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Résumé

L’importance respective des lymphocytes T régulateurs naturels générés dans le
thymus ou induits en périphérie dans la régulation immunitaire et la résolution de
I’inflammation est désormais bien établie. Nous avons contribué a mettre en évidence une
nouvelle voie d’induction de lymphocytes T régulateurs périphériques a partir de cellules
T humaines CD4 CD25" naives et mémoires. Nous avons montré que 1’engagement de la
molécule ubiquitaire transmembranaire CD47 sur la cellule T par un anticorps monoclonal
ou par le peptide 4N1K (peptide dérivé du domaine carboxy-terminal de la
thrombospondine-1 et spécifique du site de liaison a CD47) induisait des lymphocytes T
CD4" régulateurs exercant une fonction suppressive sur les lymphocytes T effecteurs. Les
propriétés suppressives induites par la thrombospondine-1 confortent les fonctions anti-
inflammatoires de cette protéine de la matrice extracellulaire. L’inhibition exercée par les
lymphocytes T régulateurs induits dépend du contact intercellulaire entre les cellules T
régulatrices et leurs cibles, et est indépendante du TGF-p.

Nos résultats démontrent également le role de CD47 sur le lymphocyte T CD4"
dans la réponse immunitaire spécifique de I’antigeéne in vivo. En effet, les souris BALB/c
déficientes pour CD47 présentent un biais de la sécrétion d’anticorps et de cytokines de
type Thl, alors que les souris BALB/c sont décrites comme exprimant un profil de
production de cytokines de type Th2. Nos travaux mettent en évidence le role de CD47
dans I’inhibition du développement d’une réponse cellulaire et humorale de type Thl in
vivo, confirmant de précédentes études in vitro réalisées avec des cellules T CD4"
humaines.

Nous présentons également le role inhibiteur de I’engagement de CD28 in vitro sur

la différenciation en cellules Th17 des lymphocytes T CD4" naifs isolés de souris
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BALB/c. Le mécanisme propos¢ est dépendant de la production de I’IL-2 et de 'IFN-y, et
indépendant de la présence de lymphocytes T régulateurs.
Notre étude du rdle de deux molécules transmembranaires CD47 et CD28
exprimées sur la cellule T CD4", contribue a une meilleure connaissance des mécanismes
impliqués dans la tolérance immunologique, la résolution de I’inflammation et la

différenciation des cellules T "helper" CD4".

Mots-clés : CD47, CD4, CDI172a, CD28, Inflammation, Integrin associated protein,
Immunologie, Cellules T régulatrices, Lymphocyte T, Signal regulatory proteins alpha,
SIRP-alpha, Thrombospondines, Thrombospondine-1, Th1l, Th17, IL-17, Interleukine-17,

TSP-1.



Abstract

Nowadays, the importance of natural regulatory T cells and adaptive regulatory T
lymphocytes in immune regulation and resolution of inflammation are well established.
We report a previously unknown pathway to generate adaptive regulatory T cells in the
periphery from naive and memory human CD4'CD25 T cells. We show that the
stimulation of the broadly expressed transmembrane proteins CD47 on T cells by a
monoclonal antibody or by the 4NKI1 peptide (carboxy-terminal peptide of
thrombospondin-1 (TSP) specific of the binding site of CD47) induced regulatory T cells
that exerted an inhibitory function on effector T cells. Our study on the suppressive
proprieties of the TSP corroborates with reported anti-inflammatory activities of this
extracellular matrix protein. The suppressive function of TSP induced regulatory T cells
was contact-dependent and TGF-B-independent.

Our data further demonstrate the role of CD47 expression on T cells in the
antigenic-specific immune response in vivo. We report that the CD47-deficient BALB/c
mice displayed a Th1-biased antibody and cytokine responses, instead of the Th2 cytokine
profile observed in unmanipulated BALB/c mice. Our study outlines the role of CD47 as a
self-control mechanism to negatively regulate type 1 cellular and humoral immune
responses and most importantly confirm in vivo previous in vitro studies with human
CD4" T cells.

We also report that soluble anti-CD28 monoclonal antibody suppressed in vitro
differentiation of naive CD4" T cells isolated from BALB/c mice into IL-17-producing
cells by mechanism that are IL-2 and IFN-y-dependent but independent of the presence of

regulatory T cells.
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Our studies highlight the suppressive function of two transmembrane molecules
CD47 and CD28 expressed by CD4" T cells in vitro and in vivo in human and mice. They
thus may contribute to a better understanding of the mechanisms involved in the induction
of immune tolerance, the resolution of inflammation and the differentiation of the T helper

cells.

Key words: CD47, CD4, CD172a, CD28, Inflammation, Immunology, Integrin
associated protein, T cells, Regulatory T cells, Signal regulatory proteins alpha, SIRP-

alpha, Thrombospondins, Thrombospondin-1, Th1, Th17, IL-17, Interleukin-17, TSP-1.
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Introduction

1. L’immunité adaptative et sa régulation
1.1. Le paradigme Th1/TH2

1.1.1. Description des Cellules Th1 et Th2

En réponse a une stimulation antigénique, les cellules T CD4 " naives proliférent et
se différencient en cellules T effectrices, qui se distinguent par leur production de
cytokines et leurs fonctions. Au début des années 80, a la faveur du développement des
techniques de clonage des lymphocytes T, Tim Mosmann et Bob Coffman proposérent un
modéle de différenciation des cellules T CD4", qui permettait de relier I’ancienne
dichotomie de la réponse immunitaire induite & médiation cellulaire et humorale, a la
fonction des effecteurs T CD4" (1). Ces travaux initiaux, et de nombreux autres ont permis
par la suite de classifier les cellules T effectrices en deux catégories: les cellules Thl (T
helper) et Th2, qui sont issues d’une différenciation de précurseurs T CD4 " naifs (2, 3).
Les cellules Thl produisent principalement DI'IFN-y (Interferon-y), la LT-a
(Lymphotoxine-a) et 1'L-2 (Interleukine-2), alors que les cellules Th2 sécretent
essentiellement les cytokines suivantes: I’IL-4, I’IL-5, I’'IL-9, I’IL-10, I’IL-13 et I’IL-25
(4, 5). Les cellules Thl sont responsables de la réponse immune contre les pathogenes
intracellulaires, particulierement les infections a Listeria monocytogenes et Leishmania
majore, et induisent une hypersensibilité retardée. Une réponse Thl anormale spécifique
d’antigénes du «soi» se traduirait par des pathologies auto-immunes, telles que
I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), le diabete auto-immun de type 1
(DID) ou I’arthrite thumatoide (AR). Cependant, ce concept est aujourd’hui révisé a la
suite de la découverte des cellules Th17 et du rdle de I’IL-23, comme nous 1’aborderons

plus loin. L’IFN-y active les fonctions bactéricides des macrophages. L’IL-2 est
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importante pour 1’induction de cellules T CD4" et CD8" mémoires. Inversement, les
cellules Th2 sont efficaces vis a vis des parasites extracellulaires, incluant les helminthes,
et sont responsables de I’induction et de la persistance de I’asthme et des autres maladies
allergiques. L’IL-4 favorise la commutation isotypique et la production d’IgE, IgG1 par

les lymphocytes B (6).

1.1.2. Régulation de la différenciation Thl

A la suite de I’activation des cellules dendritiques, soit par au moins deux
différents TLRs (Toll like receptor, TLR3, TLR4, TLR7, TLRS, TLR9 et TLR11), un
TLR en présence d’IFN de type 1, ou bien encore par I’IFN-y et I’engagement de CD40L,
ces cellules produisent de 1’IL-12, initient la différenciation Thl et activent les cellules
NK (7, 8). Le développement Thl est déclenché par le facteur de transcription STAT1
(Signal tranducer and activator of transcription 1), qui est activé en réponse a I’IFN-y et
I’IL-27 que produisent les cellules NK activées en présence d’IL-12, et les DCs matures
respectivement (9). STAT1 associé¢ aux facteurs de transcription induit par I’engagement
du TCR entraine la synthése du facteur de transcription T-bet (T-box expressed in T cells),
régulateur majeur de la différenciation Thl (Fig. 1) (10). Les souris T-bet-déficientes sont
incapables de lutter efficacement contre les infections nécessitant une réponse de type
Thl, et leurs cellules Th présentent un défaut de production d’IFN-y apres stimulation
antigénique en présence d’IL-12 in vitro (11) et développent spontanément un asthme

expérimental (12).
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T-bet & son tour induit la production d’IFN-y, DI’activation des facteurs de
transcriptions HLX (H2.0-like homeobox), Runx3 (Runt-related transcription factor 3) et
s’oppose a I’effet inhibiteur de GATA3 (GATA-binding protein 3) sur la différenciation
Th1 (13-18). T-bet entraine également 1’expression par les cellules T de I’'IL-12RB2 (IL-
12 receptor-f32), qui se lie & I’'I[L-12RB1 pour former le récepteur de I’'IL-12 (Fig. 1) (19).

L’IL-12 produite par les cellules dendritiques matures favorisera ensuite le
développement des cellules T, exprimant fortement I’'IL-12R2 et T-bet, et induira la
synthése du facteur de transcription STAT4 (20). L'IL-12RB1, normalement présent sur
les cellules T CD4" naives, est surexprimé par les cellules Thl et dépend du facteur de
transcription IRF1 (21). STAT4 soutient la production d’IFN-y et maintient I’expression
de I'IL-12RP2 (22-24), établissant ainsi une boucle de rétrocontréle positive en stimulant
I’expression de STAT1 et de T-bet, qui se traduit par une synthese plus importante d’IFN-
v (Fig. 1) (16, 24-27).

Une étude récente montre que I’IFN-y n’est nécessaire pour la synthese de T-bet
qu’au cours des 48 premicres heures de la différenciation Thl, synthése qui dépendra par
la suite que de I’IL-12 (28). Par ailleurs, T-bet et Runx3 répriment la production d’IL-4 et
la différenciation Th2 (13, 15). Un autre facteur de transcription de la famille T-box,
I’Eomesodermin (Eomes), important pour la production d’IFN-y par les cellules T CD8",
est également surexprimé pendant la différenciation des cellules CD4" en cellules Thl
(29). En effet, le traitement des cellules Thl par I’IL-21 inhibe partiellement la synthese
d’IFN-y via la suppression d’Eomes, et non de T-bet (30). L’IL-18Ra est également
surexprim¢ a un stade tardif de la différenciation Thl a la suite de I'activation de la voie
IL-12/STATA4, et est soutenue par I’'I[FN-y (31, 32). Ensemble, I’[L-12 et I'IL-18 favorisent

la production d’IFN-y par les cellules Thl en 1’absence d’engagement du TCR (33). Cette



5

production de cytokine antigéne-indépendante peut-&tre impliquée dans le recrutement de
cellules Thl préexistantes amplifiant ainsi la réponse Thl.

D’autres études ont impliqué la voie de Notch dans la différentiation Th1 (Fig. 2)
(34). L’expression de la molécule DLLs (Delta-like ligands) par les APC suite a une
stimulation par des produits microbiens, leur attribue la capacité d’induire la
différentiation Thl en engagent Notch3 & la surface de la cellule T CD4". Notch3, en
s’associant avec la protéine RBPJ (DNA-binding factor recombination-signal-binding
protein for immunoglobulin-k J region) et d’autres coactivateur tel MAML1 (Mastermind-
like 1), peut alors directement activer la synthése du facteur de transcription T-bet (35,
36). Un autre mécanisme fait appel a la voie NF-kB (37). L’inhibition par Notch du
développement Th2 constitue également un moyen indirect d’induire la différentiation

Th1 (38).

1.1.3. Régulation de la différenciation Th2

La différenciation Th2 est initiée a la suite de I’engagement du TCR des cellules T
CD4", qui se traduit par la production de faible taux d’IL-4, qui induit ’expression de
GATA-3 par ’intermédiaire de 1’activation du facteur de transcription STAT6 (39-41) et
de Dactivation de STATS par I'IL-2 (Fig. 1) (3, 42). GATA3 est un facteur de
transcription clé du développement des cellules Th2, dont une des importantes fonctions
est le remodelage de la structure de la chromatine en regard du locus des cytokines de type
Th2, qui comprend les genes de I'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13, et I’activation directe de
I’expression des genes de I’IL-5 et I’IL-13 (43-46), permettant ainsi a d’autres facteurs de
transcription impliqués dans le développement Th2 d’interagir (3, 47). L auto-activation

de I’expression de GATA3 et I’activation autocrine et paracrine de STAT6 par 1’IL-4,
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génerent une boucle de rétrocontrdle positif et I’inhibition par STAT6 et GATA3, de
I’expression de I’'IFN-y et de la différenciation Thl, stabilisant ainsi le lignage Th2 (Fig.
1) (3, 48). L’invalidation conditionnelle de GATA-3 dans les cellules T CD4" entraine un
défaut de différenciation Th2 in vitro et in vivo (49, 50). La source de I’IL-4 au départ, qui
initie la boucle de rétrocontrole positive dépendante de STAT6 au cours de la réponse
Th2, pourrait provenir de cellules T mémoires CD4'CD44", de cellules CD4" naives ou de
cellules de I'immunité innée, tels que les basophiles (51-53). Les cellules STAT6-
déficientes sont incapables de produire de I’'lL-4 in vitro, alors qu’in vivo, une réponse
Th2 indépendante de I’activation de STAT6, bien que moins efficiente, est malgré tout
possible (54-56).

Aussi, Il existe une voie alternative de la différentiation Th2 indépendante de
STAT®6 et passant par la voie d’activation de Notch (Fig. 2) (57, 58). Une autre voie de
développement Th2 indépendante de STAT6 repose sur I’activation de la voie de I'IL-
2/IL-2R-STATSA et induit directement la synthése d’IL-4, sachant que celui-ci possede
un site de liaison au locus de I’'lL-4 (42, 59, 60). Les cellules déficientes pour STATSA
sont incapables de se différencier en cellules Th2 in vitro et in vivo, malgré 1’activation de
STATSB (42, 60). L’IL-4 et I’IL-2 sont indispensables a la différentiation des cellules Th2
in vitro (60, 61).

La voie de signalisation IL-4/STAT6 aboutit également a I’expression transitoire
de Gfi-1 (Growth factor independent-1), un répresseur de transcription qui favorise la
croissance des cellules exprimant fortement GATA-3, assurant ainsi un développement
Th2 préférentiel (62, 63). Le facteur de transcription c-Maf (Cellular muscular aponeurotic

fibrosarcoma) joue également un role dans I’expression de I’'[L-4 (64, 65).
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L’expression de I’IRF-4 est aussi essentielle au développement Th2. Les cellules IRF-4-
déficientes produisent beaucoup moins d’IL-4, insuffisance qui peut étre remédiée par la
surexpression de GATA-3, suggérant qu’IRF-4 régule positivement 1’expression de

GATA-3 (66, 67).

1.2. La réponse Th17
1.2.1. Contradictions du paradigme Th1/Th2 et découverte des cellules

Th17

Traditionnellement, le développement de pathologies inflammatoires et auto-
immunes, telles que la sclérose en plaque, le diabéte auto-immun de type-1 (DID), le
psoriasis ou Darthrite rhumatoide (AR) et leurs modeles expérimentaux relatifs,
I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), et D’arthrite a adjuvant, était
considéré comme associé a une activation incontrélée, quasi exclusive d’effecteurs Thl
spécifiques d’antigénes du «soi». Cependant, le paradigme Th1/Th2 s’avérait insuffisant
pour expliquer certains paradoxes (68). En effet, des souris déficientes pour I’'IFN-y, le
récepteur de I’IFN-y ou le facteur de transcription STATI, essentiels a la différenciation
Thl, sont susceptibles a I’EAE, voire développent une forme plus sévere de la maladie
(69-73). De méme que I’administration d’anticorps neutralisants anti-IFN-y rendait des
souris préalablement résistantes a I’EAE, susceptibles de développer des formes sévéres
de la maladie (74), alors que 1’administration d’IFN-y améliore les manifestations
cliniques dans des modeles expérimentaux établis d’EAE et d’arthrite a adjuvant (75, 76).
Toutefois, les souris IL-12-déficientes apres I’ablation génique de la chaine IL-12p40 sont
résistantes a ces pathologies auto-immunes (77, 78). Par ailleurs, contrairement a

I’invalidation du gene codant pour I’IL-12p40, les souris déficientes pour la chaine IL-
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12p35 ayant une perte d’expression de I’IL-12 et un défaut de différenciation Thl ainsi
que les souris déficientes pour I’IL-12R[32, développent une EAE (79).

L’identification de I’'[L-23 et des cellules T productrices d’IL-17 allait résoudre
certains de ces paradoxes (80). L’IL-23 fait partie de la famille des cytokines
hétérodimériques IL-6/IL-12. Elle est constituée de la chaine p19, homologue a la chaine
IL-12p35, et de la chaine p40, qu’elle partage avec I’IL-12 (80, 81). Ainsi, les souris
invalidées pour la chaine IL-12p40, résistantes a ’EAE sont déficientes a la fois pour I’IL-
12 et I’IL-23, alors que I’invalidation de la chaine IL-12p35, qui est associée a une
susceptibilité accrue a I’EAE, induit uniquement la perte d’IL-12 (77, 82).

Ces observations suggéraient donc un role essentiel de 1’[L-23 et non de 1’'[L-12
dans le développement de ’EAE, role qui fut confirmé par la démonstration que des
souris invalidées pour la chaine IL-23p19 sont résistantes au développement de ’EAE et
de D’arthrite induite par l'injection de collagéne (83, 84), de méme qu’était établie la
relation entre 1’'TL-23 et la production d’IL-17 par des cellules T CD4" effectrices ou
mémoires (85, 86). En accord avec 1’observation que des souris déficientes pour I’'[L-17
étaient résistantes a I’EAE et a D’arthrite expérimentale, ces différents résultats
démontraient que 1’IL-23 induisait ces pathologies inflammatoires et auto-immunes en
favorisant le développement d’une nouvelle classe de cellules Th productrices d’IL-17
(87-89).

L’IL-17A, dont le récepteur (IL-17RA) est exprimé par les cellules épithéliales,
endothéliales et les fibroblastes, est une cytokine pro-inflammatoire qui induit la
production de cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a, IL-1[3) et de chimiokines (CXCLS,
CXCLI1, CXCL10) permettant ainsi le recrutement et la maturation de cellules de

I’immunité innée dont les polynucléaires neutrophiles (90, 91). Les souris déficientes pour
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I’IL-17A ou DI’'IL-17RA sont susceptibles aux infections a Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans (92, 93). Les cytokines IL-17F et IL-22 sont également impliquées dans

le contrdle des infections a Klebsiella pneumoniae et Citrobacter rodentium (94, 95).

1.2.2. Régulation de la différenciation Th17 chez la souris

Le TGF-B (Transforming growth factor ), I’'IL-6 et I’IL-21, une cytokine de la
famille de I'IL-2, sont les cytokines clés mises en évidence dans I’initiation de la
différenciation Th17 (Fig. 3) (96-99). Le TGF-B est également important pour la
génération des cellules T régulatrices. Cependant, en présence de signaux inflammatoires
tels que I’[L-6 ou I’'[L-21, le TGF- est capable d’induire la polarisation de cellules Th17
(96). Le modele actuel propose que 1’'IL-6 induise 1’expression de 1’'IL-21 qui, de maniere
autocrine, favorise sa propre expression ainsi que celle du récepteur de 1’[L-23 par les
cellules T CD4" naives, suivant une logique similaire au développement Thl et Th2 avec
I’IFN-y et I’'IL-4 respectivement (Fig. 3) (100-102).

En accord avec le fait que I’IL-23R n’est pas exprimé par les cellules Th naives
mais par les cellules mémoires, I'IL-23 n’est pas essentielle a I’initiation de la
différenciation Th17, par contre elle est requise pour son amplification, sa différenciation
terminale, ainsi que la migration des cellules Th17 vers les ganglions lymphatiques, et
contribue a la pathogénicité de ces cellules en inhibant la sécrétion d’IL-10 (103-105).

Aussi bien, les facteurs de transcriptions de la lignée Th1 que sont T-bet, STAT1
et STAT4, que ceux de la lignée Th2 tels que GATA-3, et STAT6, ne sont pas requis pour
la différentiation Th17. (87, 88). De la méme fagon que les cellules Thl et Th2 s’inhibent
mutuellement dans leur développement de par la sécrétion de leurs principales cytokines,

telles que I’IFN-y et I’IL-4 respectivement (106). Le développement des cellules Th17 est
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inhibé par les cytokines Th1l (IFN-y; IL-27), par les cytokines qui activent STAT]I, et par
les cytokines Th2 (IL-4; IL-25) (87, 88, 107-111). Le TGF-B, qui est fondamental a la
différentiation Th17, supprime le développement Thl et Th2 par le biais de I’inhibition de
T-bet, STAT4 et GATAS3 respectivement (112-114).

RORyt représente le facteur de transcription clé de la différentiation Th17 (Fig. 3)
(81, 115-117). Son expression est induite dans des conditions optimales de différenciation
Th17, alors que les cellules RORyt-déficientes produisent tres peu d’IL-17. Le facteur de
transcription RORa est également exprimé par les cellules Th17 (118). De plus, les souris
n’exprimant plus RORyt dans les cellules T sont protégées partiellement du
développement d’EAE. Néanmoins, ’invalidation du géne de RORa a une incidence
minime sur la production d’IL-17, alors que celle-ci est totalement abolie chez les cellules
déficientes en RORYyt et RORa (118).

L’IL-6, par I’intermédiaire du facteur de transcription STAT3, induit la synthése
de I’IL-21, I’IL-23 et également 1’expression du récepteur de I’IL-23R (101, 102, 119,
120). Ce facteur est requis pour la différenciation in vitro et in vivo des cellules Th naives
en cellules Th17 et le développement d’EAE (119, 121, 122). L’IL-21 induit, par le biais
de STATS3 en partie, I’expression de RORyt et RORa (115, 123) .

Le facteur de transcription AHR (Aryl hydrocarbon receptor) a également
récemment été impliqué dans la genese des cellules Th17 (124-126). Le facteur de
transcription IRF4 (Interferon-regulatory factor 4), qui est essentiel au développement des
cellules Th2, induit également la différenciation des cellules Th17 (127). Ainsi,

I’expression de RORYt est fortement diminuée dans les cellules T CD4+Irf4'/ " et les souris

Irf4'/' sont totalement protégées de ’EAE (127). Une étude récente montre que 1’IL-1
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régule I’expression de I’IRF4 et de RORyt, et est requise au début de la différenciation
Th17 in vitro et in vivo (128).

La différenciation Th17 est aussi inhibée par I’IL-2 via STATS et Est-1 semble
requis (129-131). Ainsi, les souris Est-1-déficientes sont résistantes a 1’inhibition de la
sécrétion de I’IL-17 par I’IL-2 (131). L’IL-10, dont la production est également induite par
le TGF-B et I’'IL-6, controle négativement en retour la production d’IL-17 (103). Le
facteur de transcription Foxp3 inhibe la polarisation Th17 en se liant a8 RORyt et RORa,
bloquant ainsi leur activité¢ transcriptionnelle (132, 133). Par ailleurs, le facteur de
transcription Gfil (Growth factor independent 1) inhibe également la génération de

cellules Th17 en bloquant I’activation du promoteur du géne de /L7 par RORyt (134).

1.2.3. Régulation de la différenciation Th17 chez ’homme

Les cellules Th17 humaines ont été pour la premicre fois identifiées a partir du
sang périphérique et de I’intestin de personnes saines et de patients atteints de la maladie
de Crohn (135). Les personnes ayant un syndrome d’hyperimmunoglobuline E, une
affection autosomale dominante caractérisée par une mutation du geéne codant pour
STAT3, présentent un défaut de la différentiation Thl7 associé a des infections

récurrentes de la peau et des poumons (136, 137).
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Si les études a ce jour s’accordent a dire que le TGF-B et I’'IL-6 combinés ne
permettent pas le développement des Th17 chez ’homme, les conditions précisent qui
président a la régulation de la différenciation des cellules Th17 chez I’humain demeurent
controversées (123, 138-143). A la lumiére de I’ensemble des travaux qui ont analysé
I’implication des différentes cytokines dans le développement des cellules Th17 chez
I’homme, I’IL-23 et I'IL-1p sont les cytokines critiques qui ressortent le plus souvent,
alors que le role défini du TGF-P dans ce processus demeure imprécisément compris et
toujours sujet a débat. Les premiers travaux montraient que la différenciation de cellules
Th naives humaines en effecteurs Th17 pouvait étre induite par 1’IL-23 ou I’IL-1p sans
I’addition de TGF-B, et que I'IL-6, en permettant une expression soutenue de RORC
(orthologue de RORyt chez I’Homme) indispensable a la différenciation Thl7,
potentialiserait I’effet de I'IL-1P (138, 144). Toutefois, d’autres études montraient que
I’IL-1B induisait la production de I’IL-17, préférentiellement par les cellules T mémoires
et non par les cellules T naives, remettant en cause le role majeure de I’IL-1p dans la
différenciation Th17 (141). Tandis que, d’autres travaux utilisant des lymphocytes T naifs
purifiés a partir de sang de cordon ombilical, ont montré que le TGF-f est essentiel a la
différenciation de cellules Th17 chez ’homme (123, 140, 142). Ces divergences, quant au
role du TGF-, peuvent sans doute s’expliquer par une différence de pureté des cellules T
naives obtenues, sachant qu’une faible contamination avec des cellules effectrices
mémoires peut, soit représenter une source détectable d’IL-17, soit supprimer de novo la
différenciation Th17 et que le TGF-B inhiberait le développement des cellules T
effectrices Thl (145).

De méme qu’au cours des premieres études la concentration de TGF-f3 ajoutée ou

présente dans les cultures cellulaires était plus élevée que celle nécessaire a la
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différenciation Th17. De plus, I'IL-23 et I’'IL-6 jouent également un rdle positif dans cette
différenciation de la méme facon que chez la souris. Comme chez la souris, I’IL-12 ou
I’IL-4 réprime la différenciation Th17. Nonobstant les différences dans les cytokines
nécessaires a la génération des Th17 chez ’homme et la souris, ces cellules expriment les
mémes cytokines IL-17A, IL-17F, IL-22 et IL-21, et récepteurs membranaires IL-23R et

CCR6 (146, 147).

1.3. Les lymphocytes T régulateurs

1.3.1. Découverte des lymphocytes T régulateurs (Treg)

Le concept de lymphocytes T régulateurs, initialement dénommés suppresseurs, a
émergé voici pres de 40 ans, mais ce n’est qu’en 1995 qu’ont décrit chez la souris une
population lymphocytaire T CD4 " CD25", pourvue de propriétés suppressives in vitro et in
vivo (148, 149). Cette population empéche I’apparition d’une maladie auto-immune
lorsqu’elle est transférée a des souris athymiques reconstituées avec des lymphocytes
T CD4'CD25 (150). Différentes populations de lymphocytes T régulateurs ont été
identifiées, qui partagent la propriété¢ de moduler la réponse immune. Leur ontogénie
permet de distinguer d’abord les lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg), générés dans
le thymus, et exprimant spontanément la molécule CD25 (chaine a du récepteur a 1’IL-2,
qui n’est exprimée sur les lymphocytes T effecteurs qu’apres leur activation) (151, 152).
Les Treg induits ou «adaptatifsy (iTreg) sont générés par diverses stimulations du systéme
immunitaire en périphérie (indépendamment du thymus) : les lymphocytes T CD4'CD25",

les lymphocytes Trl et les lymphocytes Th3 (Fig. 4) (151).
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1.3.2. Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) générés dans le

thymus

Les lymphocytes T régulateurs naturels représentent 1 a 10 % du total des cellules
T CD4" dans le thymus, le sang et le tissu lymphoide et acquicrent leur fonction
régulatrice durant leur développement thymique (Fig. 4) (153). La thymectomie néonatale
entre 2 et 4 jours entraine des désordres auto-immuns profonds chez les souris. Ces
cellules préviennent 1’apparition d’une réponse auto-immune, de méme qu’elles sont
anergiques, leur prolifération et leur production de cytokines est faible suite a une
stimulation antigénique. Les nTreg expriment également a leur surface les molécules
CTLA4 (Cytotoxic T Ilymphocyte-associated antigen 4), le récepteur GITR
(Glucocorticoide-induced TNF receptor family-related gene), le TGF-f membranaire, le
marqueur LAG-3, la neuropiline-1, I’intégrine CD103 et CD127 (153). Le granzyme A
serait également exprimé avec une capacité de cytotoxicité via la perforine contre des
cellules autologues. Les nTreg expriment sélectivement les récepteurs Toll-like TLR-4,
TLR-5, TLR-7 et TLR-8, et le LPS entraine leur prolifération ainsi que leur activité
suppressive. Ils expriment spécifiquement le facteur de transcription Foxp3, élément clé
de la différentiation des Treg. De nombreuses études ont démontré que les nTreg sont
générés dans le thymus a la suite de I’interaction de forte avidité entre le CMH de classe II
et le TCR (153). Le role du TGF-B dans le développement des nTreg n’est pas encore
parfaitement connu. Certaines études utilisant des cellules T déficientes pour le TGF-BRII
n’indique pas de défaillance dans le développement des nTreg, alors que d’autres, basées
sur une délétion conditionnelle du TGF-BRI au cours de la période postnatale se traduisent
par un défaut de développent des nTreg (154-156). Certaines études, réalisées avec des

souris IL-2- et IL2R-déficientes concluaient que 1’IL-2 n’était pas indispensable pour la
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genése dans le thymus des cellules nTreg Foxp3™ (157-160). Cependant, d’autres
publications ainsi que des travaux plus récents montrent le role essentiel de 1I’'IL-2 et
proposent un modele de la différenciation intra-thymique des nTreg en deux étapes. Ainsi,
un renforcement de I’activation du TCR entrainerait une augmentation de 1’expression de
CD25 (IL-2R), qui a son tour amplifie la réponse a I’IL-2 qui résulte en I’induction de
Foxp3 (161-163). Par ailleurs, il semble que d’autres cytokines ayant en commun la
chaine gamma de I’'IL-2 tel que I'IL-15 et I’IL-7 peuvent se substituer partiellement a

I’action de I’IL-2 pour le développement des nTreg (162, 164-166).

1.3.3. Foxp3 controle la différenciation et le développement des

lymphocytes T régulateurs

L’immunodérégulation, polyendocrinopathies, entéropathie, liées au chromosome
X (Ipex) a été pour la premiere fois décrite en tant qu’entité syndromique récessive li¢e au
chromosome X en 1982 (167). L’Ipex se manifeste classiquement chez un garcon, en
période néonatale précoce ou avant I’dge de 4 mois, avec ’apparition essentiellement
d’une diarrhée sécrétoire, d’'une dermatite de type atopique, diffuse (sans localisation
préférentielle), d’un diabete auto-immun de type I, de complications infectieuses ou
vaccinales (168). Par la suite le rapprochement de ces symptomes humains avec un
modele murin, la souris scurfy (sf), apparut de fagon spontanée au sein d’une lignée
murine de laboratoire en 1949 a représenté une avancée majeure (168). Cette lignée
montrait en effet, un caractére récessif dont la transmission était liée au chromosome X et
dont les symptomes, proches du tableau clinique humain, entrainaient une mort
prématurée des males hémizygotes pour sf, ainsi que des rares femelles homozygotes. La

liaison orthologue entre scurfy et Ipex fut établie en 2001 par trois études qui montraient
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que le géne foxp3 était responsable du caractere scurfy et qu’il existait un géne FOXP3,
orthologue, chez ’homme (169) ; que la mutation de FOXP3 était responsable de I’Ipex
(baptisant ainsi le syndrome) (170) et que la souris Scurfy était I’équivalent murin du
syndrome Ipex (171). Ce n’est qu’en 2003 que le rapprochement fut fait entre la mutation
foxp3 responsable des syndromes Ipex/scurfy et les tableaux cliniques d’auto-immunité
chez les souris thymectomisées ou dépourvues de Treg en mettant en évidence que
’expression de foxp3 se faisait spécifiquement dans des lymphocytes CD4 'CD25", et les
thymocytes CD4 'CD25'CDS’, et que cette expression était nécessaire a la fonction et au
développement des cellules T régulatrices (172-174). En effet, d’une part I’injection in
vivo de lymphocytes CD4 CD25foxp3™ chez des souris Scurfy empéchait le
développement de la plupart de leurs symptomes et évitait leur mort précoce (172);
d’autre part I’injection de lymphocytes T CD4'CD25 transduisant le transgéne foxp3

supprimait la colite induite par ’injection de CD4"CD25" chez des souris RAG (172).

