de I'L-2 (25 U/ml) pour 9 a 12 jours.
Les cellules ont été a nouveau comptées, ajustées a 1X10¢ cellules/ml et
restimulées avec de I'anti-CD3 immobilisé. La prolifération cellulaire a été
mesurée 48 heures aprés la restimulation par incorporation de thymidine.
Les résultats montrent la moyenne + SD de triplicats.
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Figure 7

L'anergie induite par I'engagement du CD47 est complétement
restorée par I'lL-2 ou I'lL-4, mais pas I'IL-7, exogéne

Les CBMC ont été stimulés a 1X106 cellules/ml avec de la PHA et de I'anti-
CD47 ou de I'anticorps contrdle (10 pg/ml) en absence (-) ou en présence
d'IL-2 (20 U/ml), d'IL-4 (20 ng/ml) ou d'IL-7 (10 ng/ml) exogéne. Aprés 3
jours de culture primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de
trypan puis expandues a une concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml
avec de I'lL-2 (25 U/ml) pour 9 2 12 jours. Les cellules ont été a nouveau
comptées, ajustées a 1X10° cellules/ml et restimulées avec de I'anti-CD3
immobilisé et une costimulation B7. La prolifération cellulaire et la
sécrétion d'IL-2 ont été mesurées 24 heures suivant la culture secondaire.
Les résultats représentent la moyenne + SD de triplicats.
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Figure 8

L'anergie induite par I'engagement du CD47 est largement
restorée par une costimulation CD28

Les CBMC ont été stimulés & 1X10° cellules/ml avec de la PHA et de 1'anti-
CD47 ou de l'anticorps contrdle (10 pug/ml) en présence d'anti-CD28 (2
ng/ml) ou d'anticorps controle IgG1 (2 ug/ml). Aprés 3 jours de culture
primaire, les cellules ont été lavées, comptées au bleu de trypan puis
expandues a une concentration initiale de 0.5X10° cellules/ml avec de I'lL-2
(25 U/ml) pour 9 a 12 jours. Les cellules ont été a nouveau comptées,
ajustées & 1X106 cellules/ml et restimulées avec de l'anti-CD3 immobilisé et
une costimulation B7. La prolifération cellulaire et la sécrétion d'IL-2 ont
été mesurées 24 heures suivant la culture secondaire. Les résultats
représentent la moyenne + SEM de 4 expériences pour la prolifération
cellulaire et la moyenne = SD de triplicats pour I'IL-2. *p<0.05.
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