1.3.4. Controle de la fonction des Treg par Foxp3

La protéine Foxp3 (Scurfin) a une fonction de régulateur de transcription :
inhibition de la transcription de facteurs nucléaires et de s€quences sous la dépendance de
NFAT (Nuclear factor of activated T cells), AML-1/Runx1l (Acute myeloid leukemia-
l/runt-related transcription factor 1), le complex HAT/HDAC (The histone acetyl
transferase/histone deacetyl transferase) chez des lymphocytes T activés, inhibition de la
transcription des cytokines IL-2, IL-4 et IFN-y (175, 176).

L’activité du NFAT est régulée par le calcium qui active la calmoduline, laquelle
s'unit a la calcineurine. Le complexe calmoduline-calcineurine déphosphoryle le NFAT

qui est présent dans les cellules lymphoides quiescentes a 1'état phosphorylé. Le NFAT
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déphosphorylé pénétre dans le noyau et forme un complexe avec AP-1 et NF-kB et
favorise la synthése d'IL-2, d’IL-4, CTLA4 et d’autres génes participant a I’activation et la
différentiation en cellules T effecteur (177). L’interaction entre Foxp3 et NAFT est
dépendante de leur liaison a I’ADN. La substitution d’acide aminé dans la région
d’interaction entre Foxp3 et NAFT empéche Foxp3 d’inhiber la synthese d’IL-2, d’activer
CTLA4, CD25 et d’exercer une activité suppressive (175). Foxp3 contrdle également la
fonction des Treg en interagissant avec le facteur de transcription AML-1/Runx1 (Acute
myeloid leukemia-1/runt-related transcription factor 1). La sécrétion de I’IL-2 et d’IFN-y
n’est plus supprimée par Foxp3 si la liaison entre Foxp3 et AML-1/Runxl est
interrompue. De méme les nTreg des souris AML-1/Runx1-déficientes ne présentent plus
de phénotype suppresseur (178). L’HAT (Histone acetyl transferase) tel que TIP60 et
HDAC (Histone deacetyl transferase) comme ’"HDAC7 sont également impliqués dans le
controle transcriptionnelle exercé par Foxp3 (179). En effet ’acétylation de Foxp3 par
TIP60 accroit son inhibition de I’'IL-2 (180). Des travaux récents montrent que Foxp3
controle directement ou indirectement de trés nombreux genes (~700) et se lie directement
a environ 10% d’entre eux. Ces genes comprennent ceux codant pour des molécules
transductrices du signal (Zap70 et Ptpn22), des facteurs de transcriptions (Crem), des
cytokines (IL-2), des molécules de surface cellulaire (IL2ZRa, CTLA4, et FASL), des

enzymes pour le métabolisme cellulaire (Pde3b) et des microRNAs (miR-155) (181, 182).

1.3.5. Les lymphocytes T régulateurs induits en périphérie a partir de
lymphocytes T naifs (iTreg)
Des expériences de transfert adoptif de lymphocytes T naifs CD4 ' CD25" dans des

souris lymphopéniques ou ayant des Lymphocytes T avec un répertoire monoclonal du
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TCR exempt de nTreg, ont permis de mettre en évidence leur conversion périphérique en
cellules T suppressives CD25 CTLA4 GITR Foxp3™ (157, 183, 184). Des iTreg sont
¢galement générés apreés activation antigénique des cellules T naifs (185-188).
L’activation du TCR ainsi que les cytokines TGF-f3 (185, 189) et I’'IL-2 (190) sont requis
pour le développement in vivo et in vitro des iTreg (152). Toutefois en présence d’IL-6, le
TGF-B induit le développement de cellules Th17 chez la souris (96, 98). Alors que 1’IL-2
induit la différenciation de T naifs en lymphocytes T régulateurs CD4 Foxp3" et inhibe le
développement de Th17 (129). L’expression de CTLA-4 par les cellules T naives activées
en présence de TGF-B in vitro est requise pour I’expression de haut niveau de Foxp3 et
I’activité suppressive, alors que CTLA-4 n’est pas nécessaire au développent des nTreg
(191). De plus, I’inhibition du développement des iTreg en présence de TGF-[3 par des
cytokines inflammatoires ou une robuste costimulation, est supprimée par 1’acide
rétinoique (RA) produit par les DC de la lamina propria de la muqueuse intestinale qui
favorise I’induction de lymphocytes T régulateurs CD4 Foxp3" (192-195). Les cellules
dendritiques CD103" isolées de la muqueuse intestinale ou des ganglions lymphatiques

mésentériques induisent la différenciation des cellules T naives en cellules iTreg Foxp3"

(196, 197).
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Figure 4. Ontogenése des cellules T régulatrices dans le thymus et en périphérie.
Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) se différencient dans le thymus et migrent vers
les tissus périphériques. Les cellules T régulatrices induites ou adaptatives (iTreg) se différencient
dans les tissus lymphoides secondaires (tissus lymphoides associés aux muqueuses, ganglions
lymphatiques, rate) et dans les tissus. La population périphérique de cellules Foxp3* comprend les
cellules T nTreg et iTreg. Le répertoire TCR des cellules nTreg et iTreg différent trés probablement

du fait que les iTreg sont issus des cellules T CD4* périphériques naives ou mémoires. Adapté de
Curotto de Lafaille et al, in Immunity, vol 30, issue 5, 22 May 2009, 626-635.
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Tableau 1. Etudes montrant la génération en dehors du thymus de cellules T régulatrices

CD4'CD25" & partir de cellules T non régulatrices CD4 'CD25™ (modifié de (198)).

Source des cellules T Stimuli induisant Expression Références
des Treg de FOXP3
Souris études in vitro
Cellules T CD4 CD25 TGF-B Oui (185, 199)
Cellules T CD4'CD25° IFN-y Oui (200)
Cellules T CD4 CD25 Oxyde Nitrique NO Non (201)
Souris études in vitro et in vivo
Cellules T CD4"CD25" Sélgl;éatlon avec aCD3 et Oui (202, 203)
Souris études in vivo
Prolifération
Cellules T CD4 CD25 homéostatique et/ou Oui (157,203)
conversion
Cellules T CD4'CD25 (Souris  Administration
transgénique Rag” TCR-OVA-  intraveineuse ou orale ND (204)
spécifique) d’OVA
Cellules T CD4 " CD25 (Souris Exposition prolongée a
transgénique Rag” TCR-HA- une faible dose ND (186, 187)
spécifique) d’antigeéne

Cellules T CD4 CD25 (Souris

transgénique Rag” TCR-OVA- Exp os.1t1‘0n P r(’)l.ong’e ca ND (205)
" un antigene périphérique
spécifique)
Humain études in vitro
Stimulation avec aCD3
Cellules T CD4'CD25° et/ou aCD28 ou antigéne  Oui (206-208)
spécifique
Cellules T CD4 CD25 IFN-y Oui (200)
Cellules T CD4 ' CD25 TGF-B Oui (185, 209,
CD45RA" 210)
Cellules T CD4'CD25 IL-4 et/ou IL-13 Oui (211)
CD45RA"
Cellules T CD4 CD25 Interaction Oui (212)
CD45RA" Thrombospondin et/ou

CD47
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I1 reste cependant a déterminer dans quelle mesure les lymphocytes T induits en périphérie
a partir de T naifs sont fonctionnellement stables et qu’elle proportion du "pool" total des
Treg Fosp3" ils représentent ? En effet, la région régulatrice du géne de Foxp3 chez la
souris est plus fortement déméthylée chez les nTreg en comparaison avec les Treg induits
par le TGF-P3 suggérant chez ces derniers une plus grande instabilité (213-215).

Du reste, les cellules T humaines peuvent exprimer Foxp3 transitoirement a la
suite d’une stimulation antigénique, mais dont la signification fonctionnelle demeure
toujours controversée (206, 216-220). Certains auteurs lui prétent des propriétés
suppressives transitoire (206, 220), alors que d’autres suggérent que 1’effet suppressif
n’est pas systématiquement corrélé a I’expression de Foxp3 (217-219).

Les iTreg comprennent également une sous-population de lymphocytes T
régulateurs appelée Trl, obtenue in vitro a partir de cellules T naives, suite a la
présentation de 1’antigéne en présence d’IL-10 (221, 222). Leur capacité suppressive de la
réponse immunitaire passe par la sécrétion de I’'IL-10 et du TGF-fB. Il existe aussi des
lymphocytes Treg, appelés Th3, qui se développent apres tolérance orale ou nasale, dans
la muqueuse intestinale chez I’animal, qui sécretent de forte quantité de TGF-B et
favorisent la sécrétion d’IgA par des plasmocytes (221, 223, 224).

D’autres sous-populations de lymphocytes T ayant des propriétés régulatrices, tels
que les lymphocytes T CD8", CD4'CDS" et les cellules T /5 ont également été décrites.
Les lymphocytes T CD8" suppresseurs ont été identifiés au début des années 1970 (225).
Par la suite, des expériences d’immunisation avec des antigénes du soi et de déplétion des
cellules T CD8" chez ’animal, démontraient le role d’une sous population de lymphocytes
T CD8" dans I’auto-immunité et dans la transplantation d’allogreffe (226). Les cellules T

régulatrices CD8" ont été impliquées dans la protection et la guérison de
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I’encéphalomyélite expérimentale auto-immune chez les rongeurs (227, 228) et leur
disfonctionnement a été également incriminé dans certaines pathologies auto-immunes
chez I’homme comme la maladie inflammatoire de I’intestin et la sclérose en plaque
(229).

Les cellules iTreg, par définition, ont le répertoire TCR des cellules T CD4"
naives. Le répertoire TCR des cellules T régulatrice CD4 Foxp3' est différent du
répertoire TCR des cellules T naives mais avec toutefois un certain pourcentage de
similitude variant de 10 a 42 % selon les études, mais distribué¢ a des fréquences treés
différentes dans les deux populations cellulaires (230-234). Ces séquences TCR partagées
sont a attribuer probablement a la présence de cellules iTreg parmi les cellules T

régulatrices étudiées.

1.3.6. Mécanismes de DI’immuno-modulation induite par les

lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs inhibent la prolifération de lymphocytes T naifs,
ainsi que leurs différenciations en T effecteurs in vivo. De méme qu’ils suppriment
Iactivité des lymphocytes T CD4" et CD8" effecteurs, ainsi que les fonctions des cellules
NK (Natural killer), des cellules NKT (Natural killer T cells), des lymphocytes B, des
macrophages, des ostéoclastes, des mastocytes et des cellules dendritiques. Bien que le
mode d’action des Treg reste en grande partie a clarifier, on peut identifier 4 mécanismes
par lesquels les lymphocytes T régulateurs exercent leur immunonomodulation : par
I’intermédiaire de cytokines inhibitrices, par induction d’une cytotoxicité, par interférence

métabolique et enfin via les DCs (235, 236).
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A. Cytokines inhibitrices

Des études in vitro utilisant des Ac neutralisants les cytokines IL-10 et TGF-f ou
des cellules T incapables de produire ou insensibles a ces cytokines, suggéraient que
celles-ci n’étaient pas indispensables a I’action suppressive des nTreg (237-240). Ces
observations sont en contradiction avec des études in vivo. Dans de nombreux modeles
expérimentaux de maladies tels que 1’asthme (241-243), la colite inflammatoire chez la
souris (244), I’encéphalomyélite expérimentale (245) I’importance de I’IL-10 et/ou du
TGF-B dans I’activité suppressive des Treg a été mise en évidence. L’IL-35, une nouvelle
cytokine membre de la famille de I'IL-12, préférentiellement exprimée par les Treg

Foxp3" de souris, est requise pour une fonction suppressive maximale (246).

B. Suppression par cytotoxycité

Les granzymes A et B sont des sérines protéases sécrétées principalement par les
cellules Natural killer (NK) et les Lymphocytes T Cytotoxiques (CTL), qui induisent
I’apoptose des cellules cibles par un mécanisme perforine dépendant. Les cellules T
régulatrices humaines produisent le granzyme A et des perforines leur permettant de lyser
les cellules cibles aux quelles elles ont adhéré grace a CD18 (247). De méme, les souris
déficientes en granzyme B possédent des Treg avec une capacité suppressive réduite, mais
une expression normale de FoxP3. La granzyme B déclenche 1’apoptose des cellules
effectrices d’'une manic¢re dose dépendante, mais contrairement aux cellules cytotoxiques
indépendamment de la perforine ou de FAS-L (Apoptosis stimulating fragment ligand)
(248).

Méme si la majorité des études qui analysent le mode d’action par cytotoxicité des

Treg concerne le granzyme B, des données récentes impliquant la voie TRAIL-DRS
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(Tumour-necrosis-factor-related apoptosis-inducing ligand death receptor 5) dans la
cytolyse des T effecteurs, a été mise en évidence. Par ailleurs, les cellules Treg déficientes
en Galectin-1, protéine membranaire surexprimée sur les Treg chez ’homme et la souris,

ont une activité suppressive diminuée in vitro (249).

C. Suppression par perturbation métabolique de la cellule T effectrice

La forte expression de CD25 (récepteur de 1’IL-2) par les cellules T régulatrices
faisait de ces cellules d’importants compétiteurs pour 1’'IL-2 disponible dans
I’environnement cellulaire. La déplétion de I’IL-2 par les lymphocytes T régulateurs
entravait la survie et la prolifération des T effecteurs, et pouvait méme avoir comme
conséquence une apoptose des cellules T effectrices (238, 250). Néanmoins, d’autres
études ultérieures chez la souris sont venues remettre en question I’importance de ce
mécanisme de suppression (159, 251). Des travaux originaux ont relancé le débat sur le
role important joué¢ par la privation en cytokines, et particulicrement 1’'[IL-2 dans
I’induction de 1’apoptose des cellules T effectrices chez la souris (252). Alors que chez
I’homme une étude arrivait a une conclusion opposée (253).

L’expression conjointe par les Treg des ectoenzymes CD39 et CD73 qui
hydrolysent I’ATP en ADP ou AMP, entrainant une production d’adénosine péri-cellulaire
qui active le récepteur de I’adénosine A2AR (adenosine A2A receptor) et aboutit a la
suppression des cellules T effecteurs (254-257). Cette interaction inhibe également la
production d’IL-6, alors qu’elle augmente celle du TGF-, aboutissant a 1’induction de
cellules T régulatrices. De plus ’adénosine favorise 1’apparition de cellules dendritiques
dites «tolérogéniques». Un autre moyen de suppression est le transfert de cAMP dans les

T effecteurs par canaux de jonction (258). La molécule FGL2 (Fibrinogen-like protein 2)
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secrétée par les Treg et qui a pour ligand sur les DCs le FcyRIIB, inhibe également la

prolifération des cellules T (259).

D. Suppression par action sur les cellules dendritiques

L’avénement de la microscopie in vivo a mis en €vidence 1’interaction directe entre
les cellules T régulatrices et des DC, mais sans mettre en évidence 1’interaction entre les
lymphocytes T effecteurs et les Treg (260, 261). L’action activatrice des cellules T
effecteurs par les DC est inhibée par les cellules T régulatrices et cette action suppressive
est dépendante de 1’expression constitutive de CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen
4) par les Treg, qui bloque I’augmentation ou diminue I’expression de CD80 et CD86 sur
les DC, comme le démontrent les expériences utilisant des Ac bloquants CTLA-4 et des
souris CTLA-4-déficientes (262-266). Il a été établi que les cellules T régulatrices peuvent
conditionner les DC via I’interaction entre CTLA-4 et CD80 et/ou CD86 afin d’exprimer
I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), qui induit des produits métaboliques de dégradation
du tryptophane aux propriétés suppressives (267-269). De méme les Treg peuvent exercer
un effet immunomodulateur sur le phénotype et la fonction des cellules dendritiques,
inhibant ainsi la capacité de ces cellules d’activer les lymphocytes T effecteurs (270-275).

De plus, des études réalisées avec des cellules T régulatrices humaines indiquent
que les Treg peuvent exercer une immunomodulation fonctionnelle des monocytes et des
macrophages, possiblement médiée par le CTLA-4 et le TGF-p (276, 277). L’ inhibition
des cellules dendritiques est également médiée par une autre molécule membranaire des
Treg, LAG3 (Lymphocyte-activation gene 3 ou CD223) homologue de CD4 qui se lie

avec une haute affinité au CMH de classe II des DCs immatures (278).
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1.4. Plasticité du lignage des lymphocytes T et épigénétique

L’engagement des cellules T naives CD4" vers une voie de différenciation Thl ou
Th2 était considéré a 1’origine comme un processus unidirectionnel non réversible et
terminal. Chaque type de cellules Th exprimant ses facteurs de transcription spécifiques et
ses cytokines mutuellement exclusives (Fig. 5). La découverte des Treg et des Th17 et leur
capacité a produire des cytokines qui auraient été considérées comme la caractéristique du
lignage opposé suggerent que 1I’engagement des cellules T vers des lignages différents est
plus plastique qu’il n’était apparu au départ. La différenciation des cellules "T helper" est
étroitement liée a des changements épigénétiques de la structure de la chromatine, a des
modifications des histones et de ’ADN, ainsi qu’a I’expression d’ARN non codant qui
contribue a l'activation ou au "silencing" de genes de cytokines et de genes régulateurs
transcriptionels fondamentaux (279-281).

Il est admis que la modification de la chromatine H3, est soit un facteur
d'activation par tri-méthylation des résidus de lysine 4 (H3K4me3), ou bien un facteur de
répression par tri-méthylation des résidus de lysine 27 (H3K27me3), de génes clés durant
la différentiation des lymphocytes T naives CD4" (Fig. 6) (282). Les marqueurs
épigénétiques retrouves au niveau des locis des geénes Ifng, 114 et 1117 témoignent d’une
parfaite corrélation avec les lignages Thl et Th2. Ainsi, on retrouve une augmentation de
la marque H3K4me3 (activateur) dans les régions du géne de 1'/fng et H3K27me3
(répresseur) dans les locus /4 et 1117 dans les cellules Thl (Fig. 6), alors que I’on observe
une augmentation de la marque H3K4me3 dans les locus //4 et H3K27me3 dans les locus

Ifng et 1117 dans les cellules Th2 (Figure. 6) (283).
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Figure 6. Statut épigénétique des génes des facteurs de transcription clé de lc

différenciation des lymphocytes T CD4*. La différenciation des lymphocytes T CD4*
est un processus flexible. Parmi les quatre lignages de lymphocytes T que sont les Th1, Th2,
Th17 et les cellules T régulatrices, les cellules Treg et Th17 présentent le plus grand potentie
de différenciation vers d'autres phénotypes. Le mécanisme moléculaire qui sous-tend cette
plasticité semble lié aux modifications épigénétiques des histones. H3K4me3 et H3K27me:
marquent respectivement, les locis des génes régulateurs (tels que, T-bet et Gata3) actiés et
réprimés. En accord avec la présence de marque épigénétique permissive au niveau des géne
de Foxp3 et RORyt, la coexpression de Foxp3 et RORyt se produit dans les cellules T reg, mais
I'activité de RORyt est inhibée par Foxp3. Adapté de Zhou L et al. Immunity, vol 30, Issus 5, 22 May 2009, 646-655.
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Une bivalence des régions régulatrices, impliquant la marque active H3K4me3 et
la marque répressive H3K27me3 a également été mise en ¢&vidence durant la
différentiation des lymphocytes T naives CD4". Ainsi, les génes Thx2/ (codant pour T-
bet) et Gata3 présentent cette bivalence des régions régulatrices impliquant la marque
active H3K4me3 et la marque répressive H3K27me3 dans les cellules Th2 et Thl
respectivement, permettant la conversion de cellules Thl en Th2 et réciproquement, lors
de conditions inflammatoires particulieres (Fig. 6) (284). De méme en rapport avec la
méme fagon (Fig. 6) (282). Cette modification bivalente permet I’activation de geénes
régulateurs spécifiques de lignage en réponse a différentes conditions de polarisation, tel
que la reprogrammation des Treg en d’autres lignages. De méme, les cellules Thl7
différenciées in vitro arborent également un statut épigénétique également bivalent pour
Tbx21 et Gata3, rendant possible une nouvelle reprogrammation vers Thl ou Th2 (282,
285, 286). Toutefois, cette conversion semble unidirectionnelle en raison du marqueur
épigénétique répressif retrouvé au niveau des génes ///7a et Rorc dans les cellules Thl et
Th2 (Fig. 6) (282).

Les cellules nTreg générés dans le thymus, et les cellules iTreg induites en
périphérie différent par leur capacité de reprogrammation, conséquence de leur statut
différent de méthylation de I’ADN du locus Foxp3, ainsi que des marqueurs d’histone du
locus Rorc. H3K27me3 est retrouvé dans le locus de 1’///7a alors que H3K4me3 est
retrouvé au locus de Rorc des iTreg, en accord avec le fait que I’expression de RORyt est
induite par le TGF-f, et que la synthése de I’IL-17 induite par RORyt est inhibé par Foxp3
(133, 282). Alors que pour les nTreg les deux marqueurs H3Kme3 et H3K27me3 sont

présent au locus de Rorc, permettant la coexpression de Foxp3 et RORyt. Lorsque les
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nTreg sont cultivés in vitro en condition polarisante Th17 ou Thl, une proportion des
cellules deviennent Foxp3'IL-17" ou Foxp3'TFN-y". Alors que les iTreg TGF-B-induit,
dans un environnement polarisant Th17 perdent 1’expression de Foxp3 et acquicrent
I’expression de I’[L-17 (132, 282, 287). Cette distinction dans 1’expression de Foxp3 entre
les nTreg et les iTreg est due a des différences ¢Epigénétiques résultant d’une
déméthylation d’une région du locus de Foxp3 (213, 215, 288, 289). Cette région est
déméthylée chez les nTreg alors qu’elle demeure méthylée avec les iTreg TGF-B-induit et

dans les cellules T humaines exprimant transitoirement Foxp3 aprés activation de leur

TCR (290, 291).

2. CD47

2.1. La Molécule CD47

CDA47 ou IAP (Integrin associated protein) a été découverte pour la premicre fois
dans une préparation extraite de placenta humain afin d’isoler I’intégrine avp3 (292, 293).
I1 a été montré également que I’TAP (CD47) est identique a un antigéne du carcinome de
I’ovaire (OA3) et a une protéine membranaire érythrocytaire (CD47) dont I’expression est
diminuée dans la maladie Rh nulle (294-296). CD47 est une protéine transmembranaire,
exprimée de fagon ubiquitaire et permanente sur les cellules de tous les tissus avec une
expression prédominante sur les leucocytes, les plaquettes sanguines et les hématies (293,
295, 297). C’est une protéine de 50 kDa avec un domaine extracellulaire homologue a la
superfamille des immunoglobulines (IgV) fortement glycosylée, une partie
intramembranaire formée de cinq segments hydrophobes et une courte partie

intracytoplasmique (Fig. 7) (298, 299).
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Un pont disulfure nécessaire pour la fonction de CD47, est formé entre le domaine
extracellulaire et un des segments membranaires (Fig. 7) (300).

Le geéne codant pour CD47 est d’environ 1Mb et se trouve chez I’homme sur le
chromosome 3 [3ql13.1-q13.2] (295, 301). Son expression donne 5 ARNm différents
suivant I’épissage, ce qui se traduit par une partie intracytoplasmique de la molécule de
longueur variable chez la souris et I’humain (294, 297, 301).

CDA47 peut interagir en cis avec les intégrines av3, a4 1, allbB3, a5B1 et a2P1
(302) mais également avec la thrombospondine-1 (TSP-1), et en trans avec les SIRP-a et
v (Signal inhibitory regulatory protein), et la thrombospondine-1 et 2 (TSP-1 et 2) (298).
La voie de signalisation de CD47 se fait par la protéine hétérotrimérique G suggérant que
CDA47 pourrait étre un récepteur couplé a la protéine G inusuel, si ce n’est qu’il ne possede
que cing hélices hydrophobes transmembranaires au lieu de sept (303-306). CD47 est
fortement exprimé au niveau des lymphocytes T et au niveau de la membrane cellulaire ou

il est surtout associé a I’intégrine a4 1.

2.2. Ligands connus de CD47

2.2.1. Les thrombospondines-1 et 2 (TSP-1, 2) et autres (TSP-3, 4, 5)

Un des ligands de CD47 est une protéine de la matrice extracellulaire, la
thrombospondine (TSP) (307-312). La TSP-1 a été décrite en 1971 comme une
glycoprotéine libérée a partir des granules alpha des plaquettes sanguines sous 1’effet de la
thrombine, d’ou son nom (313, 314).

Les thrombospondines forment une famille de glycoprotéines de la matrice
extracellulaire subdivisée suivant leur structure et oligomérisation en deux sous-groupes A

et B (Fig. 8) (315-318). Le groupe A comprend deux membres TSP-1 et TSP-2 qui sont
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trés semblables dans leur structure, constituées d’un homotrimere de poids moléculaire
420 kDa, formés de 3 monomeres identiques de 170 kDa. Les thrombospondines-1 et 2
sont souvent colocalisées dans la matrice extracellulaire, méme si la TSP-2 présente une
expression plus restreinte, on la retrouve de maniere prépondérante dans le cartilage et I’os
en développement (319-322). Chaque monomere consiste en un domaine NH2 terminal
liant I’héparine, un domaine liant le pro-collagéne, les domaines répétitifs 1, 2 et 3 et un
domaine COOH terminal liant les cellules (Tableau 2 et Fig. 8). Leurs monomeéres
présentent un taux d'homologie qui va croissant de l'extrémité amino-terminale (32 %
d'homologie) vers l'extrémité carboxy-terminale (82 % d'homologie) et se joignent par des
ponts sulfuriques. Le groupe B comprend les pentameres TSP-3, 4 et 5 et consistent en
monomeres de 100 kDa.

La TSP est une protéine ubiquitaire qui est synthétisée, secrétée et incorporée dans
la matrice extracellulaire par un grand nombre de cellules en culture, incluant, les cellules
¢épithéliales et endothéliales (323-325), les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et
les cellules du systéme immunitaire (326-329). In vivo, la thrombospondine-1 est détectée
des les premiers stades de I'embryogenese puis lors du développement embryonnaire dans
les régions de migration cellulaire. Chez 1'adulte, on la trouve exprimée a la face luminale
des vaisseaux et dans le sous-endothélium ou elle est associée a des structures
microfibrillaires présentes a la jonction entre la membrane basale et le tissu conjonctif
(330).

La TSP-1 est induite par des facteurs de croissance, tels que le PDGF (Platelet-
derived growth factor), le BFGF (Basic fibroblast growth factor), le sérum, le TGF-81,

I'TL-1B (Interleukine-1B), le stress oxydatif, I’hypoxie ou l'angiotensine II (331, 332).
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Des molécules solubles telles que 1’acide rétinoique, I’ATP et la PGE-2 (prostaglandin
E2) qui induisent des iTreg, favorisent également la production de la TSP-1 (333-338).
Elle est produite immédiatement apres une altération tissulaire (339-341). La sécrétion de
la TSP-1 par les cellules endothéliales humaines est inhibée par I’'IL-1f et le TNF-a (342).

La TSP-1 représente le principal activateur du précurseur de la cytokine TGF-
B (Latent-TGF-P) (343-345).

La TSP a la capacité de s’associer a un grand nombre de molécules membranaires
telles que les intégrines avP3, a4B1, aSP1 et a3pf1 et CD36 (346). La TSP se lie également
aux autres protéines de la matrice extracellulaire comme la LDL-LPRP (Low-density
lipoprotein receptor related protein), 'HSPGs (Heparane sulfate proteoglycans), les
sulfatides, ainsi qu’a de nombreuses protéases incluant la thrombine, la plasmine, la
cathepsine G et la metalloprotéinase-2. La plupart des séquences d'adhérence de la TSP-1
sont conservées dans la TSP-2 qui présente cependant une affinité plus faible pour
I'héparine. TSP-1 et 2 partagent certaines propriétés, comme 1’inhibition de I’angiogénése,
de la prolifération tumorale et de la dissémination métastatique et sont toutes deux des
facteurs chimiotactiques pour de nombreuses cellules (347-349).

La TSP-1 est présente en grande quantité au niveau d’organes considérés comme
des sanctuaires immuno-privilégiés en accord avec leur résistance au rejet de greffe, tels
que I’ceil. Ainsi, les cellules de 1’épithélium pigmentaire de I’ceil expriment la TSP-1 et
induisent des lymphocytes T régulateurs, grace entre autre, a 1’activation du TGF-f3 (350-
352). La TSP-1 est retrouvée €galement au niveau du placenta, ce qui est en faveur de son
implication dans la tolérance foetale immunologique au cours de la grossesse (353, 354).

Le TGF-B est une molécule immunosuppressive majeure inhibant la prolifération

cellulaire et induisant des cellules T régulatrices (185, 199) qui est synthétisée sous forme
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d’un précurseur latent (Latent-TGF-), qui requiert une maturation pour se fixer a son
récepteur et induire une réponse cellulaire (355). Cette activation est également réalisée
par différentes protéases comme la plasmine, la thrombine, les transglutaminases
plasmiques et des endoglycases, ou bien par des interactions physiques avec d’autres
protéines, telles que la TSP-1, et les intégrines avB6 ou avp8 (355, 356). A noter que la
TSP-2 peut se lier au TGF-f3, mais est incapable de I’activer.

Une analyse de la littérature suggere que la régulation de I’immunité par le TGF-3
semble surtout dépendante de la liaison aux récepteurs membranaires et a la modification
conformationelle du TGF-B3 (355). Des études récentes utilisant des souris transgéniques
expriment le récepteur TGF-BRII muté ou dont le récepteur était invalidé pour les cellules
T ont permis d’analyser spécifiquement sur ces derniers le réle du TGF-f3, confirmant son
implication dans I’inhibition de la différenciation Thl, des fonctions effectrices des
cellules T et dans la sensibilité a la suppression par les Treg (112, 154, 155, 357-359).
Malgré la reconstitution chez une souris TGF-3 déficiente, du niveau normal du TGF-3
circulant, celle-ci développe malgré tout un phénotype fatal, mettant en évidence le role
essentiel de la source du TGF- autocrine ou paracrine dans la tolérance des lymphocytes
T (360). L expression du TGF-f par les cellules T manifeste une dualité¢ fonctionnelle, en
effet il est nécessaire au maintient des lymphocytes T régulateurs dans les tissus
périphériques alors que le TGF-3 inhibe leur prolifération dans les ganglions lymphatiques

(361).
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Tableau 2. Liste des séquences des différents domaines de la TSP-1 ayant des fonctions

connues (modifi¢ de la ref. (346))

Domaines de la
TSP-1

Domaine amino
terminal

Domaine
d’oligomérisation
Domaine
d’homologie du
procollagene

Domaines
répétitifs de Type
I(1-3)

Domaines
répétitifs de Type
II (1-3)

Domaines
répétitifs de Type
1M (1-7)

Domaine
carboxy-terminale

Séquences

QNV

RKGSGRR/KKTR

ELTGAARKGSGR
RLVKGPD (Hepl)

MKKTRG

LDVP

LALERKDHSG

25-kDa peptide

NGVQYRN
RFK
WSHWSPW
CSVTCG

GVQxR

RGD

NCPFHYNP
NCQYVNV
RFYVVM
IRVVM

Récepteurs

a3p1

HSPG-LRP-gp330
syndecan
glycolipide sulfaté

calréticuline

héparine
décorine

a4f1

a6p1

LTGF-B

protéine
glycosaminoglycan
HIV gp120

HSPG, CD36

CD36

avp3
allbB3
aSp1

cathepsin G, elastase

CD47

Fonctions

adhérence cellulaire a la TSP-1
hémostase

endocytose

activité anti-adhérence
inhibition de la motilité des
cellules T

inhibition de I’adhérence
cellulaire

favorise 1’adhérence cellulaire
et le chimiotaxisme
adhérence des cellules
endothéliales a la TSP-1 et
TSP-2

ND

inhibition de 1’angiogénése
inhibition du chimiotactisme

activation du TGF-f latent
activation du TGF-f latent
inhibition de I’angiogénése
adhérence cellulaire

migration des
endothéliales

adhérence cellulaire
active I’angiogénese

fixation du calcium

chimiotaxisme
prolifération cellulaire
apoptose

induction d’iTreg
régule la réponse au NO

cellules

Références

(362, 363)

(364-366)

(367-369)
(370)

(371)

(372, 373)
(374)

(348)
(375-377)
(378, 379)
(380-382)

(383)

(372,
384-387)

373,

(388, 389)

(321)

(212, 308,
390-397)
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Les souris déficientes pour la TSP-1 ou avP6 présentent respectivement, une
inflammation pulmonaire spontanée, une cicatrisation aberrante apres blessure, ainsi
qu'une diminution du recrutement des monocytes et la présence d’un infiltrat
inflammatoire chronique, de méme qu’une augmentation de la prolifération de fibroblastes
et de cellules épithéliales (339, 398) et une inflammation exagérée de la peau et des
poumons (399). Par ailleurs, dans un mod¢le d’infarctus expérimental les souris TSP
présente une inflammation plus importante (400). De plus, les souris TSP’ 'aVB6'/ )
présentent une inflammation encore plus sévere des poumons et des autres tissus (401).

Enfin, les souris dont I’intégrine avPB8 a été invalidée sur les cellules dendritiques
et les cellules myéloides, développent une auto-immunité ainsi qu’une colite et leur
propriété d’induire des lymphocytes T régulateurs est diminuée en raison d’un défaut
d’activation du TGF-f3 (402-404).

Récemment, il a été rapporté que le LAP (Latency associated peptide), produit de
la maturation du latent-TGF-f3, supprimait indépendamment de 1’action du TGF-B la
réaction d’hypersensibilité cutanée retardée via I’IL-10, et que la présence de la TSP-1
était nécessaire. En effet, cette inhibition n’est plus observée apres stimulation antigénique
en présence d’anticorps anti-TSP-1, de méme qu’au cours de I’injection de la TSP-1 avec
I’antigene seule sans le LAP (405).

La thrombospondine-1, via son interaction avec CD47, inhibe la réponse a
I’oxyde nitrique (NO) des cellules endothéliales et musculaires lisses et bloque la voie de
signalisation NO/cGMP, permettant ainsi une fine régulation du tonus vasculaire (308,
390-395).

La TSP-1, qui a été décrite initialement comme une molécule plaquettaire

intervenant dans I'hémostase, a vu son réle considérablement élargie en raison du fait que
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beaucoup de cellules ont la capacité¢ de la synthétiser et/ou d’exprimer des récepteurs
pouvant la fixer. L’intégration des différentes interactions qu’établit la TSP-1 lui confere
la possibilité d'agir de fagon autocrine et/ou paracrine pour induire 1'adhésion des cellules,

modifier leur comportement migratoire et prolifératif (406).

2.2.2. SIRP (Signal inhibitory regulatory protein)

Deux autres ligands de CD47 appartenant a la superfamille des immunoglobulines
(Ig) sont décrits, les protéines SIRP-a et SIRP-y (Fig. 9) (407-412). SIRP-3 (CD172b), est
un autre membre de la famille SIRP qui est associé¢ a la protéine membranaire DAP12,
mais ne possede pas la capacité¢ de se lier a CD47, sauf si quelques acides aminés sont

mutés (408, 413, 414).

A. SIRP-«

SIRP-a. (Signal inhibitoire regulatory protein o) est également connu sous les
dénominations de  SHPS-1 (Src homology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase substrate-1) (415, 416); BIT (Brain Ig-like molecule with tyrosine-based
activation motifs) (417); MFR (Macrophage fusion récepteur) (418); MyDI1 (419);
CD172a et P84 (420). SIRP-a est une protéine de la membrane plasmique appartenant a
la superfamille des immunoglobulines (IgSF) formée d’une région extracellulaire qui
contient trois boucles Ig-like et d’une région intramembranaire hydrophobe, ainsi que
d’une région cytoplasmique comprenant 4 résidus tyrosine formant deux motifs ITIM
(Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) définis comme un enchainement
(VL/V)xYxx(L/V) (416, 421, 422). Ces motifs fonctionnent a la suite de la

phosphorylation de leurs résidus tyrosine.
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Figure 9. Structure schématique de SIRP-o. et SIRP+y associés

a CD47. SIRP-o a été caractérisé chez I'humain et la souris. La présence de
SIRP-y est rapportée uniquement chez I'homme. CD47 est un ligand pour SIRPe. e
SIRP-y. "Y" indique les sites de phosphorylation de la tyrosine qui se lient aux
domaines SH2 (Src homology domain 2) de deux catégories de phosphatases: SHP-
et SHP-2 et les actives. Adapté de Matozaki T et al, in Trends Cell Biol, vol 19, issue 2, Feb 2009, 72-80.
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Les ITIM phosphorylés sont alors reconnus spécifiquement par des groupements
protéiques spécialisés, dits domaines de signalisation comme les domaines SH2 (Src
homology domain 2) de deux catégories de phosphatases : les SHP-1 et SHP-2 (Figure 9)
(415, 423).

SHP-1 régule négativement de nombreuses fonctions des cellules
hématopoiétiques ou immunitaires (424). SIRP-a est exprimé de fagon prédominante par
les cellules de la lignée myéloide, particulierement les macrophages, les cellules de
Langerhans, les neutrophiles et les cellules dendritiques, mais également par les cellules
neuronales (415, 417, 423, 425, 426). La liaison de SIRP-a a CD47 est indépendante des
intégrines (427), et I’étude structurale de la région N-terminale de SIRP-a qui lie CD47,
révelent que cette liaison ressemble a celle rencontrée avec le récepteur des cellules T
(428). En effet, le domaine-1 Ig-like le plus proéminent de la région N-terminale de SIRP-
o interagit avec le seul domaine Ig-like, au sommet de la boucle de CD47 (429-431).

De méme, il existe un important polymorphisme de la région N-terminale de
SIRP-a et I’interaction entre SIRP-a et CD47 est spécifique de I’espeéce. Néanmoins, le
SIRP-a. exprimé par les souris NOD peut interagir avec le CD47 des cellules humaines et
empécher leur phagocytose par les macrophages lorsqu’elles sont transférées dans une
souris croisée SCID/NOD présentant une immunodéficience combinée sévere, induisant
«une tolérance des macrophages» (432-434).

CDA47 via son interaction avec SIRPa (420, 435, 436) est également impliqué dans
le développement neuronal (437-439), dans la synaptogénese (440-442) ainsi que dans le
processus de mémorisation (443, 444).

L’expression de CD47 par les cellules stromales de la rate, de la moelle osseuse et

du foie feetale joue un réle dans I’hématopoiese (445).
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B. SIRP-y

SIRP-y (CD172g; SIRP-B2) est une protéine transmembranaire avec un domaine
cytoplasmique d’importance négligeable dépourvu de tyrosine a phosphoryler ou
d’interaction avec d’autres protéines transmembraires (446, 447). SIRP-y est caractérisé
par une liaison de faible affinité pour CD47 en comparaison avec SIRP-a. Il est de plus

exprim¢ uniquement par les lymphocytes humains T et B (une partie) et non sur les APCs

(446).

2.2.3. CD47 s’associe en cis aux intégrines: avp3, allbB3, a4p1, aSp1 et
a2p1

L’association de CD47 a avB3 (Vitronectin receptor; CD51/CD61; leucocyte
response integrin) entraine son activation et permet [’adhésion des cellules a la
vitronectine et la migration transendothéliale des monocytes, (448-451).

L’interaction de CD47 exprimé par les plaquettes sanguines et SIRP-a entraine
une suppression des fonctions plaquettaires via 1’inhibition de 1’activation de 1’intégrine
allbB3 (glycoprotein GPIIb/IIla), alors que la liaison a la TSP-1 produit I’effet inverse
(452-454).

CDA47 active I’'intégrine a4B1 (VLA-4; CD29/49d) qui est exprimée de fagon
prédominante sur les cellules hématopoiétiques. VLA-4 fonctionne comme récepteur de la
fibronectine, de VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1), de MAdCAM-1 (Mucosal
addressin cell adhesion molecule-1) et de la TSP-1 (372, 373, 455-457). L’adhérence des
lymphocytes T a I’endothélium vasculaire inflammatoire dépend de I’interaction d’a4f1

sur la cellule T avec son ligand VCAM-1 sur les cellules endothéliales (CE). Ce
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phénomene est potentialisé par la liaison de CD47 (Lymphocyte T) a SIRP-a ou TSP-1
(CE), ce qui entraine D’activation de I’intégrine o4f1 et facilite 1’adhérence des
lymphocytes T a I’endothélium vasculaire (458). De plus, I’interaction de la séquence
LDVP du domaine NH2 terminal de la TSP-1 avec a4p1 augmente le chimiotaxisme,
I’expression des genes des métalloprotéinases et D’activation des lymphocytes T
dépendante de 1’adhérence et semble indirectement influencée par la liaison du complexe
moléculaire a4p1/TSP-1 a CD47 (373). Sur les cellules T activées avec de I’anti-CD3,
I’engagement in vitro de I'intégrine a4 1 par son ligand VCAM-1 immobilisé, induit leur
activation, la synthese de facteur de transcriptions et de cytokines, alors que, 1’inhibition
de Dl’activation du TCR et de la prolifération des T, par ’interaction CD47/TSP-1, est
indépendante d’a4B1 (373, 455, 459, 460).

La régulation de l’entrée du calcium dans les cellules endothéliales ou les
neutrophiles par les intégrines requicrent CD47. En effet, le traitement des cellules
endothéliales avec un mAc anti-CD47 bloque 1’augmentation du calcium intracellulaire a
la suite d’une stimulation par la vitronectine (461). De méme, 1’augmentation de 1’influx
du calcium a P’intérieur des neutrophiles humains en réponse a 1’activation par un ligand
de la MEC portant une séquence RGD (Arg-Gly-ASP) est bloquée par le méme mAc anti-
CD47 (462).

CDA47 se lie au mécanorécepteur a5SB1 (VLA-5) sur la membrane cellulaire des
chondrocytes humains et participe a la transduction d’une stimulation mécanique (463).

L’engagement de CD47 par la TSP, module I’activation de ’intégrine a2f31, qui
augmente la migration des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins en réponse

au collageéne soluble et active les plaquettes sanguines (302, 464, 465).
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2.3. Fonctions décrites en immunologie

2.3.1. Dans la mort cellulaire programmée (apoptose)

CDA47 est impliqué dans I’apoptose de deux fagons, soit directement par une voie
caspase-indépendante (304, 466, 467), soit indirectement en augmentant la sensibilité¢ au
FAS (CD95) qui entraine une mort cellulaire caspase dépendante (468). L'engagement
d’épitopes spécifiques du domaine extracellulaire immunoglobuline-like de CD47 (IAP)
par certains anticorps anti-CD47 immobilisés, par la TSP-1 non soluble et son peptide
dérivé agoniste 4N 1K, induit une forme de mort cellulaire indépendante des caspases des
cellules B isolées de patients ayant une leucémie lymphoide chronique a cellule B (B-
LLC), des lymphocytes T activés et des cellules d’une lignée cellulaire T Jurkat (304, 466,
467, 469-471). Cependant, les cellules T périphériques normales sont insensibles a
I’apoptose induite par I’engagement de CD47, sauf si celles-ci ont été activées par de
I’anti-CD3 immobilisé.

Ce mode d’apoptose médié par CD47 ressemble dans une certaine mesure a la
"mort nécrotique programmeée" ou "mort programmeée de type III" (304, 466, 472, 473).
L’observation expérimentale que les cellules Jurkat (JinBS8) et les lymphocytes T de souris
déficientes en CD47 sont moins sensibles a I’apoptose, a mis en évidence |’action
facilitatrice en cis du domaine extracellulaire IgV de CD47 sur le récepteur FAS (CD95)
entrainant une activation renforcée de la voie d’apoptose caspase-dépendante (304, 468).

I1 a été également rapporté que I’engagement simultané du complexe CD47/avf33,
respectivement, par le domaine C terminal et les domaines répétitifs de type 3 de la TSP-1
soluble, entrainait une apoptose caspase-indépendante des cellules NB4, cellules dérivées

de cellules de leucémie a promyélocytes (474) et des fibroblastes in vitro (397). Pour
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certain auteurs, l’engagement de CD47 entrainerait aussi [’apoptose des cellules
dendritiques et des monocytes (475), alors qu’une autre étude ne montre aucun effet (466).

L’engagement de CD47 par la TSP entraine également 1’apoptose de différents
types de cellules (476), comme les cellules endothéliales (477, 478), les neurones (479,
480) et les cellules cancéreuses (306). De méme, des constructions solubles de protéines
SIRPa semblent, en engageant le CD47 exprimé par la lignée de cellules T Jurkat, induire
une apoptose (304). Par ailleurs, la TSP-1 induit I’apoptose des cellules endothéliales via
CD36.

La propriété de CD47 d’induire I’apoptose a suscité 1’intérét d’utiliser cette voie
afin de développer de nouveaux moyens thérapeutiques contre les cancers issus des

cellules lymphocytaires (481, 482) .

2.3.2. Dans la réponse immunitaire innée

2.3.2.1. La liaison CD47 — TSP

L’engagement de CD47 par la TSP-1 endogene secrétée par les DCs (338), ainsi
que par un mAc anti-CD47, sa fraction (Fab”), ou par le peptide 4N1K dérivé du site de
liaison de CD47 a la TSP-1 (483), inhibe la maturation des cellules dendritiques
humaines, ainsi que la synthése de cytokines proinflammatoires telles que 1I'IL-12, le
TNF-a, I'IL-6, le GM-CSF (Granulocyte macrophage colony stimulating factor) et I’IL-1,
sans pour autant augmenter la sécrétion d’IL-10 qui est également diminude. (484). Par
ailleurs, ’engagement de CD47 sur les monocytes s’accompagne spécifiquement d’une
diminution de la sécrétion d’IL-12 (485). L’engagement de CD47 sur les cellules
dendritiques par la TSP-1 ou par un mAc anti-CD47 régule négativement la production

d’IL-12 et la maturation de ces cellules (338, 483, 485). La stimulation des mastocytes
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isolées du tissu conjonctif de rat avec le peptide 4N1K se traduit par 1’activation du
complexe intégrine/CD47/protéine-Gi associ¢ aux radeaux lipidiques et qui aboutit a la

sécrétion d’histamine via la mobilisation du calcium intracellulaire (486).

2.3.2.2. La liaison CD47 — SIRP-a

A. Cellules dendritiques, monocytes, cellules de Langerhans

L’engagement de SIRP-a et/ou de CD47 par une protéine de fusion SIRP-a-Fc sur
les cellules de Langerhans, inhibe la maturation et la migration de ces cellules, 1’activation
des cellules T et I’induction d’une réaction d’hypersensibilité de contact (487). De méme,
la liaison de SIRP-a sur les cellules dendritiques par la protéine de fusion CD47-Fc inhibe
la production d’IL-12, d’IFN-y et d’IL-10 (488, 489). De plus, ’activation de SIRP-a sur
les monocytes traités au LPS inhibe la sécrétion de TNF-a (490). Cette fonction immuno-
régulatrice de CD47 est exploitée par les virus de la famille des poxviridae, qui induisent
I’expression d’un important facteur de virulence homologue de CD47, a la surface des
cellules qu’ils infectent, qui inhibe 1’activation des macrophages et la production d’oxyde
nitrique (491-493). La présence de CD47 sur la méme membrane cellulaire que SIRP-a,
n’est pas requise pour son activation, cependant elle 1’augmente en favorisant une
meilleure adhérence aux cellules via I’activation des intégrines (494). Il a été également
suggéré que SIRP-a est activé par les TLR4 et TLR3, qui, a la suite de la phosphorylation
des résidus tyrosine, inhibe la production des cytokines proinflammatoires TNF-o et IL-6
en réponse a I’activation des TLR4 et TLR3, respectivement par du LPS ou du Poly(I:C)

(Polyinosinic-polycytidylic acid) (495)
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B. Macrophages : La discrimination entre "le soi" et "le non-soi'" et ’inhibition de la
phagocytose

La liaison de CD47 a SIRP-o bloque la phagocytose des GR (496-498).
Indubitablement, des GR ou des lymphocytes T CD47™", transférés a des souris CD47""
sont rapidement éliminés dans la rate, et cela tout a fait indépendamment de 1’action des
effecteurs lymphocytaires (T et B) et du systtme du complément (496, 497). Les
macrophages de la pulpe rouge splénique (mais aussi les DCs) sont responsables de cette
¢limination, puisque la destruction sélective de cette population, de méme que la
splénectomie, s’oppose a I’élimination des GR CD477 (496, 499-501). Quoique les
macrophages dérivés des cellules de la moelle osseuse de souris CD47"" sont incapables
de phagocyter les GR CD47”" in vitro (496).

SIRP-a prolonge la survie des GR en inhibant leur phagocytose par les
macrophages de la rate (501). En effet, les GR conservées dans une banque de sang,
finissent par voir diminuer au cours du temps 1’expression de CD47 a leur surface, les
rendant ainsi plus sensibles a la phagocytose a la suite d’une transfusion ultérieure (502,
503). Il est a noter que les personnes présentant une sphérocytose héréditaire (anémie
hémolytique due a une déficience pour la protéine 4.2) ainsi que les patients Rh-déficients,
présentent une expression réduite de CD47 sur les globules rouges et peuvent développer
un large spectre clinique d’anémie hémolytique auto-immunes (504, 505). Une éventuelle
plus grande sensibilité a la phagocytose, du fait de la faible expression de CD47 avait été
évoquée chez ces patients comme mécanisme physiopathologique. Toutefois, il a été établi
par la suite qu'une expression méme trés limitée de CD47 était suffisamment efficiente

pour inhiber la phagocytose. (506-510).
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L’expression de CD47 par I’ensemble des cellules délivre donc un «do not eat me
signal» a la cellule phagocytaire, qui via SIRP-a, reconnait CD47 comme «une molécule
du soi» et prévient leur phagocytose in vitro (511-517). Le mécanisme impliqué dans
I’inhibition résulterait d’une désactivation de la Myosine Ila, qui inhiberait ainsi la
phagocytose (518). Cette interaction SIRP-a/CD47 a d’importantes implications en
transplantation (516). Par exemple, des porcs transgéniques dont les cellules expriment la
molécule CD47 humaine ou I’addition de CD47-Fc humain, inhibe la phagocytose de ces
cellules par les macrophages humains (519).

Cependant, chez une souris CD47-déficiente, ces macrophages sont «éduqués a la
naissance» afin de ne pas phagocyter les cellules n’exprimant pas CD47. Comme cela a
6té établi lorsque ’on crée une chimére pour CD47, les macrophages CD47"" développés
in vivo dans un environnement dépourvu de CD47 deviennent tolérants envers les cellules
nucléés n’exprimant pas CD47 (520). D’autres SIRP-a ligands, comme le surfactant A et
D suppriment également la phagocytose par les macrophages alvéolaires du poumon
(521).

Récemment, il a été toutefois montré que CD47 sur des thymocytes de souris en
apoptose facilitait leur phagocytose phosphatidylsérine-dépendante ou indépendante par
des macrophages non activés, alors que sur des thymocytes viables CD47 inhibait leur

phagocytose (522).

C. Macrophages : fusion des phagocytes
L’interaction entre SIRP-o et CD47 est importante dans la fusion des phagocytes

mononuclées, entrainant la génération de cellules géantes multinucléés et d’ostéoclastes,
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augmentant ainsi leur capacité de résorption d’agents pathogenes, de corps étrangers et du

tissus osseux (523-525).

2.3.2.3. La liaison CD47/av[33

A. Monocytes, Neutrophiles, Macrophages

Le complexe trimoléculaire CD47/avB3 participe a la résolution de I’inflammation
en favorisant la phagocytose de leucocytes sénescents (en voie d’apoptose) avant que
ceux-ci ne libérent leurs produits potentiellement déléteres (526-529). Par ailleurs, le
complexe CD47/avB3 via "leur dialogue croisé" avec les intégrines CR3 (CD11b/CD18;
Mac-1; amf2) et a5B1 exprimées par les macrophages, module la phagocytose (530,
531). En effet, les souris CD47-déficientes sont incapables de phagocyter la bactérie C.
burnetii (532). Cette interaction régule également la fonction d’adhérence de CR3 exprimé
par les monocytes (533). Le complexe CD47/avp3 favorise ¢€galement la réponse
oxydative des phagocytes (534). De plus, I’engagement par CD23 du complexe
CD47/avB3 sur les monocytes entraine la synthése de cytokines proinflammatoires (TNF-
a, IL-12, et IFN-y) (535-537) et sur les macrophages la synthése de TGF-f, un important

inhibiteur de la synthése de cytokines proinflammatoires.

2.3.3. Dans ’adhérence et la migration des leucocytes

CDA47 et SIRP-a. sont exprimés a la fois sur la surface des cellules my¢loides et sur
les cellules de I’endothélium vasculaire (538). De maniére intéressante, CD47 aussi bien
que la protéine E-cadhérine, est retrouvé a la jonction intercellulaire ou il participe a la

régulation de I’adhérence et la migration des cellules épithéliales (539). De manicre
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générale CD47/SIRP-a contrdle positivement la migration cellulaire. Cependant, la liaison
de la TSP-1 au complexe CD47/avp3 favorise aussi le déplacement des cellules a travers
la vitronectine, protéine de la MEC (450).

La migration des neutrophiles humains a travers une couche de cellules
endothéliales (CE) in vitro est diminuée lorsque les CE sont traitées avec un mAc anti-
CD47 ou avec sa fraction F(ab’)2 (540). De méme que leur migration a travers des
cellules épithéliales humaines in vitro est diminuée, en présence d’un mAc anti-SIRP-a ou
avec une molécule CD47 recombinante soluble se liant a SIRP-a (541), en présence d’un
peptide qui se lie @ SIRP-a (sur le neutrophile) et empéche sa liaison a CD47 (542) ou
encore lorsque les cellules épithéliales sont traitées avec un mAc anti-CD47 (543).

Par ailleurs, I’engagement de CD47 sur les cellules endothéliales par la TSP-1 ou
par le peptide de la TSP-1 spécifique de la liaison a CD47, entraine une augmentation par
ces cellules de I’expression des molécules d’adhérences telles que VCAM-1, ICAM-1 et
E-selectine, sans affecter I’expression des autres molécules d’adhérences comme CD36 et
les intégrines B1 (544). De méme, il a été montré que le TNF-o augmente 1’expression de

ces molécules d’adhérences par le biais de I’augmentation de la synthése de la TSP-1 et de

CDA47 par ces cellules endothéliales (544).

A. Cellules dendritiques et monocytes

Les souris CD47-déficientes présentent un défaut de migration des DCs a travers
les vaisseaux lymphatiques et 1’endothélium vasculaire, mais sans conséquences sur la
migration des lymphocytes T et B (545, 546). Seule I’expression de CD47 par les DCs est
requise pour leur migration, alors que son expression par les cellules endothéliales ne joue

pas un role majeur (546). Le défaut de migration des DCs CD47” de 1’épiderme et du
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derme vers les organes lymphoides secondaires, que ce soit en conditions inflammatoires
ou non inflammatoires, se traduit par un défaut de stimulation des lymphocytes T, corrélé
avec une quasi-disparition des DCs de la zone marginale de la rate (545, 546).

L’interaction CD47/SIRP-a est impliquée dans le recrutement des monocytes.
Premiérement, I’expression de SIRP-a par les monocytes semble nécessaire pour traverser
I’endothélium vasculaire cérébral (547). Deuxieémement, des mAc anti-CD47 bloquent
presque totalement la migration des monocytes a travers [’épithélium alvéolaire,
indépendamment de leur fixation sur le CD47 exprimé par les monocytes ou les cellules
épithéliales (548).

De maniére intéressante, une étude rapporte que la surexpression de SIRP-a par
une lignée cellulaire de monocytes THP-1 (Human acute monocytic leukemia cell line)
s’accompagnait d’une réduction de I’expression des B2 intégrines, qui se traduisait par une
diminution de 1’adhérence et la migration cellulaire (549). D’autre part, la lamina élastique
inhibe 1’adhésion des monocytes via SIRP-a (550).

De plus, sur la membrane du monocyte, le complexe CD47/avp3 interfere avec la
leucodiapédese en altérant I’interaction des intégrines alLB2 (LFA1) et a4Pl (sur le
monocyte) avec ICAM-1 et VCAM-1 sur I’endothélium, respectivement, nécessaire a la

mobilité et la transmigration des cellules (448, 551).

B. Neutrophiles

L’importance de CD47 sur les neutrophiles et les cellules endothéliales est illustrée
chez les souris CD47-déficientes, qui succombent rapidement par septicémie apres
I’inoculation intra-péritonéale d’E. Coli, en raison d’un retard de recrutement de

polynucléaires neutrophiles (552).
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Comme sur les APC, I’expression de CD47 et/ou de SIRP-a par les neutrophiles
(PMN) favorise leur migration transendothéliale et transépithéliale in vitro (553-
555). Ainsi, la migration transendothéliale ou transépithéliale des PMN est restreinte
lorsque ces cellules sont traitées avec un mAc anti-CD47 ou avec la fraction F(ab’)2 de
I’Ac (540, 543, 556). Le mécanisme d’action parait comprendre une réorganisation du
cytosquelette d’actine via I’activation d’une tyrosine kinase. Il semblerait aussi que CD47
a la surface des neutrophiles puisse se lier en cis @ SIRP-a et réguler ainsi la migration des
PMN par des mécanismes non élucidés a ce jour (541, 542). La présence de CD47 sur la
méme membrane cellulaire que SIRP-a semble requise pour son activation (SIRP-a), en
favorisant une meilleure adhérence des cellules my¢loides via 1’activation des intégrines
(494).

De méme, I’expression de SIRP-o sur les PMN facilite aussi leur migration a
travers 1’engagement de CD47 exprimé sur la membrane latéro-basale des cellules
endothéliales et épithéliales. La migration des neutrophiles a travers des cellules
épithéliales-CD47 déficientes est augmentée apreés transfection avec CD47 (556). Par
ailleurs, I’expression de CD47 par la cellule épithéliale est accrue apres exposition a un
stimulus inflammatoire et au cours de la colite inflammatoire expérimentale (554, 556).
SIRP-a régule la migration des neutrophiles via ’activation de SHP-1/SHP-2, par un
mécanisme PI3K dépendant et tyrosine kinase indépendant. De plus, les antagonistes de
SIRP-a entrainent une inhibition de la migration des neutrophiles plutdt qu'un retard de
migration attribué a CD47 (541). SIRP-a est surtout localisé au niveau des granules
secondaires des neutrophiles, et n’est fortement exprimé qu’apres stimulation des cellules.

Le méme phénomene est observé avec les cellules neuronales (414, 442).
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A noter qu'un homodimére de SIRP-B, exprimé constitutivement sur les
neutrophiles favorise également la migration cellulaire sans que son ligand soit encore
connu (414).

Le complexe CD47/avB3 est également impliqué dans 1’adhérence et 1’attraction
des polymorphonucléaires, qui se lient a différents ligands cellulaires ou de la matrice
extracellulaire (MEC) portant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) (450, 534, 557, 558). En
effet, les cellules neutrophiles déficientes en CD47 présentent un défaut d’activation en

réponse a la liaison d’av3 par les protéines de la MEC telle que la vitronectine (552).

C. Lymphocytes T et B

L’expression de SIRP-y par les lymphocytes T humains est requise pour leur
migration transendothéliale (559). Par ailleurs, les lymphocytes T de souris présentent
¢galement une migration transendothéliale grandement diminuée au cours d’expériences
in vitro utilisant des cellules endothéliales CD47-déficientes et ce en dépit du fait qu’une
expression de SIRP-a ou y n’ait pas été démontrée sur ces lymphocytes murins (559).
Alors qu’in vivo dans un mod¢le de transfert adoptif de lymphocytes T CD4'CD477 et
CD47"" dans une souris BALB/c CD47-déficiente, on ne retrouvait pas de différence dans
la migration transendothéliale des cellules T (546). Toutefois, I’adhérence des
lymphocytes T est au contraire accrue en raison d’une expression augmentée d’ICAM-1
(Intracellular adhesion molecule 1) par les cellules endothéliales CD47-déficientes (559).

Une étude in vitro a également montré que CD47 sans interagir avec SIRP-a, TSP-
1 ou des intégrines régulait I’adhérence et la migration des lymphocytes a travers une
couche monocellulaire de fibroblastes exprimant CD47, dans le cadre d’une interaction

homotypique (560).
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Les TSP-1 et 2 stimulent le chimiotactisme des lymphocytes T par le biais de
I’interaction avec a4 1 et la synthese des métalloprotéinases MMP-7, 9 et 2. En réponse a
la TSP, CD47 joue un réle essentiel mais indirect dans le chimiotactisme et probablement
également dans la production de MMP-2 (373). Ainsi, il a été rapporté un recrutement de
leucocytes plus important au niveau des tumeurs du sein surexprimant la
thrombospondine-1 (561).

L’interaction entre SIRP-a exprimé par les cellules endothéliales vasculaires
(CEV) et CD47 sur les lymphocytes B facilite leur adhérence a 1’endothélium non
préalablement activés (562). L’engagement de CD47 régule la motilité des cellules d’une
lignée de lymphocytes B humains et requiere 1’activité des GTPases de la famille Rho

telles que Cdc42 et Rac (563).

2.3.4. Dans la réponse immunitaire adaptative

2.3.4.1. La liaison CD47 — TSP-1

De nombreuses études utilisant la thrombospondine-1 exogene, ses différents
peptides, ainsi que des anticorps dirigés contre CD47 ont montré que la TSP-1 exerce une
action sur les lymphocytes T via CD47 outre son activité biologique médiée par sa liaison
aux intégrines 04p1 et a5p1 (346).

L’engagement de CD47 in vitro sur des cellules T humaines naives isolées de sang
de cordon ombilical et activées en condition polarisante inhibe le développement Thl,
alors que ces cellules activées en conditions non polarisantes deviennent anergiques avec
une synthese d’IL-2 et une expression de I’IL-2Ra inhibées. (564, 565). La TSP-1 soluble
inhibe également 1’activation précoce des lymphocytes T, I’inhibition dépend du CD47 et

du site de liaison de la TSP-1 a I’héparine (566). De plus, des anticorps monoclonaux
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solubles anti-CD47 suppriment la réaction lymphocytaire mixte (408, 567). CD47 n’a pas
seulement un role inhibiteur de 1’activation des lymphocytes T, mais peut dans certaines
conditions induire 1’activation et la prolifération des lymphocytes T. Ainsi, il a été mis en
¢vidence que certains mAc anti-CD47 immobilisés entrainent 1’activation et la plupart
induisent la mort des lymphocytes T activés par I’anti-CD3 (568, 569).

De méme qu’il est rapporté chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoides,
une expansion des lymphocytes T inflammatoires médiée par les synoviocytes et par
I’intermédiaire de ’activité costimulatrice de la TSP-1 via CD47 (570). La TSP-1 active
également les lymphocytes T de fagon dépendante de 1’adhérence a travers I’engagement
des intégrines a4B1 et aSP1, toutefois CD47 qui est lié en cis 2 a4P1 inhibe cette
activation (372). Les autres récepteurs de la TSP-1, CD36, o231, avp3 et allb3, ne sont
pas exprimés sur les lymphocytes T CD4 " périphériques (455).

La TSP-1 régule également 1’adhérence et la mobilité des cellules T de maniere
autocrine (346). La TSP-1 est retrouvée a la surface des lymphocytes T sous forme intacte
de 175 kDa, mais aussi sous forme de fragments de 130 et 115 kDa. L’expression de la
TSP-1 et de la protéine LRPI/CD91 (Lipoproteine receptor-related protein) est
respectivement moindre ou absente sur les cellules T en suspension. Par contre,
I’adhérence des lymphocytes T a ICAM-1 ou a la fibronectine via les intégrines 1 et 32
entraine I’expression de la TSP-1 qui induit a son tour 1I’expression de la protéine LRP a la
surface de la cellule T. Une fois secrétée, la TSP-1 par son domaine NH2 terminale adhere
a la calréticuline (CRT) et a son corécepteur la protéine LRP1/CD91 et par son domaine
COOH terminale a CD47 sur la surface membranaire de la cellule T (369). Ce complexe
moléculaire formé par la TSP-1 endogéne et CD47 a la surface de la cellule T favorise la

mobilité de la cellule de mani¢re autocrine. Cette migration est renforcée lorsque les
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protéines LRP/CRT s’associent au complexe moléculaire et le stabilise. A la surface des
cellules T qui ont adhéré a la fibronectine ou a ICAM-1, le clivage par le Granzyme B ou
A, en des fragments de 115 kDa et I’internalisation continue de ces fragments permet donc
a la cellule de moduler sa propre migration (369, 571, 572).

De plus, il a été montré que I’engagement de CD47 associé¢ aux radeaux lipidiques
se traduit par une polymérisation de 1’actine F et une translocation de la protéine kinase C
théta (PKCO) entrainant une activation synergique des lymphocytes T et la production

d’IL-2.

2.3.4.2. La liaison CD47 — SIRP-o/SIRP-y

L’engagement de CD47 exprimé sur les lymphocytes T par un mAc anti-CD47 ou
par SIRP-a entraine une diminution de la réponse a I’'IL-12 (mais non a I’IL-2) associé a
une réduction de I’expression de IL-12RP1 et B2, se traduisant par une baisse de la
production d’IFN-y (488). Par ailleurs, la liaison de SIRP-a exprimé sur les DCs au CD47
a la surface des cellules T ou NKT, favoriserait un meilleur contact intercellulaire T/APC
et donc une plus forte stimulation (573, 574).

CD47 a également pour ligand SIRP-y sur les lymphocytes T humains (447).
SIRP-y ne possede pas de portion intracytoplasmique et favorise I’adhérence entre les
cellules présentatrices d’antigene qui expriment CD47 et les cellules T qui expriment
SIRP-y, entrainant ’activation et la prolifération des lymphocytes T (575). Chez I’humain
la TSP-1, exprimée sur les lymphocytes T, peut entrer en compétition en cis avec SIRP-y
pour la liaison au CD47 membranaire des APC se traduisant par une activation altérée ou

impossible des lymphocytes T.
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Résultats
1. Article I

Résumé Article I

L’interaction Thrombospondine/CD47: une voie pour générer des lymphocytes T
régulateurs a partir de cellules humaine CD4 CD25 en réponse a I’inflammation.

Les cellules T régulatrices CD4'CD25" générées dans le thymus (nTreg) sont
essentielles pour maintenir la tolérance immunologique aux antigénes du soi. Quels sont
les facteurs critiques requis pour le développement de lymphocytes T régulateurs en
dehors du thymus demeure une question importante. Dans cette étude, nous avons montré
que la thrombospondine-1 une protéine anti-inflammatoire de la matrice extracellulaire,
induit des cellules T régulatrices humaines a travers I’association a 1’un de ses récepteurs,
la molécule CD47. L’activation de CD47 par un mAc ou par un peptide dérivé de la
thrombospondine-1 induisait des cellules T régulatrices suppressives a partir de cellules
T CD4'CD25 naives ou mémoires. Ces cellules exprimaient un niveau plus élevé de
CTLA-4, OX40, GITR et Foxp3 et inhiberaient les cellules ThO, Th1 et Th2. Leur activité
régulatrice était contact-dépendante et TGF-B-indépendante, et partiellement contrecarrée
par ’IL-2. Ce mécanisme non-décrit précédemment d’induction de cellules T régulatrices
humaines en périphérie en réponse a I’inflammation, pourrait permettre de limiter
d’éventuels dommages collatéraux conséquence d’une réponse immunitaire exagérée
contre un antigéne du soi ou étranger et avoir des implications thérapeutiques dans les
maladies auto-immunes et la transplantation.

Ma contribution représente 50% du travail expérimental.
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Abstract
Thymus-derived CD4" CD25" T regulatory cells (Tregs) are essential for the maintenance
of self-tolerance. What critical factors and conditions are required for the extra-thymic
development of Tregs remains an important question. Here we show that the anti-
inflammatory extracellular matrix protein, thrombospondin-1 (TSP), promoted the
generation of human peripheral regulatory T cells through the ligation of one of its
receptor, CD47. CD47 stimulation by mAb or a TSP peptide induced naive or memory
CD4" CD25 T cells to become suppressive. The latter expressed increased amounts of
CTLA-4, OX40, GITR and Foxp3 and inhibited autologous ThO, Thl and Th2 cells.
Their regulatory activity was contact-dependent, TGF-B-independent and partially
circumvented by IL-2. This previously unknown mechanism to induce human peripheral
Tregs in response to inflammation may participate to the limitation of collateral damage
induced by exacerbated responses to self or foreign Ags and thus be relevant for

therapeutic intervention in autoimmune diseases and transplantation.
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Introduction
Control of self-reactive T cells by “naturally occurring” CD4+CD25+ regulatory T

cells (Tregs) mediates peripheral T cell tolerance and prevention of auto-immunity (1, 2).
In vitro, Tregs are anergic and suppress the activation and proliferation of naive T cells in
a non- Ag-specific, but contact-dependent manner (3). /n vivo proliferation of Tregs,
together with their migration to inflammatory sites increases their potential function for
the control of pathogen-specific effector T cells in sites of inflammation as well as tumor-
specific T cells (4-6). Foxp3, a member of the forkhead family of transcription factors
encoding the protein scurfin, is a master gene controlling the development and the
function of Tregs (7, 8). Scurfy mice and humans with IPEX (Immune dysregulation,
Polyendocrinopathy, Enteropathy) syndrome have a loss-of-function mutation of Foxp3,
and develop severe autoimmune and inflammatory diseases (9). Adoptive transfer of
Tregs from wild-type littermate into sf mice prevents development of the disease.

Although there is no doubt that Tregs are generated within the thymus during normal T

cell development, the peripheral conversion of CD4+CD25_ T cells into regulatory T cells

and their Ag-specific expansion has been recently demonstrated (10, 11). Such Tregs are

distinct from the in vitro -induced ““adaptive” regulatory T cells, that mainly include Trl

and Th3 cells (1, 12, 13). Trl cells are Foxp3 (14) and differ from Tregs by their pattern

of cytokine production (IL10 and/or TGF-p, respectively) and their mode of suppression

(in vitro contact-independent inhibitory function). An important question is, which of the
. . . - + -

endogenous receptors and/or cytokines convert extrathymic naive Foxp3 CD4 CD25 T

cells into Tregs expressing Foxp3. Recent reports indicate that minute Ag dose turns on

Foxp3 in murine naive CD4+CD25_ T cells and converts them into regulatory T cells.
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TGF-B and IL-2 favor their peripheral conversion (15-17). Similarly, TGF- induces

human CD28- and TCR-stimulated CD4+CD25_ T cells to acquire the function and

phenotype of Tregs (18). In fact, TGF-f3 plays a critical role in the development, function
and survival of Tregs (19-21).

Thrombospondin-1 (TSP) is a potent anti-inflammatory molecule, which is rapidly
and transiently released at high concentrations in injured and damaged tissues even in the
absence of pathogen (22, 23). TSP, predominantly secreted by platelets and APC, inhibits
angiogenesis, tumor cell growth and promotes apoptosis (24). Notably, TSP is composed
of several structural domains that specifically interact with a range of cellular receptors
differentially expressed by a variety of cells (24), which could explain its broad spectrum
of biological activities. For instance, TSP exerts both stimulatory and inhibitory effects on
T cells via two TSP receptors, i.e. a4p1 and CD47 respectively. However, intact TSP is
predominantly an inhibitor of TCR signal transduction (25) and IL-12 responsiveness of
naive and adult T cells (26, 27). Most relevant to the present study, TSP is the main
activator of TGF-f (28). As such, TGF-f and TSP null mice display a similar phenotype,
persistent inflammation in multiple organs (28). Thus, TSP displays at least two essential
properties required to dampen inflammation. It inhibits pro-inflammatory cytokine
secretion by APC (29) and facilitates the removal of apoptotic cells by phagocytes (30).

We previously reported that CD47 ligation induces naive T cell anergy (31). We
here provide evidence that interaction between CD47 on activated CD4 CD25 human T
cells and CD47-specific TSP peptide promoted the generation of CD4 Foxp3™T cells that
suppressed the proliferation and cytokine production of autologous Tho,Th1 and Th2 cells
via a contact-dependent mechanism. The induction of extra-thymic regulatory T cells in

response to TSP represents a third mechanism whereby TSP may interfere with the
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inflammatory process, thus identifying CD47/TSP as potential targets for the development

of anti-inflammatory drugs.

Materials and Methods

Reagents.

Anti-CD3 mAb (UCHT-1) was provided by Dr C. Hivroz (Institut Curie, Paris, France).
The CD32/B7.1 double-transfected mouse L fibroblasts have been previously described
(31). The 4N1K peptide (KRFYVVMWWKK) corresponding to the C-terminal domain of
TSP that selectively binds CD47 and the mutant 4NGG peptide (KRFYGGMWKK) were
obtained from Genosys (The Woodlands, TX). 4N1K sequence is highly conserved in all
TSP family members (32). CD47 mAb, (clone B6H12, mouse IgG1, Biosource, Montreal,
Quebec, Canada) was used in soluble form. Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE) was purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Human soluble TGF-

BRII was obtained from R&D Systems (Mineapolis, MN).

Cell preparation and culture conditions.

The procedure of blood collection from human volunteers has been reviewed and
approved by CHUM ethic and research committees. Umbilical cord blood mononuclear
cells (CBMC) and PBMC from normal healthy volunteers were isolated by density
gradient centrifugation of heparinized blood using Lymphoprep (Nycomed, Oslo,
Norway). Naive CD4'CD25" and CD4'CD25 T cells were selected from CBMC by
depletion of CD8" cells (Easysep kit, Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada)
followed by negative selection using CD25 microbeads (Miltneyi-Biotec). For adult naive

CD45RA'CD4'CD25 T cells, we performed an additional depletion using CD45RO
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microbeads. Memory CD4" T cells were obtained by CD8 depletion (Stem cell
technologies) followed by negative selection with CD25 and CD45RA microbeads. Purity
was determined to be greater than 97 % CD4 CD25 by FACS analysis.

The differentiation of naive T cells into ThO, Th1, Th2 cells was performed as previously
described (31). Briefly, CBMC were cultured with PHA (1pg/ml) in neutral conditions or
in the presence of IL-12 (60pM) and anti-IL-4 mAb (1pg/ml) or a combination of IL-4
(20ng/ml) and anti-IL-12 (5ug/ml) respectively together with soluble CD47mAb
(10pg/ml) and soluble 4N1K or 4NGG (50pg/ml). After 3 days, cells (more than 98%
CD3 positive cells) were washed and expanded for 9-12 days in cultured medium
supplemented with IL-2. To assess cell division during expansion in IL-2, cells were
labeled with CFSE at the end of the primary cultures. Cells were then washed and
restimulated at 2x10° cells/ml with anti-CD3 (200ng/ml) immobilized on mitomycin C -
treated double CD32/B7.1 L-transfectants (2x10° cells/ml). Purified naive CD4°'CD25™ T
cells were isolated from CBMC and primed with anti-CD3 (1 pg/ml) in the presence of
IL-1 (10 ng/ml) and TNF-a (25 ng/ml). After 3 days, cells were expanded in medium
supplemented with IL-2 and restimulated as described above. Cell proliferation was
determined by adding 1uCi ‘H thymidine (Amersham) during 6h of 2 days culture. IFN-
v and IL-10 were measured by ELISA after 48h restimulation as described (31). For TGF-
B detection, T cells were restimulated for 72h in synthetic HB101 serum-free medium
(Irvine Scientific, Somagen, Canada).

Memory CD4°CD25 T cells (0.5 x 10° cells/ml) were activated with plate-bound anti-
CD3 mAb (10 pg/ml) alone or with soluble anti-CD28 (0.5 pg/ml) (BD Pharmingen) in
the presence or absence of CD47 mAb (10 ug/ml) in 96-well flat-bottom microplates.

After 4 days priming, cells were washed and expanded (1 x 10° cells/ml) in 24-well plate
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for 7 days in the presence of anti-CD3 mAb (0.1 pg/ml) immobilized on CD32 L-

transfectants (8 x 10* cells/ml) and IL-2 (200 IU/ml). At day 4, 1 ml of complete medium
supplemented with IL-2 (400 IU/ml) was added to the culture. T cells were collected and
re-stimulated weekly. After three rounds of expansion, memory T cells were rested for 48

hours in complete medium with IL-2 before examining their regulatory activity.

Suppression assays

Tas (1x10° cells/ml) generated from CBMC, CD25CBMC and umbilical naive
CD4°CD25 T cells were cocultured with autologous ThO, Thl or Th2 cells at 1:1 ratio
unless otherwise indicated. Cultures were stimulated for 48 to 72h with anti-CD3 (50
ng/ml) immobilised on mitomycin C treated double CD32/B7.1 L-transfectants fibroblasts
(1-2 x 10’ cells/ml). To determine their mode of suppression, Tas and ThO or Thl were
physically separated using Transwell culture system (BD, Bioscience). In some
experiments, the regulatory function of Tas was assessed as follows: freshly isolated
purified CD4" responder T cells (1 x 10°/ml) were CFSE labelled and co-cultured with
autologous unlabelled purified CD4" T cells or allogeneic expanded naive or memory

regulatory T cells at 3/1 ratio.

Flow cytometry analysis

Cells were stained with FITC-, PE-, PerCP-conjugated CD4, CD25, CD28 mAb,
Granzyme A, Fas, FasL, biotinylated CD47, OX40- conjugated mAbs followed by APC-
streptavidin ~ (B.D Bioscience, Mountain View, CA), APC-Granzyme B (Caltag,
Burlingame, CA), PE-coupled GITR mAb, PE-TGF- chicken Ab (R&D Systems,

Minneapolis, USA) or isotype-matched control Abs (B.D Bioscience). Cells were
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analyzed using a FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA). For
intracytoplasmic staining, cells were fixed with 1% PFA for 10 min at room temperature,
washed and stained in permeabilizing buffer (PBS containing 0.03% saponin) with PE-
conjugated CTLA-4 (B.D Bioscience). To detect intracytoplasmic Foxp3 expression,
cells were first fixed and then stained with PE-anti-human Foxp3 mAb (e-biosciences, San

Diego, USA) in permabilizing buffer for 30 minutes at 4° C.

Foxp3 mRNA analysis.

RNA was extracted using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, California, USA) and
Ing of each sample was reversed transcribed using SuperScript (Invitrogen, Carlsbad,
USA). For real-time quantitative PCR (TagMan' ™), message levels were quantified using
the ABI PRISM 7700 Sequence Detector System (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA). The quantitative PCR reaction was performed using TagMan universal PCR master
Mix (PE Applied Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. Relative
expression of each sample was determined by normalizing expression of each target to
GAPDH, and then comparing this value to the normalized expression in a reference
sample to calculate a fold-change value. The values for samples were calculated by ddCT
method. Foxp3 quantitative analysis was performed using Assay on Demand and GAPDH

using pre-developed TagMan assay reagents target kits (Applied Biosystems).

Results

Induction of human regulatory T cells by CD47/TSP interaction.
Our initial studies indicated that CD47 ligation on naive T cells promotes the

development of anergic T cells that produce very low amounts of cytokines including IL-
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2, IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-y (31). We here show that the newly generated T cells,
hereafter named Tas (for T anergic/suppressor cells), displayed regulatory activity (Fig 1).
We started with a well-established model known to induce ThO, Thl and Th2 cells from
cord blood mononuclear cells (CBMC), an abundant source of unmanipulated naive T
cells. CBMC were stimulated with phytohemaglutinin (PHA) in neutral conditions in the
absence or presence of irrelevant control (ThO) or CD47 mAb (Tas); after 3 days, more
than 98% of the cells in culture were CD3" T cells (31). The cultured T cells were CFSE-
labeled, expanded in IL-2 and cell division was examined at day 5 (Fig 1A). Both CD47
mAb-treated CD4" and CD8" T cells (Tas) underwent less cell division than ThO cells. In
fact, Tas expanded 4 times less and displayed significant lower proliferative response than
ThO to CD3/CD28 co-stimulation (Fig 1B), indicating that CD47 ligation induced a
general T cell hypo-responsiveness even after two signals delivery. Tas secreted less IL-
10 but similar amounts of TGF-B as compared to ThO (Fig 1C). They suppressed in a
dose-dependent manner the proliferation and production of IFN-y by autologous ThO in
response to low and high CD3 stimulation (Fig 1D to F). The mean % reduction in ThO
proliferation and IFN-y production in presence of Tas in five experiments was 65% and
73%, respectively.

TSP, the natural ligand of CD47 is a multifunctional molecule containing several
structurally and functionally distinct domains (24). Since T cells express a second TSP
receptor, a4P1, we studied the 4N1K peptide that corresponds to the C-terminal domain
of TSP and selectively binds CD47 as ligand. CBMC were stimulated with PHA in the
presence of 4N1K (Tas) or irrelevant control peptide 4NNG (ThO), washed and expanded
with IL-2. CD47/4N1K interactions on primary naive cells promoted the generation of

regulatory T cells (ThO + Tas). The 4NNG-treated cells lacked suppressive function
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(2xThO cells) (Fig 1G). These data strongly suggested that CD47 mAb, as previously

reported, exert an agonistic activity mimicking the natural CD47 ligand, TSP.

Contact-dependent and TGF-f-independent regulatory function of Tas.

Effector T cells are refractory to the suppressive activity of Tregs in the presence
of IL-4 (33). We here showed that Tas inhibited IL-4 and IFN-y production as well as cell
proliferation of autologous Th2 and Thl cells, respectively (Fig 2A and B). We next
attempted to explore the mechanisms implicated in Tas regulatory function and found that
the suppression of autologous T cells was contact-dependent (Fig 2B). Accordingly, Tas
did not suppress the proliferation and cytokine production when separated from their
targets by a semi-permeable membrane.

Murine Tregs regulatory function is contact-dependent and exogenous IL-2
abrogates the suppression of proliferation but not cytokine production of T effector cells
in a co-cultures system (34). IL-2 circumvented Tas inhibition of ThO cell proliferation
and IFN-y production. However, 11-2 strongly augmented IFN-y production and ThO +
Tas cells still produced significantly less IFN-y than ThO cells (Fig 2C).

Some studies report that Tregs exert their suppressive function through
endogenous TGF-, expressed as a membrane-bound or secreted molecule. Also, TSP is
the main activator of TGF-f8 through its typel repeat and not its C-terminal domain (28).
We here showed that ThO and Tas produced similar amounts of TGF-f (Fig 1C). It was
still relevant to examine whether the CD47-induced regulatory function was mediated by
active TGF-B. The inhibitory function of Tas was not overcome by soluble TGF-BIIR
pointing out to a TGF-B-independent mode of suppression (Fig 2D). Our unpublished

observations indicated that Tas regulatory function was not altered by the addition of IL-1
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or IL-6, known to abrogate the suppressive function of murine Tregs (35) and that
neutralization of TGF-p and IL-10 in the induction phase (CBMC primary cultures) did
not preclude suppressive function of the expanded Tas. Thus, the development of Tas
following CD47/4N1K did not require the presence of the TGF- and IL-10, known to

convert naive T cells into adaptive Tregs and/or Trl.

Activated phenotype and Foxp3 expression by Tas.

We next examined the phenotype of Tas and compared it to that of ThO cells. As
expected from activated T cells, CD4" Tho cells expressed the three conventional markers
of Tregs, i.e. GITR, CTLA-4, OX40 (Fig 3A and C). However, the expression of these

three molecules was significantly up-regulated in CD4" Tas. Tas did not express

significant amounts of membrane TGF-, Latency-associated peptide of TGF-$ (LAP)
nor TSP (not shown), further corroborating with their TGF-B—independent suppressive
function. They expressed similar quantities of CD25, CD28 and CD47 to ThO cells. Since
the suppression of ThO by Tas was contact-dependent, we examined the expression of
mediators of cytotoxicity. CD4 Tas expressed similar amounts of Fas and Granzyme A to
ThO and no significant amount of FasL. and Granzyme B (Fig 3B).

Foxp3 is considered to be the hallmark of Tregs and we found an increased

proportion of CD4+CD25+Foxp.3’+ cells in Tas when compared to ThO (Fig 3D). In
keeping with recent observations, ThO were comprised of a mixture of CD4'CD25"

Foxp3 effectors and CD4'CD25" Foxpj’+ T cells (11). We confirmed the upregulation of

Foxp3 expression by quantifying mRNA in ThO and Tas using real-time PCR (Fig 3D).

Tas displayed a threefold increase in Foxp3 mRNA when compared to ThO. Also, Foxp3
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mRNA expression was higher in freshly isolated and highly purified CD4 CD25" than

CD4'CD25™ cord blood T cells confirming that Foxp3 was indeed expressed in naive

CD4 CD25" T cells in humans (36, 37).

Conversion of naive CD4"CD25 naive and memory T into regulatory T cells by CD47
ligation.

Thus, one could argue that CD47 ligation exclusively expanded the proliferation

of pre-existing naive CD4 ' CD25" Tregs present in CBMC. As a first approach, we used

CBMC depleted in CD25" cells (CBMC CD25") and showed that, in the absence of naive

CD4' CD25" Tregs, CD47 ligation promoted the development of regulatory Tas (Fig 4A).
These data suggest that induction of Tas occurred by engaging CD47 on CD45RA'CD25

T cells and did not require the presence of naive CD4'CcD25" F. oxp3 i Tregs in the starting

cultures. However, we did not exclude the possibility that CD47/TSP interactions might as
well favor the expansion of thymus-derived Tregs.

So far, we showed that ligation of the TSP receptor on unfractionated CBMC

promoted the generation of regulatory T cells enriched in GITR'OX40'CTLA-4'CD4" T

cells and CD4+Foxpj’+ T cells. We also observed an increased proportion of Fas®
GranzymeA" GranzymeB" CD8" T cells in the CD47 mAb-treated cell preparations (Fig
3B). In fact, the CD47-induced enriched Tas population displayed no cytolytic function on
autologous target cells or K562 leukemic cell lines (data not shown) while the CD4" T

cells isolated at the end of Tas expansion in IL-2 (the proportion ranges from 28 to 70% in

different blood samples), displayed a similar suppressive function to the non-separated
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Tas cell preparation (Fig 4B). Notwithstanding, these data did not rule out a requirement
for CD8" T cells at the initial phase of CD4 " Tas induction.

We therefore determined whether direct CD47 engagement on purified naive
CD4'CD25" T cells converted them into regulatory T cells. Indeed, TSP inhibits DC
maturation and T cell activation and thus may exert its effect either on DC and/or on T
cells to induce CBMC-derived Tas (25, 38). To this end, purified CD45RA'CD4'CD25 T
cells, that did not express Foxp3 mRNA (Fig 3D), were stimulated with anti-CD3 in the
presence of CD47 mAb or 4N1K peptide. Naive T cells absolutely require a co-
stimulatory signal for their initial activation but CD28 costimulation prevents CD47-
induced anergy in naive T cells(31). We thus supplemented the CD3-activated naive T
cells with IL1-B and TNF-a (39), a context mimicking inflammatory conditions whereby
TSP is abundantly produced in vivo. (CDA47 ligation on activated purified naive
CD4'CD25T cells promoted the development of Tas that suppressed IFN-y production of
autologous ThO cells and expressed increased amounts of Foxp3 when compared to ThO
generated in the presence of control mAb or 4NNG peptide (Fig 4C). To ascertain the
suppressive function of Tas on the target cells, we independently investigated the
proliferation of the latter, using CFSE-labeled and flow cytometry. Tas generated from
adult naive CD4 CD25T cells significantly inhibited cell division of allogeneic adult
CD4'T cells as measured by CFSE dilution (Fig 4D). Finally, CD47 ligation induced
adult CD3-stimulated CD4 CD25 memory T to become suppressor cells (Fig 4E).
However, in this particular case, memory T cells required repetitive stimulation with anti-
CD3 and IL-2 to become efficient regulatory T cells. Again, Tas suppressive function was

contact-dependent under these experimental conditions (data not shown). In humans and



73
mice (11, 40), CD28 allows the peripheral conversion of CD4'CD25T cells into

regulatory T cells. Here we confirmed these observations (Fig 4E, right panel). However,
CD28 co-stimulation at priming impaired CD47-induced Tas development from memory
T cells, in agreement with the impairment of anergy induction in naive T cells (31).

Taken together, our data demonstrate that interaction between a CD47-specific

TSP peptide and CD47 on human naive (cord blood or adult) and memory CD4'CD25° T

cells promoted the generation of regulatory T cells that were enriched in CD4'F. 0xp3+ and

exerted their suppressive function in a contact-dependent manner.

Discussion

Our present findings identified TSP, a protein rapidly and transiently expressed at
high levels in inflamed and damaged tissues, as an inducer of human peripheral regulatory
T cells. The latter were hypo-responsive to CD3 and CD28 co-stimulation, produced small
quantities of cytokines and suppressed the proliferation and cytokine production by
autologous ThO, Th1 and Th2 cells in a contact-dependent manner. These adaptive Tregs
expressed an activated phenotype as well as increased amounts of Foxp3. As such, the
CD47-induced Tregs resemble naturally occurring thymus-derived Tregs. However, Tas
exhibited distinct features: they expressed similar amount of CD25 to ThO, did not display
granzyme B expression nor a cytolytic function. The induction of adaptive Tregs by TSP
during an inflammatory process is reminiscent of recent findings showing that CD46
ligation by the C3b complement fragment induces the development of cytotoxic Trl. The
latter express substantial amounts of granzyme B (41, 42). Also, Tr1/IL-10-induced Tregs
lack Foxp3 expression and do not require cell-cell contact to exert their regulatory

function in vitro (14, 43). Tas thus differed from CD46 mAb- or IL-10-induced Tregs by



74

phenotype, cytokine profile and mode of suppression (13, 44). TSP is produced by
immature and mature DC (29). Immature DC are described as tolerogenic (45) in that they
induce T cells that secrete large quantities of IL-10 and suppress the proliferation of
autologous freshly isolated PBMC in a contact-dependent manner (44). Interestingly,
prostaglandin E, (PGE;) is a potent inducer of TSP in DC (29) and induces Foxp3 on
human CD4" T cells that display contact-independent regulatory function (46).

We here provided evidence that CD47 ligation converted naive or memory
CD4'CD25°T cells into CD4 Foxp3™ T cells. CD4'CD25 Foxp3" regulatory T cells are
thymus-derived and now designated “endogenous Tregs” or “natural Tregs,” but
increasing evidence in mice and humans indicate that CD4 CD25" Foxp3-expressing T
cells may be very efficiently induced outside the thymus. The induction of peripheral
adaptive Tregs is often proven to be TGF-B- mediated (15, 18, 47). In that regard,
Foxp3'Tregs are rapidly induced following blood-stage infection with malaria sporozoite
and their presence is associated with a burst of TGF-B production, decreased pro-
inflammatory cytokine production and antigen-specific immune responses (48). Since
TSP is an important activator of TGF-f, it was relevant to demonstrate that TSP (i.e.
4N1K peptide) might promote the generation of CD4" regulatory T cells via its direct
interaction with CD47 and Tas suppressive function was TGF--independent.

Selective expression of the Foxp3 gene in naturally occurring Tregs during thymic
development is not sufficient to protect otherwise Foxp3 null mice from developing
disease (9, 49). This suggests that continued peripheral expression of Foxp3 is required to
control disease. Again, TGF-B participates to the maintenance of peripheral Foxp3
expression (21) and the present results suggest that intact TSP may directly or indirectly

contribute to this process in vivo. Nevertheless, while Foxp3 expression is definitely
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required to confer suppressive activity in murine Tregs (7), it may not be sufficient for the
function of human Tregs isolated from healthy donors or patients suffering from multiple
sclerosis or autoimmune polyglandular syndrome type II (50, 51). The latter express

similar amounts of Foxp3, CTLA-4 and TGF-f to Tregs from control donors.

TSP is endowed with potent anti-inflammatory activities at steady state and under
inflammatory conditions. /n vivo, using a cell-based gene therapy in a mouse model of
rheumatoid arthritis, TSP acts by suppressing the IL-1 and enhancing the TGF-f3
production (52). We here propose that TSP that is produced in the LN (mainly by mDC)
may convert naive CD4'CD25T cells into regulatory T cells that negatively control the
inflammatory processes either in lymphoid organs and/or in sites of inflammation.
Increased recruitment of naturally occurring Tregs combined with peripheral conversion
of naive T cells appear to occur in situ when exacerbated inflammation takes place, for
instance in joints of rheumatoid arthritis patients (53). However, the molecules involved
in Tas migration to tissues remain to be determined. The CDI103 Ag, predominantly
expressed by CD25™ and CD25" murine Tregs with suppressive properties (54), is induced
by TGF-f (55) and involved in the retention of Tregs to the inflammatory sites (56).
CCR4 and CCRS are also expressed on human Tregs (57). Our unpublished observations
indicate that Tas, like freshly isolated human Tregs (58), do not express significant levels
of CD103 and displayed similar amounts of CCR7, CCR4 and CCRS8 to ThO. Finally,
TSP, also secreted at peripheral sites in response to inflammation, might further dampen
the inflammatory process by down-regulating DC maturation via at least three receptors:
CD47, CD51 and CD36 (38) as well as facilitating the engulfment of damaged tissues and

cells.
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Therefore it can be hypothesized that TSP, akin to TGF-B and IL-10, when
released in the context of an inflammatory response, promotes the generation of peripheral
regulatory T cells that keep in check the inflammatory process and avoid collateral
damage induced by self or foreign Ags. After renal allograft, TSP, TFG- and Foxp3
mRNA are increased (23, 59). Surprisingly, the latter are significantly correlated with
acute rejection and high levels of Foxp3 transcripts predict an acute rejection reversal.
Finally, ex vivo induction and expansion of human suppressor T cells by CD47 mAb, as
recently proposed for CD45RO/RB mAb (60), may open avenues to design strategies for

the treatment of graft rejection, inflammatory and autoimmune diseases.
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Figures and Figure legends

Figure 1. Induction of T anergic/suppressor cells Tas by CD47/TSP interactions.

CBMC were stimulated with PHA (1pg/ml) in the presence of anti-CD47 or control mAb
(each at 10ug/ml) for 3 days and expanded in IL-2. (A) Cells were labeled with CFSE
after priming, expanded in IL-2 for 5 days and then stained with CD4 mAb before FACS
analysis. (B-C) Cells were collected at day 9, washed and restimulated in HB101 serum-

free medium for 3 days with anti-CD3 mAb (200 ng/ml); the IL10 and TGF-B production

was detected by ELISA in the same cell preparation. Data are the mean + SD of 9

experiments. (D-G) Regulatory activity of Tas. (D and E) Target cells (Th0) and Tas were
cultured alone (1x10°) or together at 1:1 ratio and stimulated with graded concentrations
of anti-CD3 mAb (50 (dashed column), 100 (open column), 200 (black column) ng/ml).

(E) Graded numbers of Tas or ThO were added to 2x10° /ml ThO cells. Shown is one

representative experiment out of five. (F) CD47mAb-induced Tas suppressed the IFN-y

production in Th0. Data represent the mean + SEM of 5 experiments. (G) 4N1K (TSP

peptide selectively binding CD47)-induced Tas suppressed the IFN-y production in 4NNG
(irrelevant control peptide)-induced ThO. Peptides were used at 50ug/ml. Panels B, C and

F: *p<0.05, paired two-tailed Student’s t test.
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Figure 2. Contact-dependent but TGF-B-independent Tas regulatory function and
role of IL-2.

(A) Tas suppressed the proliferation and the production of IL-4 of Th2 cells. (B) The
suppressive activity of Tas on the proliferation and cytokine production on ThO and Thl
was contact-dependent; ThO // TAS or Thl// TAS referred to cocultures where the cells
were physically separated in a transwell system. (C) IL-2 (100 u/ml) added during
cocultures of Tas and ThO circumvemted the inhibition of proliferation but not IFN-
v production by Tas. Data represent mean = SEM of five experiments. *p<0.05, Student’ t
test. (D) Tas regulatory activity was not overcome by TGF-f3 neutralization using soluble-

TGF-B RII at 125pg/ml. Panels A, B and D, one representative experiment out of 4.



IFN-y, pg/ml

O 3H uptake, cpm x 10°

2000

1200

Fig2
60 450
a00 Tho [~
s w - Tas [ Thi R
w0 ) ThO / Tas Tas §
0 50 ThO + Tas [+
005 ™ [ H Th1 // Tas
2 o= Ll — e T X
10 ;20 N Thi + Tas Thi +Tas N\
0 0 0 5 10 15 20 25 0 1000 2000 3000
Th2 Tas Th2+ Tas *H uptake, cpm x 10° IFN-y, pg/ml
100 O medium
m L2
S 80 s
" = Thi
£ .
S0 N Tas
< -
x = Thi+Tas RN
& Thi + Tas + TGFpRI AN
==}
- 2 0 4000 8000 12000
IFN-y, pg/ml
o L
Th0  Tas Th0+Tas ThO0  Tas Th+Tas

80



81

Figure 3. Activated phenotype of Tas and expression of Foxp3.
Panels A-D .ThO and Tas were stained for FACS analysis after 9 days of expansion in IL-

2. Two-color analysis for the expression of 0X40, GITR, CTLA-4, TGF-3, CD25, CD28,
and CD47 (A) and of FAS, FAS-L, Granzyme A and Granzyme B (B) on CD4" cells.

Panel (C) refers to quadruple labeling with antibodies to CD4, 0X40, GITR, and CTLA-
4. Shown is the analysis of double positive cells after gating on CD4" T cells. Panel D)
refers to Foxp3 expression analyzed by flow cytometry (left panel) and real-time PCR

(right panel). ThO and Tas were labeled with antibodies to CD4, CD25 (surface staining),
than permeabilized, fixed and stained for Foxp3 (intracellular staining). Shown is the
analysis of double positive cells after gating on CD4" T cells. Foxp3 mRNA was
quantified in freshly isolated purified CD4'CD25" and CD4"™ CD25 umbilical cord blood
T cells as well as in ThO and Tas. (Panel A-D) Each single dot plot (double, triple or
quadruple staining) is representative of one experiment out of 3.The quadrant labels

showed the proportion of single or double positive cells.
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Figure 4. Ligation of TSP receptor directly converts CD4 CD25 naive and memory
T cells into Foxp3" regulatory T cells.

(A) Tas were obtained from CBMC depleted of CD25" cells (CD25") and stimulated with

PHA (1pg/ml) in the presence of anti-CD47 or control mAb (each at 10pg/ml) for 3 days
and expanded in IL-2. Tas suppressed the IFN-y production in Thl. Shown is one
representative experiment out of 2 (B) Tas and ThO cells were obtained as described
above except that CD4" T cells isolated at the end of the expansion of in IL-2 (CD4") and
compared to Tas. Cells (Tas and CD4") were assessed for their suppressive activity on

autologous Th1 cells. Data represent the mean = SEM of 5 experiments. *p<0.05, Student’

t test. (C) Highly purified naive CD4" CD25 T cells isolated form cord blood were

stimulated with IL-1 (10ng/ml), TNF-a (25ng/ml), anti-CD3 (1pg/ml) with or without
CD47 mAb (10ug/ml) or 4N1K (50ug/ml) and expanded for 6 days in IL2. Cells were
assessed for their suppressive activity on autologous ThO cells. Data represent the mean +
SEM of 5 experiments, *p<0.05, Student’ t test (top panel); Real-Time quantitative PCR
analysis of Foxp3 mRNA in ThO and Tas. One representative experiment out of 3 is
shown (bottom panel). (D) Highly purified naive CD4" CD25 T cells isolated from adult
blood Tas were stimulated as in panel C. Tas were cocultured with freshly isolated CFSE-
labeled allogeneic adult CD4" T cells (bottom panel), unlabeled adult CD4" T cells were
used as controls (middle panel). (E) Adult memory CD4"CD25 T cells were activated on
plate—bound anti-CD3 with soluble anti-CD47, anti-CD28 or both mAbs, followed by 3
rounds of expansion and 48 hours rest in medium supplemented with IL-2. Data (gated on
CFSE-labeled cells) show the proliferation of CFSE-labeled freshly isolated CD4" T cells

co-cultured with memory CD4" T cells activated under three different conditions at 3/1
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ratio. Shown is the FACS analysis of one representative experiment out of five (% of
divided cells; left panel). Four separate experiments represented by different symbols

(right panel). One-way variance analysis test (ANOVA); **p<0.01; ***p<0.001.
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2. Article II
Résumé Article 11
L’expression de CD47 sur les cellules T est un rétrocontroéle négatif de la réponse
immunitaire de type 1

Les cellules dendritiques et un environnement de cytokines spécifique induisent le
développement Thl. Toutefois la régulation de la différentiation Thl par les molécules
membranaires demeure mal définie. Nous rapportons que 1’expression de CD47 par les
cellules CD4" T sert de mécanisme de rétrocontrdle pour réguler négativement in vivo la

+/+) au

réponse immunitaire cellulaire et humorale de type 1. Les souris BALB/c (CD47
profil sécrétoire de cytokines Th2, présentaient un biais de sécrétion d’anticorps de type
Thl a I’état de base et aprés immunisation avec un antigene soluble lorsque le géne codant
pour la molécule CD47 était invalidé (CD477). Les souris CD47" présentaient une
réaction d’hypersensibilité cutanée exacerbée et prolongée, médiée par les cellules T.
Aprés leur transfert adoptif dans une souris CD47"" naive, un jour avant I’immunisation
avec un antigéne soluble, les cellules T transgéniques CD47” (Tg), comparées aux
cellules CD4"CD47""" (Tg), présentaient une réponse immunitaire T spécifique de
I’antigéne biaisée vers Thl et caractérisée par un ratio de cytokines IFN-y:IL-4 élevé.
Toutefois, I’absence sélective de CD47 sur les DCs entrainait une augmentation de
synthése de I’IL-12p70. Les cellules T CD47/ "Tg produisaient plus d’IFN-y et avaient
une expression de T-bet plus élevée comparativement aux cellules T Tg CD47"* en
réponse & une stimulation par les DCs chargées avec le peptide de ’OVA. CD47, comme

¢lément de I’environnement de I’hdte, n’a pas une contribution majeure dans le biais Thl.

Nous avons caractérisé la molécule CD47 sur la cellule T comme un régulateur négatif de
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réponse immunitaire de type 1, qui permet de limiter d’éventuels dommages collatéraux,
afin de maximiser la protection et minimiser 1’atteinte de I’hote.

Ma contribution représente 70% du travail expérimental.
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Abstract

The cytokine milieu and dendritic cells direct Thl development. Yet, the control of Thl
polarization by T cell surface molecules remains ill defined. We here report that CD47
expression on T cells serves as a self-control mechanism to negatively regulate type-1
cellular and humoral immune responses in vivo. Th2-prone BALB/c mice that lack CD47
(CD477) displayed a Thl-biased antibody profile at steady state and following
immunization with soluble Ag. CD47"" mice mounted a T cell-mediated exacerbated and
sustained contact hypersensitivity (CHS) response. After their adoptive transfer to naive
CD47-deficient mice one day prior immunization with soluble Ag, CD47" as compared to
CD47""CD4" transgenic (Tg) T cells promoted the deviation of Ag-specific T cell
responses towards Thl that were characterized by a high IFN-y/IL-4 cytokine ratio.
Although selective CD47 deficiency on DCs led to increase in IL-12p70 production,
CD47'/'Tg T cells produced more IFN-y and displayed higher T-bet expression than
CD47""Tg T cells in response to OVA-loaded CD47” DCs. CD47 as part of the host
environment has no major contribution to the Th1 polarization responses. We thus identify
the CD47 molecule as a T cell negative regulator of type 1 responses that may limit

unwanted collateral damage to maximize protection and minimize host injury.
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INTRODUCTION

In adaptive immunity, CD4" T cells differentiate into T helper 1 (Th1) and Th2 cells in
response to antigenic stimulation (1-4). Thl cells produce mainly IL-2, IFN-y, tumor
necrosis factor-a (TNF-a) and (TNF-B), elicit delayed-type hypersensitivity responses
and participate in cellular immune responses against intracellular pathogens. Th1 cells are
also involved in transplant rejection, and protection from neoplasms (5). Th2 cells produce
IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13, mediate IgG; and IgE production, eosinophilic inflammation
and are important for elimination of certain extracellular microbes and parasites (6).
Overactivated Thl responses cause organ-specific autoimmune diseases, such as type I
diabetes. Thus, elucidation of the molecular mechanisms controlling Thl effectors has
both biological and clinical importance.

Several factors, that include costimulatory molecules, the extracellular cytokine
environment, the nature of the APCs and the method of Ag delivery may influence the
outcome of naive T cell polarization (3, 7, 8). CD4" T cell differentiation is regulated by
multiple transcription factors, though T-bet and GATA-3 are considered as primary
regulators of Thl and Th2 development, respectively (9). T-bet is a Thl-specific
transcription factor activated by IFN-y signaling via STAT1 (10). T-bet induces Runx3
and both transcription factors are required for maximal production of IFN-y, silencing of
the gene encoding for IL-4 and up-regulating IL-12RB2 to reinforce Thl development
(11). Regulatory feedback mechanisms are taking place in the course of a microbial
aggression to dampen Thl responses and limit the damage to the host while maintaining
an effector response. WSX-1 (IL-27 receptor) down regulates protective Thl cell
responses against Toxoplasma gondii. (12). Similarly, expression of the branching 31,6-N-

acetylglucosaminyltransferase V (Mgat5) N-linked glycans increases after T cell
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activation and selectively inhibits Thl cell differentiation. (13). Other regulatory pathways
include the generation of Thl cells expressing T-bet and producing regulatory I1-10 that
serves as antagonist of T cell mediated immune responses to intracellular protozoan
infection (14, 15). Despite of the progress in the molecular understanding of Th
development, whether surface molecules negatively control Thl-mediated immune
responses remains ill defined. Galectin-9/Tim-3, expressed on repeatedly activated Thl
effectors, represents such a pathway that evolved to ensure the termination of undesired
Th1 responses (16, 17).

CDA47, considered as a marker of self on hematopoietic cells, has been shown to trigger a
wide variety of cellular functions. Biological consequences of CD47 ligation vary
according to the mode of CD47 engagement (soluble versus immobilized ligand), its
association with different molecules in cis or in trans and its localization on the cell
surface (18-21). Although CD47 ligation appears to costimulate T cell proliferation (22),
induce their arrest and spreading on inflamed vascular endothelium (23), several lines of
evidence suggest that CD47 expressed on T cells primarily functions as an inhibitory
molecule. First, CD47 inhibits early T cell activation (24) and allogenic mixed leukocyte
reaction (25). Second, CD47 ligation by CD47 mAb or its natural ligand thrombospondin
(TSP) in primary cultures of human cord blood mononuclear cells induces a state of T cell
unresponsiveness characterized by reduced cell proliferation and cytokine expression and
favors the conversion of naive and memory CD4 'CD25 T cells into Foxp3™ regulatory T
cells (26, 27). Because CD47 ligation impairs human naive Th1 development in vitro with
no immune deviation towards Th2 (28), we thought to evaluate whether CD47 contributes
to these developmental changes of CD4" T cells in vivo. To address the question as

whether Ag-specific Thl immune responses is controlled by CD47, we used an adoptive
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transfer model system of DO11.10 TCR transgenic (Tg) mice specific for OVA that were
backcrossed onto CD47”~ BALB/c background, yielding CD47” Tg mice and showed that
CD47"Tg T cell polarization was biased toward Th1 at single cell level as assessed in vivo
and in vitro. The enhanced Th1 response was associated with an increase expression of T-
bet transcription factor in CD47'/'Tg T cells. Finally, CD47-deficient mice displayed a
biased Thl antibody profile and an exacerbated T-cell mediated contact hypersensitivity
responses.

These results provide evidence in vivo that CD47 is a T cell surface inhibitory molecule
that may have evolved to downgrade excessive or unwanted type 1 effector responses for

the maintenance of homeostasis.

Materials and Methods

Mice

The CD47 (Integrin-Associated Protein, IAP) null IAP™~ 129sv/eg mice were backcrossed
into BALB/c for 16 to 18th-generation and were a generous gift from Dr P.A. Oldenborg.
Mice expressing the DO11.10 TCR transgene, which is specific for the peptide residues
323-339 of chicken OVA in the context of I-Ad (BALB/c, CD47""Tg) were purchased
from Charles River and backcrossed into CD47” mice (CD47 " Tg). All eight- to 12-
week-old mice were housed in our breeding colony and care facilities under SPF
conditions. All experimental protocols were approved by the Centre de Recherche du

Centre Hospitalier de Montréal (CRCHUM) and Canadian Council on Animal Care.
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Culture medium, Antibodies and Reagents

Mouse cells were cultured in complete RPMI-1640 medium (Wisent Inc., St.-Bruno,
Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum, Penicillin (500 U/ml),
Streptomycin (500 pg/ml), HEPES buffer (10 mM), and 2-ME (1 mM), (GIBCO-BRL,
Grand Island, NY). OVAsp;330 peptide was purchased from Peptides International
(Louisville, Kentucky, USA), OVA protein and LPS (E.Coli) were obtained from Sigma-
Aldrich. Recombinant mouse cytokines IL-2, IL-4, IL-12 and recombinant granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) were from PeproTech (Rocky, Hill, NJ).
Mitomycin-C was purchased from EMD Chemicals. Soluble CD40 Ligand was a gift from
Amgen (Seattle, USA). The following clones were purchased from ATCC and purified in
our laboratory: 145-2C11 (anti-CD3); GK1.5 (anti-CD4); R46A2 (anti-IFN-y); 11B11
(anti-IL-4); (C15.6) anti-IL-12 and N418 (anti-CD11c¢). PE or APC conjugated anti-mouse
KJ1.26 to identify DO11.10 T cell, were purchased from Caltag (Burlingame, CA).
HM40-3 and 3/23 (anti-CD40); APC or PE-conjugated anti-mouse CD4, PerCP-Cy5.5
anti-mouse CD3e, PE-labeled anti-mouse CDS8 and biotinylated anti-CD4 (GK1.5) from
BD Biosciences (Mississauga, ON, CA). Incomplete and complete Freund’s adjuvant
(IFA and CFA) was from MP Biomedicals (Solon, OH, U.S.A), Alum from Pierce
Biotechnology, Inc (Rockford, IL. U.S.A.). CFSE and PKH-26 red fluorescent cell linker
were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, CA).

Adoptive Transfer

Single cell suspensions were prepared from spleens and lymph nodes harvested from
naive CD47"" or CD47” “Tg mice. CD4" T cells were purified by positive selection using
immunomagnetic beads (Easy Sep, StemCell Technologies Inc, Vancouver, BC, CA).

++

Purity was greater than 98% as determined by flow cytometry. Syngeneic CD47"" and
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CD47" naive recipients were injected intravenously i.v. with 3 x 10° CFSE-labeled
CD47"" and CD47'Tg T cells respectively. One day later, the mice were immunized
subcutaneously s.c. in the footpad with 50 pg of OVA peptide dissolved in 20 pl of PBS
and emulsified in IFA. The draining LN (popliteal) were extracted 7 days after
immunization to assess cell proliferation (CFSE dilution). Popliteal LN were minced in 3
ml RPMI with EDTA and passed through a 70-um nylon cell strainer (BD Biosciences).
LN cells were restimulated with OV Aj;,3 339 peptide in vitro. Proliferative responses were
measured by culturing 2 x 10° total LN cells with 0-10 pg/ml OV As,; 339 peptide for 4
days. Cells were pulsed with 1 pCi of °[H]thymidine (Amersham Bioscience, GE
Healthcare, UK) for the last 12-h and then harvested for liquid scintillation counting. The
number of KJ1.26"CD4" T cells for each group of recipients was determined by FACS
analysis, and proliferation was normalized to 10* KJ1.26°CD4" input. Culture
supernatants were collected on day 4. Data represent the mean + SD of quadruplicates for
each peptide concentration.

++

In some experiments, CD47"~ or CD47"" BALB/c mice were adoptively transferred with
10 x 10° CD47""Tg T cells and immunized one day later s.c. with 0.25 x 10° activated
OVA-pulsed CD47"" bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs). 3 days later, T-cell
specific responses were examined in the draining LN after 72-h in vitro restimulation with
OVA peptide. For competitive migration, CFSE-labeled CD47”Tg T cells and PKH-26
red fluorescent cell linker labeled CD47""Tg T cells were adoptively transferred at the
same time at a 1:1 ratio into CD47"" or CD47 BALB/c recipients. On day 1, mice were
left untreated, (non inflammatory) or immunized in the footpad with OV As;3 339 peptide

(inflammatory conditions). The draining LN were recovered at day 7. CFSE and PKH-26

positive cells were retraced after gating on KJ1.26'CD4" T cells.
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In vivo immunization of unmanipulated mice.

Antibody response

Total and OVA-specific Ig serum level was quantified by ELISA in unmanipulated
CD47"" and

CDA47"" deficient mice at steady state and after immunization. For primary and secondary
responses, 50 pg of OVA protein, in CFA or Alum, had been injected intra-peritoneal i.p.
at day 0 and day 35 respectively. The IgG1 and IgG2b OV A-specific antibody response
was quantified by ELISA in collected serum 35 days after first immunization (primary
response) and 8 days after boost (secondary response).

In vitro Antibody production

++

For in vitro Ig production, B cells were obtained from CD47"" and CD47"" mice spleens
by CD43-depletion (EasySep) and stimulated for 7 days in complete RPMI-1640 medium
by LPS (10 pg/ml) or IL-4 (20 ng/ml) and soluble CD40 Ligand (CD40L) (1 pg/ml) or IL-
4 and anti-CD40 mAb. Total IgG1 and IgG2a production was quantified in the culture
supernatant by ELISA.

In vitro IFN-y production

Balb/c or CD47”" mice were immunized s.c. with 25 pg of OVA protein and 1 pg of LPS
(E.Coli) in IFA. On day 7, the popliteal draining LN were recovered Total LN cells were
CFSE labeled and 10° cells were stimulated with OVA protein (2 mg/ml) in 96-flat bottom
well plates for 48-72 hours. Golgi Stop was added for the last 6-h. The cells were stained
with CD4 mAb and fixed in 2% paraformaldehyde and permeabilised with 0.5% saponin

(BD Bioscience) before staining with APC-labeled antibodies to IFN-y (BD Bioscience)

in the presence of Fc Blocker (Clone 24G2, BD).
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Contact hypersensitivity response

Mice were painted on the shaved abdomens with 20 pl of 0.5% and 0.2% DNFB dissolved
in acetone/olive oil (4:1) on days 0 and 5 respectively. On day 19, mice were challenged
with 20 pl of 0.2% DNFB on each side of the right ear. The left ear was painted with an
identical amount of vehicle and used as control. Ear thickness was measured at four
locations with a micro gauge meter (Mitutoyo, Tokyo, Japan) 24-h after elicitation.
Hapten-specific ear swelling was calculated as follows T-TO, where TO and T represent
the values of ear thickness before and after the challenge, respectively. After 38 days,
some mice were further boosted with 0.5% DNFB on the shaved abdomen. One day later,
cells were recovered from draining LN of DNFB-sensitized CD47”~ and CD47"* mice and
3 x 10° purified CD4" and CD8" T cells using anti-CD4 and anti-CD8 PE-labeled mouse
mADb and immunomagnetic beads (EasySep). T cells were passively transferred in naive
CDA47"" recipients. The ear was challenged with 0.5% DNFB 18-h after T cells transfer
and CHS response was measured on the next day. Results are expressed as the mean ear
swelling (um).

Preparation of BMDCs

Bone marrow-derived DCs (BMDCs) were generated as described previously (29). GM-
CSF (5 ng/ml) was added for 10-14 days to 1 x 106 cells to induce DC differentiation. The
culture medium was renewed every 3 days. Cell purity was >98% CD11c" cells. In some
experiments, BMDCs were activated overnight with 1 pg/ml of LPS and 1 pg/ml OVAs,;.

339 peptide (Peptide International).
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In vitro Th differentiation / activation

A Th1/Th2 differentiation

Isolated CD47"* or CD477°CD4" T cells (1 x 10%ml) were cocultured with mitomycin-C-
treated CD47"" T-cell-depleted splenocytes (APCs) (2 x 10°/ml). Cells were stimulated 3
days in complete RPMI-1640 medium, by graded concentrations of anti-CD3 (1-10
png/ml). For Th1/Th2 differentiation, CD47"" or CD477CD4" T cells (5 x 10*/ml) were
stimulated with soluble anti-CD3 (1 pg/ml) in the presence of CD11c -purified splenic
DCs (25 x 10*/ml) and IL-12 (10 ng/ml) and anti-IL4 (10 pg/ml) (Thl condition) or IL-4
(20 ng/ml) and anti-IFN-y (10 pg/ml) (Th2 condition). After 7 days T cells were
restimulated for 2 days with plastic-coated anti-CD3 (1 pg/ml) and cytokine production
was measured in the culture supernatant by ELISA. CD11c¢" cells were purified from
splenocytes by positive selection using (N418) anti-CDI11c-biotinylated mAb and
immunomagnetic beads (EasySep).

B. For primary and secondary Ag-specific responses

For primary responses, 2 x 10> Tg T cells were cultured in 96-flat bottom well plates with
2 x 10° mitomycin-C-treated APCs or 1 x 10° Tg T were cultured in 96-round bottom well
plates with 5 x 10* BMDCs for 4 days in the presence of 0-10 pg/ml OV As»3 330 peptide.
For secondary response, CD4" T cells primed with OVA peptide (10 pg/ml) were rested
overnight with 50 U/ml of IL-2, then restimulated in vitro under the same conditions as in
the primary response. To measure cell proliferation, cells were pulsed with 1 pCi of
3[H]thymidine on day 4 (primary response) and day 3 (secondary response) for 12-hr and
then harvested for liquid scintillation counting. Data reflect the mean = SD of
quadruplicates for each peptide concentration. Culture supernatants were collected on day

3-4, and cytokine levels were determined by ELISA.
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Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

ELISA kits (BD Pharmingen) were used according to the manufacturers' protocols (IL-4,
IL-10, IL-12p70 and IFN-y). Assays were done in quadruplicate. Error bars in ELISA
figures indicate mean = SEM.

Intracellular cytokine staining

Cytokine production was analyzed after stimulating 2 x 10° draining LN cells with OVA
peptide (10 pg/ml) in 24-well plates, either for 6-h with Golgi Stop or until day 4, in the
presence of Golgi Stop (BD Biosciences PharMingen) the last 6-h. The cells were fixed in
2% paraformaldehyde and permeabilised with 0.5% saponin (BD Bioscience) before
staining with APC-labeled antibodies to IFN-y and PE-labeled antibodies to IL-4 (all from
BD Bioscience) in the presence of Fc Blocker (Clone 24G2, BD). All samples were
washed with PBS with 1% bovine serum albumin (Wisent Inc.) and 0.01% sodium azide
(Fisher Scientific Inc) and analyzed on a Becton Dickinson FACS Calibur (BD
Bioscience) machine and Cell Quest software.

Western blot

T cells were lysed in ice-cold lysis buffer, containing 1x TNE buffer (50 mM Tris, pH 8.0;
0.1% IGEPAL CA-630; 2 mM EDTA, pH 8.0) and 10 pg per ml each of the protease
inhibitors leupeptin, aprotinin, N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone, and
phenylmethylsulfonyl fluoride, as well as the phosphatase inhibitors sodium fluoride
(50 mM) and sodium orthovanadate (1 mM). Lysates were left on ice for 10 min and
centrifuged for 10 min at 13 000 g in a microcentrifuge at 4° C to remove nuclei
membranes. Proteins were separated on 8.5% SDS—polyacrylamide gels and transferred to
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with 5% non-fat dried milk in TBS-T

(1% Tween 20) and incubated with antibody against mouse T-bet (4B10, Santa Cruz
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Biotechnology) diluted in TBS-T and 5% BSA, followed by goat anti-mouse IgG antibody
(H+L) conjugated to HRP (Jackson ImmunoReserch Laboratories. Inc). Immunolabeling
was detected using an enhanced chemiluminescence detection system (GE, Healthcare).
For normalization, anti-B-Actin mAb (Sigma-Aldrich) was used as a control.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Instat program.

Results

I. The lack of CD47 on T cells enhances in vitro Thl differentiation.

CD47 ligation decreases IL-12 responsiveness by neonatal and adult human CD4" T cells
and impairs their in vitro development into Thl effectors (28, 30). Here, we examined
whether the absence of CD47 on murine CD4™ T cells affects their in vitro capacity to
produce IFN-y in neutral conditions. Polyclonal activation of purified CD4" T cells
isolated from CD47" mice induced large amounts of IFN-y when compared to
CD47""CD4" T cells. In fact, lack of CD47 significantly lowered the threshold of TCR
cell activation for IFN-y production. CD47CD4" T cells stimulated by anti-CD3 (1
ng/ml) secreted similar quantities of [FN-y as CD47""CD4" T cells activated by anti-CD3
(10 pg/ml). Under the same conditions, cell proliferation and IL-4 production was
comparable in CD47” and CD47"" T cells (Figure 1A). We next examined whether the
increased IFN-y production seen in CD47" T cells was directly related to an altered CD3¢
expression and found that the density of CD3e was unchanged in both group of mice
(Figure 1B). We next showed that CD4" T cells deviated their cytokine profile toward Th1
under polarizing conditions. CD4" T cells were activated with anti-CD3 in the presence of

APC and anti-IL4 plus IL-12 (Thl) or anti- IFN-y plus IL-4 (Th2) for 7 days and then re-



104

stimulated with anti-CD3. The Thl-induced bias seen in CD47" CD4" T was reflected by
a high IFN-y/IL-4 versus low IL-4/IFN-y ratio in Thl and Th2 polarizing conditions,
respectively (Figure 1C). Notably, CD47CD4" T cells produced significantly more IFN-
y as compared to CD47"*CD4" T cells and IL-4 production was not influenced by CD47
ablation (not shown). These in vitro data indicate that CD47 on mouse CD4" T cells
negatively regulates the generation of Thl effectors, confirming results obtained with

human naive T cells.

I1. CD47 deficiency in BALB/c mice drives Th1 polarization in vivo.

To directly assess the in vivo role of CD47 in Thl differentiation in response to soluble
Ag, DOI11.10 T-cell receptor transgenic (Tg) mice which is specific for chicken
ovalbumin (OVA) peptide (amino acids 323-329) presented on the MHC class II molecule
I-AY were backcrossed to CD47"~ BALB/c mice to generate CD47"Tg mice. We first
examined the cell proliferation and cytokine profile of CFSE-labeled CD47" and
CD47""Tg T cells that were passively transferred into naive CD47" or BALB/c hosts
respectively, one day prior their s.c. immunization with OVA peptide in incomplete
Freund adjuvant (IFA) (Figure 2). After 7 days, draining lymph nodes (LN) were collected
and the proportion of clonotypic CD4" T cells, hereafter referred as CD47"" and CD47™
Tg T cells, that underwent cell division (CFSE dilution) was comparable in the two hosts
(mean + SEM of eight mice from eight separate experiments, 81.5%+3.3 and 76.0%+4.9
for CD47"" and CD47'/'Tg T cells, respectively, p >0.05) (Figure 2A, left panels). By
contrast, CD47'/'Tg T cells transferred into CD47” mice produced significantly more IFN-

vy on a per cell basis as compared to CD47""Tg T cells in CD47"* mice. Notably, the

frequency of IFN-y-producing cells among CD47” “Tg T cells was increased when assessed
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at the end of the 7 days in vivo priming (Figure 2A, right panels) and after 4 days in vitro
secondary stimulation with OVA peptide (Figure 2 C). The cytokine production was
mainly restricted to T cells that divided in response to Ag stimulation. As for the ex vivo
cell proliferation, the extent of Tg T cell proliferation after in vitro restimulation was
comparable regardless of the presence of CD47 on T cells and the peptide concentration.
In contrast to in vitro polyclonal activation of purified CD4" T cells, IFN-y secretion was
increased and IL-4 secretion was reduced in CD47" LN cells after in vivo immunization
with soluble Ag (Figure 2B). Collectively, these data support the conclusion that CD47

deficiency in Th2-prone BALB/c mice alters Th1/Th2 balance in favor of Thl subset.

III. Absence of CD47 on CD4" T cells favors in vivo Thl responses and T-bet
expression.

We next thought to delineate whether Thl-induced bias was caused simply by the lack of
CDA47 on Tg T cells or more generally by CD47 deficiency in the host. Indeed, CD47 is
expressed on all hematopoietic and non hematopoietic cells. To directly address this
question, it is desirable to compare Th profile of CD47”/ Tg T cells to that of CD47" "Tg T
cells in a CD47"" host. However, this is not feasible because CD47 is considered as a
marker of self on live cells and as such, several studies report the immediate clearance of
CDA47-deficient cells in wild-type hosts as a result of the lack of an inhibitory signal
delivered through SIRP-a (19). To ascertain these observations, CFSE-labeled CD47"
and PKH26-labeled CD47+/+Tg T cells were co-injected i.v. at 1:1 ratio in the two types of
hosts and retraced after 7 days in the draining LN. One day after adoptive T cell transfer,
mice were either left untreated (non inflammatory conditions) or immunized s.c. with

OVA peptide in IFA (inflammatory conditions). As clearly depicted in Figure 3A, CD47""
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Tg T cells were readily eliminated in CD47recipients under both conditions, confirming
and extending published reports (31, 32). In contrast to their clearance from BALB/c host,
CD47"Tg T cells survived and divided as well as CD47""Tg T cells in a CD47"
recipient.

We first evaluated the role of CD47 as part of the environment in the deviation toward
Thl. CD47""Tg T cells were adoptively transferred into a CD47” or CD47"" host one day
prior s.c. immunization with OVA-loaded bone marrow-derived CD47"" DCs (Figure
3B). After 3 days, we collected the draining LN and found a comparable level of Tg T cell
proliferation and IFN-y secretion in the two recipients. These results strongly suggest that
absence of CD47 in the host has a minor contribution to the quality of the Ag-specific
CD47"" T cell response to CD47"" APC, not ruling out a potential facilitating role for
CDA47-deficient APC on T cell responses. Because of the in vivo elimination of CD47"
APC from the CD47"" host, we next performed in vitro coculture experiments to assess
the impact of CD47 ablation on DC on T cell responses (Figure 4A). CD47" APC were
superior to CD47"" in eliciting IFN-y production by CD47"" or CD47” Tg T cells (Figure
4A). Note that CD47" APC produced more IL12p70 and equal amounts of IL-10 than
CD47"* APC. Nonetheless, CD47 ablation on CD4" T cells led to increase IFN-y
secretion in the presence of either APC. These data point towards a relative contribution of
DC-derived IL-12 to the Th bias seen in CD47" mice (Figure 4B).

T-bet expression is known as a Thl lineage commitment transcription factor. IFN-y
transactivates T-bet in Ag-activated T cells (33). We thus examined whether the increased
IFN-y production in CD47'/'Tg T cells was correlated with an enhancement in T-bet
expression. In vitro activated CD47”/ Tg T cells in the presence of OVA-loaded CD47"

++

APC expressed more T-bet (Figure 4C) as compared to CD47 " Tg T cells. Increased T-



107

bet expression and IFN-y production was still observed after IL-12 neutralization in
primary cultures (Figure 4D and data not shown) suggesting that the Thl bias of CD47"
mice was not strictly dependent on paracrine IL-12/IFN-y production.

Finally, to directly examine the function of CD47 in vivo on T cells, CD47" recipients
were immunized with OVA in IFA s.c. one day after adoptive transfer of Tg T cells
expressing or not CD47 (Figure 5). Both types of Tg T cells were recovered in
comparable number after transfer in a CD47" host (6.4 x 10° +1.4 and 6.9 x 10° +1.4 for
CD47"" and CD47"Tg T cells respectively, mean + SEM of seven mice from separate
experiments). Our data revealed that CD47 Tg T cells deviated their response toward Th1

++

as compared to CD47 " Tg T cells. Indeed, we found a significant increase in the
frequency of IFN-y producing cells and a slight decrease in the proportion of IL-4 positive
cells among CD47/ Tg T cells as compared to CD47" "Tg T cells (Figure SA and B). This
was reflected by an augmented IFN-y/IL-4 ratio (Figure 5C), demonstrating that CD47 on
T cells negatively regulates IFN-y and Th1 development in CD47" mice. The absence of

++

CDA47 in the environment altered the CD47" Tg T cell proliferation without reducing the
proportion of IFN-y positive cells, which in fact remained as low in CD47™" (6.33% * 1.5)
and CD47"" (6.35% =+ 2.2) hosts. Furthermore, we noticed a reduction in T cell recovery
in CD47-deficient mice. As previously reported (29), this might result from the defective
CD47"" DC migration across lymphatic vessels and a subsequent impaired T cell priming.
Collectively these results demonstrated that CD47 expression on CD4" T cell negatively

regulates IFN-y production and T-bet expression as well as in vivo Thl development in

response to soluble Ag. CD47 expression on APC influences the Th1/Th2 balance in vivo.
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IV. CD47 deficiency promotes a Th1-biased antibody profile

We next thought to evaluate whether the humoral immune responses were biased toward
Thl in CD47-deficient mice. We examined the serum antibody isotypes in unmanipulated
CD47"" mice and observed a prominent increase in Ig isotypes associated with a Thl
phenotype, IgG2a and IgG2b, with no significant effect on IgG1 serum levels, which was
associated to the Th2 profile (Figure 6A). The strong Thl antibody isotype profile
observed in CD47"~ mice at steady-state was maintained after primary and secondary
antigenic challenge. Indeed, upon immunization with OVA in complete Freund’s adjuvant
(CFA), IgG2a OV A-specific antibodies were at least 10 fold higher in CD47" mice when
compared to BALB/c mice (Figure 6B). Moreover, CD47" mice still showed a strong Thl
bias when using alum, a Th2 adjuvant. In contrast, the [gG1 Ag-specific primary response
was not significantly modified in the CD47"~ mice at 35 days post-immunization. Thus in
vivo, in the absence of CD47, primary immune responses to soluble Ag are strongly biased
towards a Thl phenotype, with a slight delay in Th2 antibody isotype production. Upon
secondary challenge in IFA, not only were OV A-specific IgGG2a antibodies increased but
IgG1 antibodies now showed a significant decrease (Figure 6C). Therefore, using CFA
followed by IFA as an adjuvant, the Thl antibody response was enhanced while Th2 was
abated. Similarly, with alum, the Thl secondary antigenic response was enhanced, as
observed by an increase in OVA-specific IgG2a antibodies (Figure 6C). In contrast, the
Th2 antibody response was not reduced as alum drives strong Th2 responses.

We next examined whether the Thl Ab response in non manipulated CD47” mice was
caused by the Thl-biased cytokine profile (enhanced IFN-y production) and/or attributed
to a B-cell intrinsic defect. To this end, Balb/c and CD47 deficient mice were immunized

s.c. with OV A protein in IFA plus LPS and Ag-specific T cell response was examined in
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the draining LN. The frequency of proliferating IFN-y producing CD4" T cells was

++

significantly increased in CD47" when compared to CD47" " mice (Figure 7A). However,
we found no significant difference in the quality and the quantity of IgGl and IgG2a
produced in vitro by LPS, IL-4 and CD40-activated purified B cells expressing or lacking
CDA47 (Figure. 7B).

Taken together, CD47 ablation in a Th2-prone BALB/c background is sufficient to

promote a Thl biased cellular and humoral response both at steady state and following in

vivo immunization with soluble Ag.

V. CD47 deficiency exacerbates contact hypersensitivity response

It is generally believed that CD8" T cells play a role in contact hypersensitivity response
(CHS) with a significant contribution of CD4" T cells and IFN-y. CHS are mediated by
hapten-specific T cells generated in response to a chemical skin irritant exposure such as
DNFB. We therefore assessed the development of CHS in CD47"" mice. BALB/c and
CD47"" mice were sensitized with DNFB at day 0 with a boost at day 5 and next
challenged on the ear on day 19. As depicted in Figure 8A, the ear swelling response was
significantly increased in CD47" as compared to BALB/c mice. The enhancement was
more prominent after 24-h challenge but still present at 48-h. In the next series of
experiments, BALB/c and CD47"" mice were hyperimmunized and 18-h after the last
DNFB immunization, sensitized T cells were purified from draining LN and passively
transferred i.v. into naive CD47”" mice that were challenged with DNFB on the ear the
next day (Figure 8B). Ear swelling was measured from day one after DNFB challenge. We
here showed that purified CD47" T cells from hyper-immunized mice were capable of

transferring exacerbated CHS to CD47" mice, demonstrating that CD47" T cells
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mediated the sustained local inflammatory process. However, our unpublished
observations indicated that CHS was exclusively observed after transfer of CD4" and
CD8" T cells (1/1 ratio) mixture and not using purified CD4" T cells alone.

Taken all, our data demonstrated that CD47 negatively regulates in vivo type 1 cellular

immune responses and thus may serve to limit unwanted inflammatory reactions.

Discussion

Type 1 immune responses and the effector protein IFN-y play a critical role in the
control of inflammatory process, the protection against pathogens and tumors (4, 5). Here,
we demonstrated that CD47 negatively regulated type 1 humoral and cellular immune
responses in vivo. By ablating CD47 in mice, we found that Th2-prone BALB/c mice
developed a Thl-biased cytokine and Ab profile at steady state and after immunization.
More specifically, the CD47/ Tg T cells were poised to deviate toward Th1l phenotype in
response to soluble Ag in primary and recall responses in vitro and in vivo. Thus, our
results identify the T cell surface CD47 molecule as a self-control negative regulator of
Th1 responses.

Th1 versus Th2 polarization and helper function for Ab production is dictated by
rather complex interactions. DCs that have been activated by pattern recognition receptors
(PRRs) instruct naive T cell differentiation into Thl effectors (34). A selective
combination of two Toll-like receptor (TLR) signals synergizes for the production of
biological IL-12 by DCs and strongly favors Thl response (35). Similarly, a cooperative
stimulation between Nod-like receptor (Nodl) and TLR is essential for successful
elicitation of adjuvant-induced adaptive cellular and humoral immune responses (36).

CD47" mice immunized with soluble Ag in CFA or alum mounted a Thl-biased cellular
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and humoral response. IFN-y production was increased in the draining LN and serum Ab
profile showed elevated IgG2a and IgG2b levels after immunization with soluble OVA.
How this conforms with the generalized (IgG1 and IgG2) blunted immune response to
particulate Ag reported in CD47" Thl-prone C57BL/6 mice is unclear (37). The present
study provided evidence that CD47BALB/c not only displayed a Thl-biased Ab profile
but also developed an exacerbated type 1- mediated CHS response to DNFB. Our data
revealed that CD47”"T from DNFB-hyperimmunized mice transferred the enhanced CHS
response to naive CD47” mice when compared to CD47"*T cells. Also, CD4'Tg T cells
lacking CD47 upregulated their T-bet expression. Hence, T-bet transgenic mice develop
contact dermatitis mediated by IFN-y produced by type 1 cytotoxic T and CD4" Th cells
(38). Activated NK cells produce large amounts of IFN-y, potentiate Thl priming and also
participate to the CHS reaction (39, 40). Our unpublished data showed that CD47” mice
displayed a higher proportion of NK cells when compared to BALB/c and the CD47-
deficient NK contribution to the Thl-biased phenotype and CHS response remains to be
determined. Epidermal and dermal DCs negatively control the induction of CHS and the
absence of Langerhans cells even augments CHS (41). In fact, lack of CD47 expression on
myeloid DCs negatively regulates their transendothelial migration. As a consequence, the
number of skin-derived DCs is reduced in the LN at steady state and after FITC
sensitization and the splenic marginal zone is quasi-depleted of CD4'DCs (29). Of
interest, IFN-y negatively regulates DC migration (42).

Taken all, the Thl-bias reported in the present study combined to the defective
skin derived-DC migration in CD47” mice may contribute to the exacerbated CHS
response observed in CD47"~ mice. Our present data are in apparent contradiction with the

decreased DNFB response observed in CD477"C57BL/6 mice (37). However, our results
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concurred with the prolonged inflammatory response to oxazolone reported in the latter
strain of mice (43). Local deficiency in T cell apoptosis in CD47"" mice provides an
additional mechanism for the augmented CHS response (44). Hence, CD47 ligation by
TSP or a CD47 mAb induces caspase-independent cell death in human primary B and T
cells and CD477 T cells are resistant to FAS-mediated apoptosis (20, 44, 45).

IL-12 is a dominant player to drive Thl polarization. The TSP/CD47 pathway is an
autocrine negative regulator of IL-12 secretion in human DCs and impairs Thl
development (46). Likewise, bone marrow-derived CD477"DCs secreted more IL-12p75
than wild type DCs and facilitated in vitro IFN-y production by CD47"* and CD47" Tg T
cells. However, enhanced T-Bet expression may still be observed in CD47CD4" T cells
in the presence of neutralizing anti-IL12 mAb suggesting a minor contribution of
paracrine IL-12. In vivo, Ag-pulsed DEC205 'CD8 'DCs, which are the main source of IL-
12, induce the development of Thl whereas CD4" myeloid DCs drive Th2 when injected
into animals (47). The fine tune of the Thl response may be regulated by signals other
than IL-12 delivered by DCs to T cells. Among others, expression of CD70 on
DEC205'CD8'DCs and delta4 Notch-like ligand on CD4'DCs promote IL-12-
independent Thl response in vivo (48, 49). SIRP family members, that include SIRP-a
and vy, represent the other CD47 binding partners that are selectively expressed by myeloid
and T cells, respectively and negatively regulate the IL-12 response (30, 50). SIRP-
o/CDA47 interactions in trans impair IL-12 but not IL-2 T cell responsiveness (30). Thus,
both T cells and DCs coexpress CD47 and its two ligands (SIRP and TSP) (50). The
respective and predominant contribution of CD47/TSP versus CD47/SIRP interactions
through competition for CD47 access in cis and its potential impact on Thl driven

responses definitely need to be addressed.
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A strong TCR signal ensures a robust IFN-y response by purified T cells, which in
turns promotes IL-12RP2 expression (51). We here showed that absence of CD47 on
CD4" T cells lowered the threshold of CD3 activation for IFN-y secretion but no alteration
in CD3¢ expression was found in CD47" mice (52).

Interestingly, low quantities of nitric oxide (NO) are reported to promote Thl
differentiation by upregulating IL-12RB2 expression via increase in ¢cGMP (53) and
TSP/CD47 interactions on vascular endothelial cells impair the NO response by inhibiting
cGMP synthesis (54). This suggests that interference with NO pathway may represent
another potential mechanism for CD47 to alter Th1 response. Notably, endogenous TSP is
rapidly expressed on T cell surface following CD3 stimulation, provided T cells
established a contact with the extracellular matrix protein fibronectin (55).

Despite their Thl bias, CD47-deficient mice did not develop spontaneously
autoimmune diseases. Paradoxically, enhanced IFN-y does not necessarily translates into
an inflammatory or autoimmune phenotype (56, 57). IFN-y is reported to induce Treg
development and oppose to the development of the newly described pro-inflammatory
Th17 subset (58, 59). However, T-bet” mice, lacking Thl effectors, are resistant to the
development of experimental auto-immune encephalomyelitis despite of the presence of
Th17 producers, underlying the potential benefit of interrupting a Th1 response (60).

Nonetheless, IFN-y plays a critical role in the protective response against
intracellular pathogens that include parasites, mycobacteria, salmonella and listeria (5, 10,
61). Whether CD47 decreases pathogen-driven Thl responses remains to be evaluated. In
that regard, a CD47-like protein (M128L) serves as a potent immunomodulatory virulence

factor expressed by myxoma virus, to provide the virus with a selective advantage in vivo.
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This likely correlates to the ability of M128L to inhibit myeloid-lineage cell activation
(62).

We here propose that CD47 is a T cell negative sensor that may serve to dampen
unchecked pro-inflammatory Thl responses. Thus, manipulating CD47 signalling
pathway may reduce the intensity of undesired collateral tissue damage to maximize

protection and minimize host injury.
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Figure 1. CD47 on T cells negatively regulates Th1 development in vitro.

(A) CD47"" or CD47"°CD4" T cells (1 x 10%ml) were stimulated with graded
concentrations of anti-CD3 mAb in the presence of mitomycin-C-treated T-cell-depleted
splenocytes (APCs) (2 x 10°%ml) for 3 days. Proliferation was measured by °[H]
Thymidine incorporation for the last 6-h of the culture period and IFN-y and IL-4
production was detected by ELISA (Student paired t test, *: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p
< 0.001 n=5 independent experiments). (B) Flow cytometric analysis of TCR/CD3
(CD3¢) on CD47"" and CD47°CD4" T cells. Representative result from six mice. (C)
CD47"" or CD47°CD4" T cells (5 x 104/m1) were primed with soluble anti-CD3 mAb (1
ng/ml) in the presence of CD11c¢ -purified splenics DCs (25 x 10°/ml) for 7 days in Thl
[IL-12 (10 ng/ml) and anti-IL-4 (10 pg/ml) mAb] or in Th2 [IL-4 (20 ng/ml) and anti-IFN-
v (10 pg/ml) mAb] polarizing conditions. Cells were washed and restimulated with plastic-
coated anti-CD3 mAb (1 pg/ml) for 2 days. IFN-y and IL-4 were measured by ELISA at
the end of the restimulation (Mann-Whitney Test, **: p < 0.01 n=5 independent

experiments).
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Figure 2. CD47 deficiency favors Th1 differentiation in-vivo.

CFSE-labelled CD47"" and CD47"Tg T cells were adoptively transferred to CD47"* or
CD47" naive mice, respectively, one day prior s.c. immunization with 50 pg of OVA
peptide in IFA. On day 7, the draining LN were recovered: (A) CFSE dilution profiles of
responding Tg T cells after gating on clonotypic KJ1.26'CD4" T cells (left and middle
panels). IFN-y and IL-4 production among KJ1.26'CD4" T cell was analyzed by
intracellular cytokine staining following OV A peptide stimulation for 6-h in the presence
of Golgi Stop (right panel). Data are representative of three to six mice per group.
Numbers indicate the percentage of positive cells in each quadrant and the mean
fluorescence intensity. (B) In vitro recall responses to OVA of CD47” or CD47" Tg T
cells. LN cells (2 x 10%ml) were cultured with increasing concentrations of OVA peptide.
Cell proliferation, IFN-y and IL-4 secretion were measured after 72-h. Data represent the
mean £ SEM of 5 to 8 individually analyzed LN from separate mice. (C) Intracellular
cytokine production gated on KJ1.26'CD4" T cells. Draining LN cells were stimulated
with OVA (10 pg/ml) for 4 days and Golgi Stop was added for the last 6-h. Number
indicate percentage of cytokine-producing KJ1.26'CD4" T cells and mean fluorescence

intensity. One representative experiment out of three mice per group.
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Figure 3. Impact of CD47-deficient environment on in vivo CD4'Tg T cell responses

(A) CFSE-labelled CD47'/'Tg T cells were eliminated from the draining LN of CD47""
recipients in homeostatic and inflammatory conditions. CFSE-labelled CD47"Tg T cells
and PKH 26-labeled CD47""Tg T cells were co-injected at a 1:1 ratio into naive CD47"
or CD47" BALB/c recipients. On day 1, some mice were immunised s.c. with OVA
peptide in IFA (inflammatory condition). Shown are CFSE and PKH-26 profiles on gated
clonotypic KJ1.26'CD4" T cells. Data are representative of at least 2 mice per group (B)
CD47""Tg T cells were passively transferred into CD47"" or CD47" syngeneic
recipients. One day later, mice were immunized s.c. with 0.25 x 10° activated OVA-pulsed
CD47"" BMDCs. After 72-h, the draining LN were extracted and LN cells were
stimulated with 10 pg/ml OVA peptide. °[H] Thymidine incorporation and IFN-y
production were measured on day 3. Data represent mean = SEM of three to five

individually analysed LN from separate mice.
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Figure 4. CD47 deficiency on DC and T cells enhances IL-12, IFN-y and T-bet
expression.
(A) Purified CD47"" or CD47'/'Tg T (1 x 10°/ml) were cocultured for 3-4 days with
CD47"" or CD47""BMDCs (5 x 10*ml) loaded with increasing concentrations of OVA
peptide. Cells were restimulated with mitomycin-C-treated APC with increasing dose of
OVA peptide. IFN-y secretion was detected at the end of a 3 days culture by ELISA. One
representative experiment out of three. (B) 0.5 x 10° CD47" or CD47"" BMDC were
stimulated with lipopolysaccharide LPS (1 pg/ml) and IFN-y (20 ng/ml). Supernatants
were harvested at 24h, and assayed for IL-12p70 and IL-10 by ELISA. The error bars
represent standard deviations of SEM of 5 five independent experiments. (C) Naive
CD47"" or CD47"Tg T cells were stimulated with OVA peptide (10 pg/ml) in the
presence of CD47”" mitomycin-C-treated T-cell depleted splenocytes (APC) for 5 days.
Cell lysates were analysed by Western-blot for T-bet expression. As positive control,
CD47""Tg T cells were activated in Thl polarizing conditions. One representative

" or CD47Tg T cells were were primed in

experiment out of three. (D) Naive CD47
vitro with CD47” mitomycin-C-treated (APC) with OVA peptide (10 pg/ml), in the
presence or absence neutralizing antibodies to IL-12. After 4 days priming, CD4" T cells
were collected and expanded in IL-2 for another 3 days. CD4" T cells were then
restimulated 6 hour with PMA and ionomycin and T-Bet expression was determined by

intracellular staining (4B10, Santa Cruz Biotechnology). One representative experiment

out of two.
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Figure 5. Absence of CD47 on CD4" T cells favours Th1 polarization in vivo.

(A) CFSE-labelled CD4 Tg T cells lacking or not CD47 were adoptively transferred into
naive CD47"" or CD47"* hosts. At day 1, mice were immunised s.c. with OVA peptide in
IFA. After 7 days, draining LN were recovered, and cell proliferation was assessed by
CFSE dilution profiles (gated on CD4" and KJ1.26" T cells) and numbers indicate the total
cell recovery (middle and right panel). LN were stimulated with OVA peptide for 6-h in
the presence of Golgi Stop. Shown are the frequencies of IFN-y and IL-4 producing cells
and mean fluorescence intensity among KJ1.26'CD4" T cells (left panel). Data are
representative of three mice per group. (B, C) Shown are the proportion of KJ1.26 TFN-
y'CD4" T cells (B) and the IFN-y/IL-4 ratio in draining LN (C). Each individually
analyzed LN is represented by a single dot for separate experiment. The average value for
each group is represented by a horizontal bar. (Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test,

*: p<0.05).
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Figure 6. Thl-biased antibody profile in CD47" mice

(A) CD47"" mice showed enhanced secretion of IgG2a and IgG2b Ab at steady state and
upon immunisation. Immunoglobulin isotype from the sera of 6 to 9 week-old female
mice were quantified by ELISA. Of note, similar data was obtained with male mice. (B)
Female mice were immunised i.p. with 50 pg ovalbumin either in complete Freund’s
adjuvant (CFA, favour Th1/Th2 mixed response) or in alum (Th2 response). 35 days after
the injection, the mice were bled and OV A-specific antibodies were quantified by ELISA
(C). The mice were rechallenged i.p. on day 35 with 50 ug OVA, either in alum or for
CFA previously immunised mice, in incomplete Freund’s adjuvant (IFA). Seven days
after the second injection, the mice were bled and OVA-specific antibodies were

quantified by ELISA. ##*: p <0.001; **: p <0.01.
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Figure 7. Enhanced Ag-specific Thl responses with no B cell-intrinsic defect in non
transgenic CD47"" mice

(A) Intracellular IFN-y production gated on CFSE'CD4" T cells. Balb/c or CD47" mice
were immunized s.c. with 25 ug of OVA protein and 1 pg of LPS (£.Coli) in IFA. On day
7, the draining LN cells were labeled with CFSE and stimulated with OVA protein (2
mg/ml) for 48-72h. Golgi Stop was added for the last 6-h. Histograms indicate a
percentage of CFSE TFN-y-producing CD4" T cells. Data represent mean + SEM of seven
to eight individually analyzed LN from separate mice (Unpaired t test *: p < 0.05). (B)
Absence of B cell-intrinsic defect in CD47 deficient mice. B cells were purified from
spleen by anti-CD43 negative selection and cultured in vitro for 5 to 7 days with LPS (10
ug/ml), or IL-4 (20 ng/ml) plus either CD40L (1 pg/ml) or anti-CD40 mAb (1 pg/ml).

Antibody production was measured by ELISA. Data represent mean + SD of four mice per

group.
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Figure 8. Exacerbated DNFB-induced CHS response in CD47" mice.

(A) Mice were sensitized by painting the shaved abdomen with 0.5% DNFB and boosted
5 days later. On day 19, the right ear was challenged with 0.2 % DNFB and the left ear
was painted with vehicle (acetone). Ear thickness was measured 24-h to later. Results are
expressed as the mean £ SEM ear swelling (um). (B) CHS response after the T cell
adoptive transfer. Mice were immunized and challenged as in A. On day 38, hyper
immunised CD47"" and CD47” mice were boosted with 0.5% DNFB on the shaved
abdomen. On day 40, T cells were recovered from draining LN and 3 x 10° cells were
passively transferred in naive CD47" recipients. Ear challenge with 0.5% DNFB was
performed 18-h after adoptive T cell transfer and the CHS response was measured on the
next day. Panel A and B results are expressed as the mean + SEM of ear swelling (um).
Hapten-specific ear swelling was calculated as follows: [treated ear thickness — control ear
thickness] — background swelling. (Paired t test, *: p < 0.05, **: p < 0.01, n= at least 6

mice per group). Data are one representative experiment of two.
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3. Article 111

Résumé Article 11T
La costimulation via CD28 inhibe le développement Th17

Les cellules Th17 participent a la défense de I’hote contre les pathogenes et a la
pathogénése des maladies auto-immunitaires. La costimulation médiée par CD28/B7 est
impliquée dans I’induction et I’évolution de maladies auto-immunitaires, mais son role
dans le controle du développement Th17 reste a clarifier. Nous rapportons qu’un mAc
soluble anti-CD28 inhibe la différenciation des cellules T CD4" naives activées avec de
I’anti-CD3 en cellules T productrices d’IL-17 en conditions polarisantes Th17. La
costimulation par CD28 réduisait la fréquence des cellules qui proliféreraient et
produisaient I’IL-17. Nous avons montré que la suppression induite par I’engagement du
CD28 était médiée par la production de I'IL-2 et de D'IFN-y. L’inhibition du
développement Th17 était corrélée a une diminution plutét qu’une augmentation du
pourcentage de cellules T CD4 Foxp3" régulatrices. Lorsque mise en présence de cellules
CD4" naives, les cellules dendritiques matures (DCs) étaient moins efficaces que les DCs
immatures dans leur aptitude a favoriser la différenciation Th17, alors que le CTLA4-Ig,
une molécule bloquant I’interaction entre CD28/B7 et CTLA4/B7, facilitait la
différenciation des cellules murines et humaines en Th17 in vitro. Cette étude identifie
I’importance de la costimulation par B7 dans la régulation négative du développement
Th17. Ces résultats inattendus nous appellent a la prudence lors du développement de
visant a interférer avec la voie de signalisation CD28/B7, dans la perspective de traiter les
maladies auto-immunes humaines.

Ma contribution représente 90% du travail expérimental.
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Abstract
Th17 cells are implicated in host defence and autoimmune diseases. CD28/B7 co-
stimulation is involved in the induction and progression of autoimmune diseases, but its
role in controlling murine Th17 cell fate remains to be clarified. We here report that
soluble anti-CD28 mAb suppressed the differentiation of anti-CD3-stimulated naive CD4"
T cells into IL-17-producing cells. We provide evidence for an IL-2 and IFN-y-dependent
mechanism of CD28-mediated IL-17 suppression. While Th17 differentiation was
enhanced in the presence of regulatory T cells. CD28 blockade of Th17 development was
correlated with a decrease rather than an increase in the percentage of Foxp3™ T cells. In
APC/T cell co-cultures, mature dendritic cells (DC) were less efficient than immature DC
in their ability to support Th17 cell differentiation, while CTLA4-Ig, an agent blocking
CD28/B7 and CTLA4/B7 interactions, facilitated both murine and human Thl7
differentiation. This study identifies the importance of B7 costimulatory molecules in the
negative regulation of Th17 development. These unexpected results caution targeting the

CD28/B7 pathways in the treatment of human autoimmune diseases.
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Introduction
Th17 cells play a central role in autoimmune inflammatory conditions such as multiple
sclerosis (MS) [1], rheumatoid arthritis (RA) [2] and Crohn's disease [3]. Th17 cells are
also involved in the protection against several pathogens including Klebseilla
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Mycobacteria tuberculosis and Candida albicans
[4]. These cells are characterised by the expression of the transcription factor RORyt and
the production of the cytokines IL-17, IL-22, IL-6 and tumor necrosis factor-o. (TNF-a).
The in vitro differentiation of the murine Th17 cell lineage depends on the synergy
between transforming growth factor-f (TGF-B) and IL-6, combined with the
neutralization of IFN-y and IL-4. TNF-o and IL-1B act as amplifiers, while IL-23
stabilizes the Thl7 phenotype [5,6,7,8,9]. The combination of TGF-B and IL-21
constitutes an alternative pathway for Th17 development [10]. The activation and
differentiation of CD4" T helper lymphocytes into Thl or Th2 cells requires both T cell
receptor/MHC-peptide specific recognition and costimulatory signals. The best-defined
costimulatory pathway involves the B7 family, where B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86)
molecules on antigen presenting cells interact with CD28 and CD152 (CTLA-4) on T cells
[11,12,13]. However, the precise role of these co-stimulatory molecules in the regulation
of Th17 development remains unclear. The rationale for assessing the role of CD28
signalling in Th17 differentiation stemmed from reports demonstrating that treatment of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) with anti-CD80 or anti-CD86 Abs or
multiple injections of CTLA4-Ig resulted in enhanced disease severity [14,15].
Additionally, B7 deficiency facilitates autoimmunity, and this, among other possible

mechanisms, was attributed to a loss or inactivation of regulatory T cells [12,16].
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Moreover, the development of diabetes in Non-obese Diabetic (NOD) mice is exacerbated
by deletion of CD28 [17].

Finally, the clinical report of the development of ulcerative colitis during CTLA4-Ig
(abatacept) therapy in a patient with RA reinforces our hypothesis that co-stimulatory
molecules may regulate human Th17 development [18]. We here demonstrate that CD28
signalling suppresses Th17 differentiation, while CTLA4-Ig blockade promotes mouse

and human Th17 polarization in vitro.

Materials and Methods

Mice

All 8- to 12-week-old BALB/c mice were housed in our breeding colony and animal care
facility under specific pathogen-free conditions. All experimental protocols were approved

by the Centre de Recherche du Centre Hospitalier Universitaire de Montréal (CRCHUM)

and the Canadian Council on Animal Care.

Culture medium, Antibodies and Reagents

Mouse cells were cultured in complete RPMI-1640 medium (Wisent) supplemented with
10% fetal bovine serum, Penicillin (500 U/ml), Streptomycin (500 pg/ml), HEPES buffer
(10 mM), and 2-ME (1 mM), (GIBCO-BRL). LPS (E.Coli) was obtained from Sigma-
Aldrich. Recombinant mouse IL-1, IL-6 and Recombinant human TGF-1 were purchased
from R&D Systems. GM-CSF and anti-murine IL-2 were purchased from PeproTech.
Mitomycin-C was purchased from EMD Chemicals. The following clones were purchased
from American Type Culture Collection (Rockville, MD) and purified in our laboratory:

GKI1.5 (anti-CD4, biotinylated); R46A2 (anti-IFN-y); 11B11 (anti-IL-4), IM7.8.1 (anti-
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CD44, biotinylated). Allophycocyanin, FITC or PerCP-conjugated anti-mouse CD4,
Streptavidin-PerCP, allophycocyanin-conjugated anti-mouse IL-2, IFN-y, anti-mouse
CD28 and purified mouse CTLA4-Ig fusion protein were purchased from BD Biosciences
PharMingen (Mississauga, ON, CA). PE- or allophycocyanin-conjugated anti-mouse IL-
17A and anti-mouse CD3 were purchased from Biolegend. Recombinant murine 1L-23
and anti-mouse Foxp3-PE staining kits were purchased from eBioscience. PE-conjugated

anti-mouse CD62L was purchassed from Caltag Laboratories.

Cell purification and in vitro generation of Th17 cells.

Total CD4" T cells were purified from spleen and peripheral lymph nodes (LNs) by
positive selection using immunomagnetic beads according to the manufacturer’s protocol
(EasySep Biotin Selection Kit, StemCell Technologies Inc, Vancouver, BC, CA). For
some experiments, naive CD4" (CD4'CD62L"$"CD44"") and memory CD4"
(CD4+CD621°W) T cells were isolated from splenocytes by sorting using a Becton
Dickinson FACSAria (BD Bioscience). Cells (1 x 10° cells/ml) were activated with plate-
bound anti-mouse CD3 (5 or 10 pg/ml) in flat bottom 96-well plates in the presence of the
Th17-promoting cytokine cocktail IL-1a, IL-6, IL-23 (10 ng/ml) and TGF-1, (1 ng/ml)
with or without anti-mouse CD28 mAb (2 pg/ml). For some experiments, 10 pg/ml of
neutralizing anti-mouse antibody (anti-IL-2, anti-IFN-y and anti-IL-4) were added to the
cultures after 4-5 days. Recovery of viable cells was assessed by trypan blue exclusion.
The cells were restimulated during 6 h with PMA/ionomycin. For Treg cell experiments,
total CD4" T cells, CD4"CD25 and CD4'CD25" T cells were separated from spleen or
peripheral LNs using the EasySep Negative Selection Mouse CD4" T cell Enrichment Kit

followed by the mouse CD25-Microbeads Kit (Miltenyi Biotec) according to the
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manufacturer’s protocols. CD4"CD25 T cells (1 x 10° cells/ml) were cultured alone or in
the presence of CD4'CD25" T cells at two different CD4'CD257/CD25" ratios (1/1,
1/0.25) for 4-5 days and activated on anti-CD3 (10 pg/ml) coated plates under Thl7

conditions in the presence or the absence of anti-mouse CD28 mAb.

Culture of CD4" T cells with BMDC

Bone marrow-derived DC (BMDC) were generated as described previously [19]. In some
experiments, BMDC were activated overnight with 1 pug/ml of LPS (mBMDC). CD4" T
cells (2.5 x 10° cells/ml) were purified from spleens as described and stimulated with
soluble (2 pg/ml) or coated anti-CD3 (5 pg/ml) in the presence of immature (untreated) or
mature (treated with LPS) mitomycin-C-treated BMDC at different CD4"/BMDC ratios
(2/1, 1/1, 1/2). The cultures were supplemented with the Thl7 promoting cytokine
cocktail. In some experiments, mouse CTLA4-Ig (20 pg/ml) fusion protein was added to

CD4"/mBMDC cultures.

Intracellular cytokine staining

For intracellular staining, cells were restimulated for 6 h with phorbol 12-myristate 13-
acetate (10 ng/ml) and ionomycin (1 pg/ml) in the presence of brefeldin A (1 pg/ml) per 1
x 10° cells. Cells were stained in the presence of Fey Blocker (Clone 24G2) with FITC,
PerCP or allophycocyanin-conjugated anti-CD4 antibodies, fixed and permeabilized (BD
Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences PharMingen or eBioscience for Foxp3 staining). Cells
were assessed for IL-17, IFN-y, IL-2 and Foxp3 expression. Data were acquired on a

Becton Dickinson FACS Calibur (BD Bioscience) and analyzed with Cell Quest software.
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ELISA

The production of IL-17 and IFN-y were measured with the IL-17 Duoset ELISA kit
(R&D Systems) and the OptEIA Mouse IFN-y ELISA set (BD PharMingen), respectively,

according to the manufacturer’s protocols.

Quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from cell cultures using the RNeasy mini kit (Qiagen,
Mississauga, ON) and reverse-transcribed using the cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Quantitative real-time PCR was performed using
an ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) (1 PCR cycle,
95°C, 10 minutes; 40 PCR cycles, 60°C, 1 minute, 95°C, 15 seconds). cDNA was
amplified in a 10 pL final reaction mix containing TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) and corresponding TaqMan® Gene Expression Assays
(Mm00444241 ml (IL-22), Mm00439619 m1 (IL-17a), Hs99999901 sl (Eukaryotic 18s
rRNA), Applied Biosystems). Signals were analyzed by the ABI Prism Sequence
Detection System software version 2.2 (Applied Biosystems). The comparative Ct method
for relative quantification was used, whereby all threshold cycles (Ct) are first normalized
to the expression of an endogenous control (18s rRNA). The normalized values were then
divided by the average delta Ct value of anti-CD3-stimulated samples. Here, the cytokine

expression is represented as a fold-change relative to CD3-stimulated cells £ SEM.

Human DC/T co-cultures
Human PBMC were obtained from healthy volunteers in compliance with the Institutional

(CRCHUM) Research Ethics Committee. Naive CD4" T were isolated from total PBMC
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using the human CD4" Naive T cell Enrichment Kit (Stem Cell Technologies). The purity
of adult human naive CD4" T cells was >99% CD4 CD45RA" and comprised <0.5%
single CD45RORA" cells by flow cytometry analysis. Naive CD4" T cells were co-
cultured for 5 days with mature monocyte-derived DCs at a DC/T ratio of 1/25 in Yssel’s
medium (Gemini Bio-product) supplemented with 2% human AB serum (Wisent) in the
presence of 100 ng/ml of soluble anti-CD3 (OKT-3; Janssen-Ortho) with or without
Human CTLA4-Ig fusion protein (5 pg/ml) (Abatacept, Orencia, Bristol-Myers Squibb
Canada) for 5 days. Primed T cells were expanded for 5 days in the presence of IL-2 (20
U/ml, R&D Systems). T cells were restimulated for 6 h with PMA (5 ng/ml) and
ionomycin (0.5 pg/ml) in the presence of monensin (3 pM). Intracytoplasmic staining was
performed using BD Cytofix/Cytoperm and anti-IL-17-APC (R&D System). Culture
supernatants were collected after re-stimulation and IL-17, IL-22 and IFN-y were detected

by ELISA (R&D Systems).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Instat program.

Results

CD28 co-stimulation negatively regulates the development of naive CD4"
(CD4"CD62L"¢"CD44"") T cells into IL-17-producing T helper cells

We here hypothesised that the CD28/B7 co-stimulatory pathway controls Thl7
development. We first examined the effect of anti-CD28 mAb on Th17 differentiation and
cytokine mRNA expression. CD4" T cells isolated from the spleen or peripheral LNs of

wild-type BALB/c mice were activated on plate-bound anti-CD3 under Th17 polarizing
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conditions in the presence or absence of soluble anti-CD28 mAb. After 4-5 days of
primary culture, cells were re-stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
ionomycin. As depicted in Fig. 1, anti-CD28 mAb strongly inhibited IL-17 production by
anti-CD3 stimulated CD4" T cells as determined by intracellular cytokine staining and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Fig. 1, A-B and data not shown).
Accordingly, anti-CD28 mAb diminished the proportion of IL-17-producing cells by
82.8% (mean inhibition + 8.1%, n=14). In contrast, IFN-y production was significantly
increased as reflected by a decreased IL-17/IFN-y ratio after CD28 engagement (Fig. 1C).
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis of mRNA revealed a reduction in IL-17
and IL-22 expression (Fig. 1D). Since CD4" T cells are comprised of 90% naive
(CD4"CD62L""CD44"") and 10% of memory (CD4'CD62L"°") T cells, we next
compared naive and memory T cells for their ability to differentiate into Th17 in the
presence or absence of CD28 mAb. We confirmed that CD28 engagement strongly
inhibited naive T cell differentiation into Th17 (Fig. 2A) However, ex vivo isolated
memory T cells represented a minor source of IL-17 (less than 2% IL-17'CD4" T cells)
that was not modulated by CD28 mAb. Under Th17 polarizing conditions, memory T cells
produced large amounts of IFN-y when compared to naive T cells.

We next verified whether CD28 engagement further regulates T cells that have been
differentiated into Th17 with anti-CD3 in the absence of co-stimulation. To this end, CD4"
T cells activated during 4-5 days with coated anti-CD3 under Th17 conditions were
restimulated with anti-CD3 and IL-23, in the presence or absence of CD28 mAb.
Interestingly, we found that anti-CD28 mAb marginally enhanced IL-17 production upon
re-stimulation, demonstrating that CD28 co-stimulation did not inhibit fully differentiated

Th17 cells (Fig. 2B). As expected, anti-CD3-activated CD4" T cells were not polarized
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into Th17 cells in the absence of the pro-Th17 cocktail, but instead resulted in the
development of IFN-y—producing T cells, which was further augmented by CD28 co-
stimulation (Fig. 2C). We conclude that CD28 mAb inhibits naive CD4" T cells

polarization into Th17.

TCR avidity and CD28 co-stimulation regulates Th17 development

We next determined the ECsy of anti-CD28 mAb (effective concentration of anti-CD28
mAb resulting in a 50% inhibition of IL-17 secretion) on Thl7 differentiation by
supplementing CD3-stimulated T cells with increasing doses of mAb. Suppression was
observed with concentrations as low as 0.06 pg/ml, Th17 development was almost entirely
abrogated at 1 pg/ml and the ECsy of CD28 mAb was 0.1 pg/ml (Fig. 3A, left). The
enhancement in IFN-y secreting CD4" T cells was inversely correlated with the frequency
of IL-17-producing cells (Fig. 3A, right). To examine whether impairment of IL-17
production with anti-CD28 mAb was dependent on the TCR-signalling intensity, CD4" T
cells were stimulated with titrated doses of anti-CD3 and a fixed amount of anti-CD28
mAb. As shown in Fig. 3B the percentage of CD4" T cells producing IL-17 was
significatively augmented with high doses of immobilized anti-CD3 mAb. Moreover, the
strongest CD28 inhibitory signal for Thl7 differentiation was delivered to T cells
stimulated with high anti-CD3 concentration. This inhibition of Th17 differentiation could
not be attributed to cell death, since cell viability was not decreased in CD4" T cells
stimulated with anti-CD28 mAb, regardless of whether these were purified from the

spleen or the LNs (Fig. 3C).
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CD28 co-stimulation inhibits Thl7 differentiation via IFN-y and IL-2-dependent
mechanisms.

CD28 signalling is reported to enhance cytokine production that includes 1L-2, IL-4 and
IFN-y secretion in activated CD4" T cells [20], we found that anti-CD28 mAb increased
the proportion of IL-2 producing cells (Fig 4A) as well as IFN-y—producing cells in CD3-
stimulated CD4" T cells (Fig. 1 and 3). Under Th17 polarizing conditions neutralization of
IL-2 or IFN-y but not IL-4 partially overcame CD28 blockade and lead to increased IL-17
production. Nonetheless, the frequency of IL-17"CD4" T cells remained inferior to that
generated in the absence of CD28 co-stimulation. However, treatment with both anti-1L-2
and anti-IFN-y mAbs restored IL-17 production and thus completely abrogated the effect
of CD28 engagement (Fig. 4B).

Since IL-2 partly mediated the inhibitory effect of anti-CD28 mAb on Th17 development,
we postulated that the suppressive function of IL-2 operates through the expansion of
Foxp3" T cells. We here found that the percentage of Foxp3'CD4" T cells was decreased
rather than increased after CD28 signalling (Fig. 5A). We next directly addressed the
contribution of Treg to the CD28-mediated suppression of Thl7 differentiation by
CD25'CD4" T cell depletion and reconstitution experimental approaches (Fig. 5B). CD3-
stimulated CD4'CD25 T cells were impaired in their ability to differentiate into IL-17-
producing T cells. Co-cultures of CD4°CD25 T cells and Treg at different CD4 CD25
/CD25" T cells ratio enhanced Th17 differentiation. CD28 mAb did not increase the
frequency of IL-17 Foxp3" or IL-17Foxp3™ cells that were almost undetectable in CD25"

T cell-depleted polarised cultures (Fig. 5C).
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Mature DC inefficiently support Thl7 differentiation

The observations that Th17 differentiation can be suppressed by high levels of co-
stimulation in an APC-free system led us to examine the ability of immature versus
mature dendritic cells (DC) to drive Th17 development. Unstimulated (immature) or LPS-
stimulated (mature) mitomycin C-treated bone marrow-derived DC (BMDC) were
cocultured with CD4" T cells under Th17 differentiation conditions. As shown in Fig. 6,
the maturation status of the BMDC dictated the fate of Th polarization toward Th17.
When CD4" T cells were differentiated in the presence of mature BMDC expressing high
levels of co-stimulatory molecules, we observed a significant decrease in the percentage of
Th17 cells and, as expected, an opposing effect on IFN-y producing cells (Fig. 6, A-C).
Hence, immature BMDC induced higher frequencies of IL-17°CD4" T cells when
compared to their mature counterparts (Fig. 6D). Furthermore, increased CD4" T cell
proliferation was observed with mature BMDC under Thl7 polarizing conditions
containing TGF-f, suggesting that the inhibition of IL-17 secretion was unlikely related to

a reduced expansion of CD4" T cells (Fig. 6A).

CTLA4-Ig enhances Th-17 differentiation

To evaluate the role of B7.1 and B7.2 co-stimulatory molecules on Th17 differentiation,
we used CTLA4-Ig, which interrupts the CD28/B7 pathway. CD4" T cells were co-
cultured with graded numbers of mature-BMDC under Th17 polarizing conditions in the
presence or absence of CTLA4-Ig. We found that CTLA4-Ig significantly augmented the
frequency of IL-17°CD4" T cells (Fig. 7, A and B). The proportion of IL-17-producing
cells among CD4" T cells cocultured with mature BMDCs at a 1/1 CD4"/DC ratio in the

presence of CTLA4-Ig was similar to the percentage induced with half the number of DCs



149

and in the absence of CTLA4-Ig. Thus, lowering the mature DC/T cell ratio or
interrupting B7 costimulatory pathways favoured Th17 differentiation.

Human monocytes and conventional DCs, but not monocytes-derived DC activated by
microbial stimuli, efficiently induced Th-17 priming [21].We therefore determined
whether CTLA4-Ig enhanced human Th17 differentiation in APC/T cells cocultures. To
this end, adult CD45RA"CD4" T cells were cultured with mature monocyte-derived DC in
the presence or absence of CTLA4-Ig but in the absence of exogenous cytokines or anti-
IFN-y mAb. Our data indicate that CTLA4-Ig significantly increased naive CD4" T cell
differentiation into IL-17 and IL-22-producing cells, thereby confirming in human in vitro

studies our observations in murine DC/CD4" co-cultures (Fig. 7C).

Discussion

In this study, we provide strong evidence for an inhibitory role of CD28 in the

development of IL-17-producing T helper cells with no modulation of IL-17 expression in
memory CD4" T cells and established Th17 cells. We here demonstrate in vitro that
ligation of CD28 with a monoclonal antibody results in inhibition of Th17 differentiation
whereas CTLA4-Ig blockade enhances it during APC/T cell interactions. The extent of
suppression of Thl17 differentiation was regulated by the strength of TCR and

costimulatory signals.

We explored some of the cellular mechanisms whereby CD28 engagement
inhibited Th17 differentiation. Although the importance of IL-6, TGF-§, IL-21 and IL-23
in Th17 development has been clearly established, less is known about physiological

antagonists of Thl7 responses. Thl and Th2 cytokines negatively regulate the
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differentiation of Th17 cells. The addition of IL-12, IFN-y or IL-4 suppresses either 1L-23
or TGF-B and IL-6-induced differentiation of Th17 cells [5,22,23]. CD28 signalling
enhances IFN-y and IL-2 secretion in activated CD4" T cells [20]. In agreement with these
observations, we found that the enhancement in IFN-y and IL-2-secreting CD4" T cells
was inversely correlated with the frequency of IL-17-producing cells. IFN-y neutralization
partially overcame CD28-mediated Th17 suppression. When combined, anti-IL-2 and
anti-IFN-y mAbs abrogated the effect of CD28 engagement. IL-2 and IL-27 inhibit Th17
differentiation [24,25]. IL-27 can suppress the development of Th17 responses at least by
inducing IL-10-producing cells [26]. The percentage of IL-10-secreting cells was low and
not altered by CD28 co-stimulation (data not shown). IL-2 is a well-known T cell growth
factor, yet, IL-2 deficiency is associated with severe multi-organ autoimmune disease
characterised by the overproduction of IL-17 [24,27]. These observations lead to the

findings that IL-2 inhibits Th17 differentiation and promotes Treg differentiation [28].

In addition to the thymus-derived naturally occurring regulatory T cells (nTreg), naive T
cells can acquire Foxp3 expression and differentiate into induced Treg cells (iTreg) in
peripheral tissues. TGF-f induces Foxp3 expression and iTreg cell differentiation from
CD4°CD25" T cells in vitro and in vivo [29,30,31]. Co-stimulation through CD28 impairs
TGF-B mediated induction of Foxp3 expression in naive T cells [32]. Our data indicate
that CD28 co-stimulation decreased the percentage of Foxp3™ T cells under Thl7
conditions. We further show that Th17 differentiation was enhanced in the presence of
Treg. Although Th17 and Treg differentiation are controlled by reciprocal molecular
pathways, naive T cells activated with TGF- and IL-6 can differentiate into Th17 cells in

the presence of nTreg [6,8,33]. Our results are consistent with reports showing that Treg
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cells facilitate the differentiation of Th17 cells in a pro-inflammatory cytokine milieu [34].
Furthermore, regulatory T cells can be reprogrammed into Th17 cells [35]. T cells
producing TGF-f that promote Th17 cell differentiation are absolutely required for the
induction of EAE in vivo [36]. Therefore, during an extracellular pathogen-driven
inflammation, TGF-B (Treg) suppresses Thl and Th2 differentiation and IL-6 impairs
effector T cell responsiveness to Treg, allowing de novo differentiation of protective IL-
17-producing T cells from naive precursors. At the same time, CD28 co-stimulation may
somehow limit Th17 differentiation to attenuate tissue damage. Nonetheless, since CD28
engagement alters the Th17/Thl ratio toward Thl, under some circumstances it may
aggravate autoimmunity [37,38]. Taken together, in a Th17-promoting milieu, CD28 co-

stimulation augments IFN-y and IL-2 production and impairs Th17 polarization.

We next found that mature DCs were less efficient than immature DC at driving
Th17 polarization and that CTLA4-Ig favoured Th17 differentiation. These data strongly
suggest that B7.1 and B7.2 are involved in the regulation of Th17 differentiation but do
not exclude the role of additional pairs of co-stimulatory/inhibitory molecules. Hence,
other costimulatory molecules may override the absence of B7 co-stimulation for T cell
activation and differentiation into Th17 cells [39]. In support of our in vitro observations,
several studies have demonstrated that interfering with B7 co-stimulatory pathways may
alter the development or the course Th17/Thl-associated autoimmune diseases in vivo
[40]. Notably, B7.1/B7.2 deletion in SJL mice increases their susceptibility to EAE in
contrast with the resistance to EAE observed in B7.1/B7.2”" C57BL/6 mice [41].
Suggesting that genetic background and B7 costimulatory molecules may dictate the

outcome of the Thl7 responses in absence of costimulation. In that regard, our
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unpublished observations indicated that CD28 mAb significantly alter anti-CD3
stimulated CD4" T cell differentiation into Th17 in BALB/c but not C57BL/6 mice (data
not shown). In addition, while MOG induces EAE in wild type (CD28"") C57BL/6 mice,
it induces immune-mediated meningitis (EAM) in CD28" C57BL/6 mice, which is
characterized by an infiltrate within the leptomeninges composed primarily of
polymorphonuclear neutrophils [42]. T cell-derived IL-17 mediates the stimulation of
neutrophil mobilization [43]. Also, B7-2- deficient NOD mice spontaneously develop
autoimmune peripheral polyneuropathy [44]. Furthermore, inhibition of IL-17 prevents
the development of arthritis in vaccinated mice challenged with Borrelia burgdorferi,
while CD28 deficiency exacerbates joint inflammation upon Borrelia burgdorferi
infection, resulting in the development of chronic Lyme arthritis [45,46,47]. Finally,
reduced co-stimulation in either B7.1 or B7.2-deficient recipients resulted in a dramatic
acceleration of colitis induction following transfer of CD4'CD45RB" " cells [48.,49].
Recently, the efficacy of CTLA4-Ig has been investigated in human clinical trials to
prevent transplant rejection, and in the treatment of RA and psoriasis vulgaris [50]. We
here showed that CTLA4-Ig significantly increased human naive CD4" T cell
differentiation into IL-17 and IL-22-producing cells, thereby confirming in human in vitro
studies our present observations in murine DC/CD4" T cell co-cultures. These findings
revealed the importance of B7.1 and B7.2 as negative regulators of human Thl17
development. Considering human genetic variability, different individuals may have
distinct requirements for costimulatory molecules to control Th17 development and the
pathogenesis of autoimmune diseases. Thus, our data invoke caution when interfering
with B7 co-stimulatory pathways for therapies, a concept largely debated in the literature

[51,52].
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In conclusion, we identified an unexpected role for the B7/CD28 pathway in the
regulation of Th17-associated inflammatory responses. These in vitro observations should
be taken into consideration for the management of patients under B7-based
immunotherapy for the treatment of autoimmune diseases and other immune-mediated
disorders.
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Figures and Figure Legends
Figure 1. CD28 co-stimulation inhibits in vitro generation of IL-17 producing CD4" T
cells.
Purified CD4" T (1 x 10°) cells from spleen and LNs were stimulated with plate-bound
anti-CD3 with or without anti-CD28 under pro-Thl17 conditions for 4-5 days and
restimulated for 6 h with PMA/Ionomycin in the presence of brefeldin A. (A) CD4" T
cells were stained intracellularly for IL-17 and IFN-y. Numbers represent the percentage
of events in each quadrant. (B) Cumulative data of the percentage of CD4" IL-17 and IFN-
vy positive T cells after restimulation as assessed by intracytoplasmic staining. Data
represent the mean * SEM of at least ten independent experiments. (C) The ratio of the
percentage of IL-17" to IFNy" cells among CD4" T cells . (D) qRT-PCR analysis of IL-17
and IL-22 mRNA expression in purified CD4" T cells cultured as described in A. Data are
expressed as mean £ SEM of four experiments. Data represent the mean £ SD of two to

four independent experiments. P values were calculated using the two-tailed, paired

Student’s ¢ test, *, P < 0.05; ***, P <(0.001.
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Figure 2. CD28 co-stimulation did not modulate memory Th17 cells.

(A) FACS sorted naive CD4" (CD4'CD62L"¢"CD44"°") and memory CD4"
(CD4+CD62L1°W) T cells were cultured with anti-CD3 in the presence or absence of anti-
CD28 mAb under pro-Th17 conditions for 4-5 days. (B) CD4" T cells were stimulated
with anti-CD3 under Th17 polarizing conditions for 4-5 days and restimulated with plate-
bound anti-CD3 in the presence or absence of IL-23, and with or without anti-CD28 mAb
for 2 days. (C) Purified CD4" T cells were cultured with anti-CD3 in the presence or
absence of anti-CD28 mAb without adding Th17 differentiation cytokines for 4-5 days..
(A-C) Cells were restimulated for 6 h with PMA/Ionomycin in the presence of brefeldin
A. Naive and memory CD4" T cells were stained intracellularly for IL-17 and IFN-y.
Numbers represent the percentage of events in each quadrant. Data are the mean + SD of 2

independent experiments.
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Figure 3. TCR avidity and CD28 co-stimulation signals regulate Th17 development.

(A) Purified CD4" T were stimulated with plate-bound anti-CD3 (5 pg/ml) and titrated
doses of soluble anti-CD28 mAb under Th17 polarizing conditions. Cells were stained
intracellularly for IL-17 and IFN-y expression. The data shown is one representative
experiment out of two. (B) CD4" T cells were stimulated with titrated doses of plate-
bound anti-CD3 in the presence or absence of soluble anti-CD28 mAb (2 pg/ml). Data
represent the mean * SD of four independent experiments. (C) Cumulative data of viable
CD4" T cell recovery after stimulation with anti-CD3 (5pg/ml) +/- anti-CD28 mAb (2
png/ml). Data are the mean + SD of 3 (LNs) to 20 (spleen) independent experiments. P
values were calculated using the two-tailed, paired Student’s ¢ test, *, P < 0.05; **, P <

0.01.
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Figure 4. The CD28-driven inhibition of Th17 differentiation is mediated by IL-2
and IFN-y production.

Purified CD4" T cells were stimulated with plate-bound anti-CD3 in the presence or the
absence of soluble anti-CD28 mAb under Thl7 polarizing conditions. (A) The
percentages of IL-2"CD4" T cells from 7 independent experiments (mean + SEM). (B)
CD4" T cells were cultured in the presence or absence of anti-mouse IL-4, IFN-y or IL-2
alone or in combination. The data shown are representative of 1 experiment out of 3 (dot
plots, left panel). The cumulative data from 2-6 independent experiments are shown in the

right panel. P values were calculated using the two-tailed, paired Student’s 7 test, *, P <

0.05; **, P <0.01; *** P <0.001.
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Figure 5. Inhibition of Th17 differentiation by anti-CD28 is not correlated with a
expansion of Foxp3" T cells.

Purified CD4" T cells were stimulated with plate-bound anti-CD3 in the presence or the
absence of soluble anti-CD28 mAb under Th17 polarizing conditions. (A) The proportion
of Foxp3'CD4" T cells and IL-17'CD4" T cells. Data from 8 independent experiments are
shown. (B and C) CD4", CD4'CD25" T cells and CD4'CD25 T plus CD4'CD25™ T cells
(at 1/1, 1/0.25 CD257/CD25" T cell ratios) were stimulated as described. Numbers indicate
the percentage of IL-17 and IFN-y-expressing CD4" T cells (B) and IL-17 and Foxp3-
expressing cells (C). One of 2 representative experiments is shown. P values were
calculated using the two-tailed, paired Student’s 7 test, *, P < 0.05; **, P < 0.01; *** P <

0.001.
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Figure 6. Mature BMDC inefficiently support Th17 differentiation.

CD4" T cells were cultured with immature or mature BMDC at a 2/1 CD4"/BMDC ratio
in the presence of anti-CD3 under Th17 conditions. (A) Cells were stained intracellularly
for IL-17 and IFN-y. Shown is one representative experiment out of 6 (B) The mean *
SEM of 6 independent experiments. (C) The ratio of the percentage of IL-17" to IFNy"
cells among CD4™ T cells. (D) CD4™ T cells (2.5 x 10’ cells) were cultured with immature
or mature BMDCs at three different CD4"/BMDC ratios (2/1; 1/1; 1/2) as described in A.
Data represent the mean = SD of 4 independent experiments. P value were calculated

using the two-tailed, paired Student’s 7 test, *, P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.
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Figure 7. CTLA4-1Ig favours Th17 development.

(A) CD4" T cells were cultured with mature BMDCs at three different CD4"/mBMDCs
ratios (2/1; 1/1; 1/2) in the presence of anti-CD3 under Th17 conditions. CTLA4-Ig (20
ng/ml) was added to cultures with a 1/1 CD4/mBMDCs cell ratio. Cells were stained
intracellularly for IL-17 and IFN-y. Shown is one representative experiment out of 4. (B)
CD4" T cells were stimulated as in A. Data represent the mean + SD of 4 experiments. (C)
Human naive CD4" T cells were co-cultured with activated monocyte-derived DCs in the
presence or absence of CTLA4-Ig (5 pg/ml), expanded in IL-2 and restimulated. I1L-17,
IL-22 and IFN-y secretion was assessed in the culture supernatants and cells were stained
for intracellular IL-17. Shown are 3 independent experiments (ELISA, Left panel) and 1
representative out of 3 experiments (intracytoplasmic staining, right panel). P values were

calculated using the two-tailed, paired Student’s ¢ test, *, P < 0.05; **, P <0.01.
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Discussion et Perspectives

1. Introduction

La réaction inflammatoire représente une réponse adaptative provoquée par
I’infection et I’altération tissulaire. Les signaux de danger déclenchés par un pathogene ou
une altération tissulaire activent les macrophages résidents, fibroblastes et mastocytes qui
libérent une variété de médiateurs proinflammatoires, ainsi que des produits de cascade de
protéolyse. Ces médiateurs entrainent la constitution locale d’un exsudat inflammatoire
formé de protéines plasmatiques et de leucocytes.

Alors qu’une robuste réponse Thl et/ou Thl7 est bénéfique au cours d’une
infection, celle-ci doit étre absolument limitée afin de prévenir une destruction
inappropriée des tissus et la survenue de maladies auto-immunes (Fig. 10). Les
mécanismes engages in vivo pour contraindre la réponse immunitaire sont aussi vari€s que

complexes, impliquant différentes cellules dont les cellules T régulatrices.

2. CDA47 et inhibition du développement Thl

Nous avons montré que les souris BALB/c CD47-déficientes présentent un
phénotype Thl alors que les souris BALB/c sont connues pour exprimer davantage un
profil de sécrétion de cytokines de type Th2 (576). Il est a souligner que ces résultats
obtenus in vivo dans un modéele murin sont en accord avec de précédents travaux effectués
in vitro au laboratoire avec des lymphocytes T CD4" purifiés de sang de cordon ombilical,
qui montraient que 1’engagement de CD47 induisait une inhibition de la différenciation
Thl, accompagnée d’une diminution de la syntheése de I’IL-2 et de I’expression de I’'IL-

12RB2, sans déviation de la réponse immunitaire vers le développement Th2 (564, 565).
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L’absence de CD47 abaisse le seuil d’activation du TCR, en réponse a une dose
d’antigéne suboptimale requise pour I’activation et la prolifération des cellules T CD4".
En effet, aprés transfert adoptif des lymphocytes T CD4'DO11.10°CD47"~ ou CD47"*
dans une souris CD47-déficiente, les cellules CD4"DO11.10°CD47" proliférent mieux
que les CD47"" aprés immunisation a 'OVA peptide (576). Par ailleurs, il est décrit
qu’une forte stimulation du TCR favorise le développement Thl (577-580) alors qu’une
plus faible activation du TCR entraine par contre une synthese d’IL-4 et une
différenciation Th2 (581). Le mécanisme par lequel CD47 inhibe I’activation des cellules
T CD4" n’est pas encore bien connu. Cependant, I’invalidation de CD47 permettrait, en
plus des conséquences directes (abaissement du seuil d’activation) sur la voie de la
signalisation du TCR, la levée de I’inhibition exercée sur I'intégrine a4 1 décrite pour ses
capacités costimulatrices (372, 582). Cette fonction rappelle le role de ’enzyme Mgat5
(betal,6 N-acetylgluco-saminyl-transferase V) dont 1’absence abaisse le seuil d’activation
du TCR, et se traduit par une différenciation Thl privilégiée et une augmentation de
I’hypersensibilité de contact (583, 584).

Nous avons également montré que les souris BALB/c CD47" développent une
réaction d’hypersensibilit¢ de contact (CHS) au DNFB (Dinitrofluorobenzene) plus
importante que la souche de souris BALB/c sauvage, attribuée au profil de sécrétion de
type Thl des lymphocytes T CD4". Nos études sont en apparente contradiction avec les
résultats obtenus chez les souris C57BL/6 CD47" ou la réaction d’hypersensibilité de
contact est diminuée par rapport a la souche de souris sauvage (545). Cependant, d’autres
travaux utilisant 1’oxazolone chez la souris C57BL/6 en accord avec nos résultats
montrent une exacerbation de la CHS (585) imputée a un défaut de sensibilité des cellules

T a I’apoptose. De plus, les souris C57BL/6 qui expriment une forme tronquée de SIRP-a.,
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dépourvue de sa portion intracytoplasmique, ou d’autres traitées avec un mAc anti-SIRP-
a, sont résistantes a I’induction de la CHS au DNFB (586, 587). Alors que 1I’engagement
direct du SIRP-a par un mAc anti-SIRP-a ou par une protéine de fusion CD47-Fc, qui
induisent la phosphorylation des tyrosines des motifs ITIM inhibent la CHS (588), le
traitement avec un mAc anti-CD47 n’aurait pas d’effet (587).

La résistance au développement de la CHS est attribuée soit a un défaut de
migration des cellules de Langerhans (586), ou bien a un défaut de leur maturation (défaut
d’expression de CD80 et CD86) combinée a une inhibition de la synthése de cytokines
inflammatoires. Cependant, des études démontrent que la diminution de migration des
cellules de Langerhans n’a pas d’effet, voire méme aggrave 1’hypersensibilité de contact et
souligne le réle primordial des DCs du derme (589, 590). La CHS étant une réaction de
type Thl liée a une production importante d’IFN-y, la différence observée dans son
amplitude entre les souris BALB/c CD47-déficientes et C57BL/6 CD47" pourrait
s’expliquer de la manicre suivante. Essentiellement par le fait que chez les souris
BALB/c-CD47 déficientes qui présentent certes une diminution de la stimulation des
cellules T liée a un défaut de migration des DCs du derme vers les ganglions
lymphatiques, mais compensée par un phénotype sécrétoire de type Thl caractérisé par
une synthése d’IFN-y importante, une survie et une activité¢ des cellules T CD4'CD47"
plus grande, un nombre de cellules NK plus élevé, et un recrutement des cellules T au site
inflammatoire éventuellement plus important. Ajouter a cela la diminution de la migration
des cellules de Langerhans qui accentue la CHS. Les souris C57BL/6 CD47"" présentent
les mémes anomalies de migration des DCs que les souris BALB/c CD47-déficientes avec
ces répercussions sur la stimulation des cellules T CD4". Néanmoins, ces souris C57BL/6

CD47-déficientes dont les cellules T CD4" sont moins stimulées, et qui ne présentent pas
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¢galement d’augmentation de synthése d’IFN-y, ni d’exacerbation du profil de sécrétion

++ .
, présentent par

Thl en comparaison avec la souche de souris C57BL/6 CD47
conséquent une inhibition de I’hypersensibilit¢ de contact. Toutefois cette différence

observée dans la réaction d’hypersensibilité de contact entre les souris C57BL/6 CD47" et

BALB/c CD47-déficientes meérite d’étre clarifiée dans de futures études.

Le réle de CD47 est a comparer a de nombreuses autres protéines membranaires
qui exercent un rétrocontréle négatif sur I’activation du lymphocyte T, favorisant ainsi la
tolérance immunologique, telles que TIM-3 et certains membres de la superfamille des
immunoglobulines CD160 et B7.

Ainsi, la protéine TIM-3 (T cell Ig- and mucin domain-containing molecule) est
exprimée a la surface des lymphocytes Thl et Th17 activés, et a pour ligand la protéine de
la matrice extracellulaire Galectine-9 (591, 592). TIM-3 exerce un rétrocontrdle négatif
sur la réponse immunologique en entrainant 1’apoptose des cellules T effectrices, induisant
ainsi une tolérance périphérique (592-596). Galectine-9 est également exprimée sur les
Treg et inhibe via TIM-3 D’activation des lymphocytes T. Ainsi, un anticorps bloquant
I’interaction TIM-3-Galectin-9 entraine une diminution de 1’activité suppressive des Treg,
et une augmentation de la prolifération des lymphocytes T CD4", et la synthése d’IFN-y
(597).

L’expression des protéines de la superfamille des immunoglobulines CD160 et
BTLA (B and T lymphocyte atténuateur; CD272) est augmentée sur les lymphocytes T
humains activés. Lorsqu’ils sont engagés par HVEM (Herpesvirus entry mediator), une
protéine de la famille du TNF, ils exercent un rétrocontrdle négatif sur 1’activation des

cellules T et la production de cytokines Thl et Th2 (598-603).
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Par ailleurs, I’activation des lymphocytes T CD4" induit ’expression de CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) dont 1’engagement par B7-1 (CD80) et/ou
B7-2 (CD86) exprimés a la surface des APC, entraine a son tour 1’inhibition des effecteurs
T CD4". De méme, les souris CTLA-4-déficientes présentent un défaut de tolérance
périphérique (604-607).

PD-1 (Programmed death-1 receptor; CD279) qui a pour ligand PD-L1
(Programmed Death-Ligand 1; B7-H1; CD274), et PD-L2 (Programmed Death-Ligand 2;
B7-DC; CD273) induit la tolérance des lymphocytes T et protége les tissus d’une réaction
immunitaire inappropriée en inhibant I’activation et la prolifération des cellules T, ainsi
que la synthése d’IFN-y (608). De maniere comparable, 1’expression de B7.1 (CD80)
induite & la suite de I’activation des cellules T CD4" entraine aprés sa liaison a PD-L1
I’inhibition de la prolifération et de la syntheése de cytokines (609). En effet, dans un
modele expérimental de GVHD (graft-versus-host disease), les souris irradiées qui
recoivent des cellules T allogéniques provenant de souris B7.1/B7.2-déficientes
développent une réaction du greffon contre I’hote accélérée (610). De méme, I’expression
de B7.1 sur les cellules T effectrices est requise pour les rendre sensibles a la suppression
par les Treg dans un mod¢le de colite expérimental (611).

D’autres corégulateurs de la famille CD28/B7 non encore identifiés mais associés
a des ligands récemment décrits exprimés sur les cellules dendritiques dans les tissus
lymphoides et non lymphoides, inhibent 1’activation des cellules T. La molécule de
surface B7-H3 (CD276) de la famille CD28/B7, décrite chez I’homme et la souris, inhibe
le développement Thl et 1’activation des lymphocytes T chez la souris (612-614). B7-H4
(B7S1; B7x; VTCNI1) présente de grandes homologies avec B7-H3 et inhibe également

I’activation des cellules T (615-617). B7S3 est la plus récemment décrite des molécules de
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la famille CD28/B7 dont I’association a la protéine de fusion B7S3-Ig inhibe la
prolifération des cellules T et la production d’IL-2 (618). La protéine de membrane
VSIG4 (V-set and Ig domain-containing 4), est également un autre membre de la famille
CD28/B7 qui inhibe la réponse T chez I’homme et la souris (619). De méme, la molécule
BTNL2 (Butyrophilin-like 2) qui se caractérise par une grande homologie avec les
membres de la famille B7, inhibe également la prolifération des lymphocytes T en se liant
a un récepteur induit a la suite de 1’activation des cellules T (620, 621).

Comme PD-1, B7.1 et TIM-3, CD47 contribuerait a limiter ’activation des
lymphocytes T et a maintenir la tolérance immunologique a long terme. Alors que des
coinhibiteurs comme CTLA-4 interviendraient plutdt, au moment de I’initiation de la
réponse immunitaire (622). Cela expliquerait pourquoi l’invalidation du geéne CD47
potentialise la prédisposition a développer une maladie auto-immune selon le background
génétique, tel qu’observé en croisant des souris CD47-déficientes avec des souris NOD,
I’anémie hémolytique caractéristique des souris NOD se déclarant plus précocement (509,
623, 624). De méme que I’on retrouve chez les souris agées BALB/c CD47-déficientes
des auto-anticorps (625).

L’inhibition du développement Th1l par CD47 n’est pas limitée uniquement a son
action directe sur les cellules lymphocytes T CD4". Ainsi, I’engagement de CD47 par la
TSP-1 (soluble ou liée a la membrane de la cellule T CD4") se traduit également par une
inhibition de la maturation fonctionnelle des cellules dendritiques et un arrét de la
sécrétion de cytokines proinflammatoires par les DCs matures comme 1’'IL-12 (485, 564).
Il n’est pas exclu que CD47 sur la cellule T effectrice puisse interagir de manicre
homotypique avec le CD47 exprimé sur la DC et inhiber la synthése de cytokines pro-

Thl (560). De méme, I’engagement de SIRPa exprimé par une cellule présentatrice
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d’antigeéne induit une inhibition de la sécrétion de TNF-a (489, 626). Suggérant que,
SIRPa (sur ’APC) a travers son interaction avec CD47 (sur le T) préviendrait 1’activation
des cellules présentatrices d’antigénes, permettant ainsi 1’exercice d’un rétrocontrole
négatif sur le lymphocyte T. De la méme fagon, la protéine TIGIT (T cell immunoglobulin
and ITIM domain) a la surface des cellules T humaines en s’associant au récepteur PVR
(Poliovirus receptor) sur les cellules dendritiques provoque la sécrétion d’IL-10, qui & son
tour inhibe I’activation des lymphocytes T (627).

En résumé, nous proposons le modele suivant pour expliquer le biais Thl des
souris BALB/c CD47™". Les cellules T CD4" CD47-déficientes sont fortement activées par
le TCR, ce qui induit la synthése d’IFN-y et le début de la différenciation Thl soutenue
par une augmentation rapide de I’expression de I’IL-12R2 et de I’IL-2Ra, associée a une
syntheése accrue d’IL-2 par la cellule T et d’IL-12 par les DCs. Ces différents facteurs
contribuent a un renforcement de la syntheése de T-bet et de la boucle de rétrocontrole
positive. De plus, I’expression accrue et sans doute précoce de I’IL-12R[2 stimulerait la
synthése d’IL-10 (628-630) tel que nous 1’observons avec les cellules T CD4'CD47"

(données non publiées).

3. CD28 et inhibition du développement Th17

L’augmentation du développent Thl et du pourcentage de lymphocytes T CD4"
régulateurs étaient en faveur d’une diminution du développement Th17 chez la BALB/c
CDA47-déficiente. Nous avions 1’objectif d’étudier la contribution de CD47 dans le
développement Th17. Au cours de la mise au point des conditions expérimentales pour la
différentiation Th17, nous avons remarqué 1’effet inhibiteur de I’engagement de CD28 sur

le développement Th17 (631). Des études trés récentes ont montré que la molécule
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membranaire ICOS (Inducible costimulator), connue pour ces propriétés costimulatrices
peut également inhiber le développement Thl7, probablement en rapport avec une
augmentation de la production d’IL-2 (632-634). En effet, des molécules solubles telles
que des cytokines peuvent également prévenir la différenciation Th17 comme I’'IL-2,
I’IFN-y, I'IL-27, et I’IL-4 (88, 109, 129, 635).

Nous avons montré que 1’inhibition de la différentiation Th17 suite a ’engagement
de CD28 ¢tait liée a la production accrue d’IL-2 et d’IFN-y (631). Cependant, la
différenciation Th17 n’était pas inhibée par I’engagement de CD28 sur des lymphocytes T
CD4" isolés de souris C57BL/6, a I’opposé des résultats obtenus avec les souris BALB/c
(résultats non présentés). Cette différence pourrait s’expliquer par une sensibilité plus
grande des souris BALB/c a la costimulation par CD28. En effet, cette souche de souris
présentent une plus forte activation de Stat5 en réponse a I’IL-2 que les souris C57BL/6
(636). De plus, Stat5 a la propriété d’activer Socs3 (Suppressor of cytokine signaling 3)
qui inhibe le développement Th17 en contrecarrant ’activation de Stat3 en réponse a
I’IL-23 et I'IL-6 (637-640). Les souris dont les cellules hématopoiétiques sont
sélectivement invalidées pour I’expression de Socs3, présentent un taux de cellules Th17
¢levé et développent une arthrite expérimentale sévere en réponse a I’IL-1 (641).

Paradoxalement, nous avons également observé que [’inhibition de la
différentiation Thl17 en présence d’anticorps anti-CD28 n’était pas associée a une
diminution de I’expression de RORyt (données non présentées). Toutefois, de récentes
études montrent que le TGF-3 induit I’expression de RORyt, mais réprime sa fonction, qui
n’est acquise qu’en réponse a I’activation de la voie de signalisation IL-6/Stat3 (133). On
peut donc émettre ’hypothése que RORyt est exprimé mais non-fonctionnel en raison

d’une perturbation de la voie de signalisation IL-6/Stat3 suite a 1’activation de CD28.
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C’est ainsi que ’augmentation de la différentiation Th17 chez la souris Est-1-KO n’est
pas associée a une augmentation significative de I’expression de RORyt (131).

Notre étude montre également que la diminution de la différentiation Th17, n’était
pas la conséquence d’un développement exagéré de Treg, attendu que I’engagement de
CD28 induit le développement des lymphocytes T régulateurs (206, 207). Bien au
contraire, la déplétion des Treg s’accompagnait d’une différentiation Th17 moins
importante (631). Cette contribution des Treg, a la différentiation Th17, pourrait découler
de la production de TGF- (287) et/ou d’une inhibition du développement Thl (145) ou
bien encore étre le résultat d’une reprogrammation des Treg en cellules Th17 (96, 287,

642, 643).

4. CD47 et induction de cellules T régulatrices

Nous avons montré in vitro que I’engagement de CD47 par un mAc anti-CD47, ou
par le peptide dérivé de la TSP-1 (4N1K) induisait des lymphocytes T régulateurs
CD4°CD25" a partir de lymphocytes humains T naifs CD4 CD25RA", ou mémoires
CD4'CD25RO", purifiés de sang total humain (212). D’autres études récentes
corroborent également le fait d’induire des lymphocytes T régulateurs a partir de
lymphocytes T CD4" mémoires humains, et I’importance de cette voie dans le maintien de
I’homéostasie (207, 644). En effet, I’induction des iTreg a partir de cellules T CD4"
mémoires serait proportionnelle au degré de stimulation antigénique et permettrait ainsi au
systtme immunitaire d’exercer un rétrocontrole négatif sur la réponse immunitaire
adaptative (198). De plus, cela permettrait la conversion physiologique de lymphocytes T
CD4" mémoires auto-antigénes spécifiques en iTreg programmés pour supprimer une

réaction auto-immune relative a cet antigene (645). Cette capacité de générer des iTreg a
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partir de cellules T CD4" mémoires pourrait également étre mise a profit en thérapeutique
pour induire des iTreg spécifiques de I’antigéne (645).

D’autres molécules membranaires exprimées par la cellule T peuvent induire des
iTreg tels que le CTLA-4 (646), I’activation du TCR avec ou sans engagement de CD28
(206, 207). Un inhibiteur de 1’activation du complément, la protéine de surface CD46
induit également des iTreg produisant de I’IL-10 analogues aux Trl (632-634).

De nombreux travaux ont montré que le TGF-B induisait des iTreg en périphérie et
la TSP-1 est connue pour étre une molécule importante pour 1’activation du TGF-f3 (343,
377). Toutefois, nous avons montré que I’induction d’iTreg était indépendante du TGF-f3
(212). On peut donc émettre I’hypothese selon laquelle, au cours de la résolution de
I’inflammation, la TSP-1, en plus d’activer le TGF-f et d'induire ainsi indirectement des
iTreg, favoriserait également directement, en engageant CD47, la conversion de cellules T
CD4" naives ou mémoires en iTreg. La TSP-1 peut étre présente sous forme soluble dans
le milieu extracellulaire ou sous forme membranaire secrétée par la cellule dendritique ou

par le lymphocyte T activé, et agir dés lors de maniére paracrine (369, 572).

5. TSP-1/TGF-f: fonctions dépendantes ou indépendantes de CD47

La thrombospondine-1 est une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un
role majeur dans le controle de I’inflammation physiologique et préserve I'homéostasie du
milieu intérieur (315, 319, 647-649). Elle est retrouvée en grande quantité dans de
nombreuses localisations et lors de manifestations inflammatoires chez 1’homme et la
souris ou elle contribue a la résolution de I’inflammation, que ce soit dans 1’arthrite (650,

651), les myopathies inflammatoires (ou myosites) (652), I’hypersensibilité¢ de contact
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(585, 653), I’athérosclérose, I'infarctus du myocarde (400, 654, 655), les Iésions de la

rétine (656).

La TSP-1 semble étre caractérisée par une dualité fonctionnelle au cours de
I’inflammation, puisqu’elle favorise au départ une inflammation "physiologique" en
réponse a une lésion qui se traduit par 1’agrégation des plaquettes sanguines (657) et le
recrutement de monocytes et de neutrophiles a partir du sang circulant (Fig. 10) (658-660).
Notamment, elle augmente 1’expression des molécules d’adhérence a la surface des
cellules endothéliales (544) et leur adhésion aux plaquettes sanguines, ainsi qu’aux
macrophages (661, 662). La TSP-1, secrétée par les cellules endothéliales favorise le
recrutement des macrophages et la clairance des cellules en apoptose (663). Par ailleurs, la
TSP-1 augmente la sécrétion par les macrophages du TNFa via CD36 et I’activation de la
voie du NF-xB (664). L’engagement par la TSP des intégrines a4B1 et a5B1 a pour
conséquence 1’activation et la prolifération des lymphocytes T (372, 459, 582, 665-667).
De plus, la TSP-1, en activant le TGF-B, favorise la différentiation Th17; ainsi les souris
C57BL/6 TSP développent une forme moins sévere d’EAE (668).

Dans un processus inflammatoire plus avancé, la TSP-1 aurait une grande
importance dans la résolution de I’inflammation. En effet, nos travaux ont montré que
I’engagement de CD47 inhibe la différenciation Thl et favorise le développent de
lymphocytes T régulateurs (212, 564, 576). De trés nombreuses observations appuient le
role anti-inflammatoire de la TSP, ainsi que son importance dans la résolution de
I’inflammation, comme les exemples suivants le démontrent (585, 653). La synthese de la
TSP-1 par les cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages apres activation,
(669) ainsi que son interaction avec CD47 et CD36 favorise la tolérance immunologique

périphérique par différents mécanismes (338, 670, 671). Sur les DCs maturantes, la TSP-1
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inhibe de maniére autocrine la synthése de 1’IL-12 et de TNF-o, mais aussi de 1'[L-10
(338). En activant le TGF-, la TSP-1 facilite la phagocytose de corps apoptotiques,
conférant ainsi aux cellules dendritiques des propriétés tolérogéniques (338, 670, 672);
elle active le TGF-B sur les macrophages (671).

Les cellules endothéliales vasculaires jouent un role important dans la
physiopathologie de I’inflammation, qui se caractérise par une permcabilité vasculaire
accrue, une extravasation de protéines plasmatiques ayant différentes propriétés
proinflammatoires, un recrutement tissulaire de leucocytes et une néovascularisation.
L’action anti-inflammatoire de la TSP-1, mais aussi de la TSP-2, se refléte dans leurs
propriétés a diminuer la perméabilité¢ vasculaire (653, 673). Par ailleurs, les TSP-1 et 2
inhibent 1’adhérence des lymphocytes T aux cellules endothéliales (CE) vasculaires en
bloquant I’interaction entre 41 (LT) et VCAM-1 (CE) en regard du site inflammatoire.
En effet la TSP-1 «pic¢gerait» les lymphocytes T activés et entraverait leur migration
transendothéliale vers le lieu de I’inflammation (373).

L’intégrine a4p1, activée par CD47, favorise I’extravasation des lymphocytes T
inflammatoires en se fixant a VCAM-1 et a la TSP-1 (457, 674). Par ailleurs, le role de
CDA47 dans la migration des leucocytes et des DCs suggere que tout défaut de migration
est en faveur d’une réponse immunitaire ou inflammation atténuée. (540, 546, 556, 559).
L’amélioration de la survie au cours d’une infection a Staphylocoques aureus, la
prévention de I’arthrite a Staphylocoque aureus et de la pneumonie a Escherichia coli chez
la souris CD47-déficiente, milite également en faveur de 1’effet protecteur du défaut de
migration des neutrophiles dans la limitation de 1’inflammation (675-677).

De méme, I’action antiangiogénique de la TSP-1 contribue également a la

résolution de I’'inflammation (653). En effet, la TSP a été la premiere molécule décrite
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dotée de propriétés antiangiogéniques in vivo (347), et de capacité d’inhiber la
prolifération et la migration des cellules endothéliales vasculaires in vitro (678). La
régulation de la réponse a I’oxyde nitrique (NO) via son interaction avec CD47 permet
¢galement a la TSP-1 d’exercer son activité antiangiogénique (390, 679). La TSP-1 induit
aussi I’apoptose des cellules endothéliales via CD36. Ces effets antiangiogéniques et anti-
inflammatoires de la TSP-1 et 2 sont décrits aussi bien dans des modeles expérimentaux
d’inflammation comme I’hypersensibilité de contact (653, 673), que dans des modeles
chroniques tel que I’arthrite expérimentale (680, 681).

Néanmoins, certains travaux rapportent que I’engagement du CD47 exprimé sur le
lymphocyte T CD4" par des mAc anti-CD47 immobilisés, par la TSP ou par son peptide
liant CD47 (4N1K), induisent 1’activation médiée par le TCR du lymphocyte T (568, 569,
682). Ainsi, I’étude d’un clone de cellules T auto-réactifs isolés du tissu synovial de
patients atteints d’arthrite rhumatismale suggérait que la TSP-1 activait la cellule T via le
CD47 (570), alors qu’une autre étude décrit la TSP-1 soluble ou immobilisée en condition
de pH physiologique comme inhibitrice de I’activation médiée par le TCR du lymphocyte
T, cette inhibition requiert CD47 et un site récepteur de 1’héparine (566). De maniére
comparable, un double effet de la TSP-1 s’exerce sur les NK. Il a été démontré que la
TSP-1 inhibe indirectement (suite a 1’activation du TGF-B) la prolifération précoce des
cellules NK humaines de maniére autocrine ou paracrine, alors qu’elle favorise
I’expansion tardive des NK (683).

La TSP exercerait donc a la fois une activité costimulatrice et inhibitrice selon le
contexte. La TSP-1 soluble ajoutée a une culture in vitro de lymphocytes T et d’APC
inhibe la prolifération des T, entre autre en augmentant la production d’IL-10 par les APC

(684). Au cours des maladies inflammatoires chroniques des articulations, la TSP-1 est
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présente en grande quantité dans le tissu synovial, et elle est également retrouvée dans les
arteres atteintes d’athérosclérose. Ce qui est sans doute la traduction de sa synthése afin
d’amender I’'inflammation (651, 685). En effet, I’expression de la TSP-1 dans un mode¢le
de thérapie génique a permis la résolution de 1’arthrite expérimentale au collagéne chez la

souris (650).

Il nous apparait pas surprenant que les fonctions anti-inflammatoires de la TSP-1
soient partagées par d’autres molécules de la matrice extracellulaire, étant donné leur
importance fondamentale dans le maintien de I’intégrité et I’homéostasie tissulaire. Ainsi,
la Galectine-9 inhibe ’activation des macrophages et induit des iTreg a partir de cellules T
naifs, ainsi que I’apoptose des cellules effectrices Thl et Th17 exprimant TIM-3 (686-
688). Les souris C57BL/6J, normalement résistantes a I’induction d’arthrite expérimentale
par le collagéne, développent la maladie lorsqu’elles sont Galectine-9-déficientes (689).
De méme, la Galectine-9 a un rble anti-inflammatoire dans un modéle d’inflammation
péritonéale induite par le LPS (690). De plus, L’IFN-y induit la synthése de Galectine-9,
qui a son tour inhibera la réponse Th1l formant une boucle de rétrocontrole négatif (691,
692).

L'hyaluronane ou acide hyaluronique (HA; HMW-HA: High Molecular Weight
Hyaluronan) est un glycosaminoglycane composant de la matrice extracellulaire aux
propriétés anti-inflammatoires et dont un des ligands est la protéine membranaire CD44
(693, 694). Les souris CD44-déficientes développent une inflammation pulmonaire fatale
(695). L’association de l'hyaluronane au CD44 entraine I’apoptose des lymphocytes T
(696), une augmentation de 1’expression de Foxp3 par les Treg renforg¢ant ainsi leur

fonction suppressive (697, 698), et D’inhibition de la production de cytokines
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proinflammatoires en réponse a 1’activation des TLR sur ’APC (699). 1l est intéressant de
noter que la TSP-1 peut également former un complexe moléculaire anti-inflammatoire
avec le TSG-6 (Tumor necrosis factor-induced protein-6, TNFIP6) et I’acide hyaluronique
(700, 701). De plus, les cellules T de souris TSP-déficientes ont une moindre expression
de CD44 (701). La chondromoduline-1 (ChM-I) est une protéine présente dans le cartilage

qui a la propriété d’inhiber I’angiogénése et I’activation des lymphocytes T (702).

La TSP-1 active le TGF-B, une cytokine produite par une grande variété de
cellules, aux activités pléiotropiques, qui joue un role fondamental et non-redondant dans
I’homéostasie, la tolérance au soi et la différentiation des lymphocytes T (357, 361, 703,
704). En 1986, une premiere publication rapportait que le TGF-f3 était produit par les
lymphocytes T activés, et suggérait qu’il inhibait ensuite leur prolifération, exergant ainsi
un rétrocontrdle négatif (705). D’autre études ont confirmé cette observation, y compris
avec les lymphocytes T régulateurs. L’absence de TGF-f entraine des désordres auto-
immuns chez les souris ayant réussi a survivre (706, 707). Les souris TGF-B-déficientes
présentent un phénotype similaire aux souris TSP-1"". Par la suite, le role essentiel des
lymphocytes T dans la survenue de ces pathologies a été établi du fait de la protection
conférée par la déplétion des cellules T CD4" et CD8" (708, 709).

La source du TGF-B (les cellules T CD4" ou CD4 Foxp3") requise pour 1’action
suppressive des cellules T régulatrices reste controversée, de méme que sa présentation
soluble ou liée a la membrane plasmatique (710, 711). En plus du role direct du TGF-f
dans la conversion des lymphocytes naifs T CD4 CD25Foxp3™ en lymphocytes T
régulateurs (185, 189, 209, 712), il est également nécessaire pour le maintien de

I’expression de FOXP3 par les Treg. Le TGF-B est également impliqué avec 1’acide



186

fpt . + .
rétinoique dans la conversion des cellules T CD4" en Treg au niveau de la muqueuse

intestinale (196).

Nous proposons donc le modele suivant de modulation de I’inflammation par la
TSP-1. Elle agirait initialement comme facilitateur de la réponse inflammatoire
physiologique en favorisant le recrutement des monocytes et des neutrophiles, puis
secondairement comme un important régulateur endogeéne négatif de 1’inflammation en
contrecarrant 1’angiogénése associ¢ a I’inflammation, en diminuant la perméabilité
vasculaire, le recrutement des lymphocytes, le développement Thl, et en activant le TGF-
B au site inflammatoire (698). Elle convertirait en iTreg spécifiques de I’antigéne des
lymphocytes T CD4" naifs ou mémoires provenant de la circulation sanguine
périphérique. Ayant acquis leur propriétés suppressives ces cellules se rendent ensuite aux
ganglions lymphatiques drainants ou ils suppriment la réponse immunitaire (Fig. 10) (713,

714).

6. CD47 et Apoptose

Le systetme immunitaire requiert une fine régulation de 1’apoptose afin d’assurer
I’homéostasie lymphocytaire et de controler la sélection et la fonction des lymphocytes T.
Les conditions caractérisées par un défaut d’activation de la voie FAS ou d’expression du
FASL se traduisent par une augmentation du nombre de lymphocytes T matures et de
manifestations auto-immunitaires (715). C’est pourquoi 1’apoptose des lymphocytes T
CD47-dépendante représenterait un moyen additionnel, non redondant et affranchi de la
susceptibilit¢ au TNF et au FASL pour assurer 1’homéostasie des lymphocytes T lors

d’une réponse antigénique (304, 467, 469, 471).



187

La TSP-1 a également la propriét¢ d’induire une immunosuppression non
seulement en facilitant 1’apoptose a travers ’engagement de CD47, mais aussi en
favorisant la phagocytose des corps apoptotiques, alors que SIRP-a et SIRP-y n’induisent
pas d’apoptose en se liant au CD47 (476). La TSP-1, peut former un pont moléculaire
entre ces récepteurs CD36 et avPB3 a la surface des macrophages d’une part et les cellules
épithéliales, fibroblastes, neutrophiles, éosinophiles et lymphocytaires sénescentes d’autre
part, facilitant ainsi leur phagocytose et permettant la résolution de I’inflammation (527-
529, 716). Les différents mécanismes immunosuppresseurs associé¢s a la phagocytose des
cellules apoptotiques ont déja fait 1’objet de nombreuses études (717-720).

A P’instar de CD47, d’autres protéines membranaires telles que les molécules CD2,
CD99, du CMH de classe I et II, PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1; CD162),
CD44 et CDA45, sont aussi impliquées dans 1’apoptose caspase-indépendante des cellules T
(696, 721-727).

On peut envisager I’apoptose médiée par CD47 comme un moyen pour les
lymphocytes cytotoxiques d’¢éliminer les cellules infectées par des pathogeénes
intracellulaires ou les cellules cancéreuses sans faire intervenir la voie des caspases. En
effet, de nombreux virus ont la capacité d’interférer dans le recrutement normal des
caspases (728-730). De plus, CD47 facilite la phagocytose des corps apoptotiques par les

macrophages (522, 731).
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7. Pourquoi les souris BALB/c déficientes pour CD47 ne développent-
elles pas de maladies auto-immunes ou inflammatoires spontanément ?

7.1. Role de ’'IFN-y

Comme nous I’avons démontré, les souris BALB/c CD47" présentent un
phénotype Thl caractérisé par une production importante d’IFN-y (576). Nous pensons
que cet exces d’IFN-y exerce également un rétrocontréle négatif qui contribuerait
substantiellement a 1’absence de manifestation auto-immune chez la souris BALB/c
CD47”, en accord avec le nouveau concept d’une dualité fonctionnelle de I'IFN-y
associée a des propriétés anti-inflammatoires (732, 733). En effet, ’invalidation du géne
de I'IFN-y ou la neutralisation de I'I[FN-y par des anticorps dans un mode¢le murin
d’arthrite expérimentale se traduit par une aggravation de I’arthrite (734, 735). De méme
que les souris déficientes pour le récepteur de DI’IFN-y présentent une arthrite
expérimentale avec un profil de cytokines Thl plus prononcé que les souris controles
(736, 737). Un effet protecteur de I’IFN-y endogene est également documenté dans de
nombreux modeles expérimentaux auto-immuns murins d’encéphalite (69-72, 75, 738),
d’uvéite (739, 740), de néphrite (741) et de myocardite (742).

De nombreuses ¢tudes ont montré que I’IFN-y produit par les cellules Thl limitait
selon différents mécanismes la réponse Thl. Soit en augmentant 1I’expression d’iNOS qui
a son tour stimule la production de NO par les macrophages qui enfin, entrainent
’apoptose des lymphocytes T CD4" (743-745). Soit en inhibant la prolifération des
lymphocytes T CD4" activés en agissant sur le cycle cellulaire (738, 746, 747) et/ou en

favorisant 1’apoptose des CD4" activés (744, 748-751). L’IFN-y inhibe également la
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migration des DCs entrainant un défaut de stimulation antigéne spécifique des
lymphocytes T (752).

Précédemment nous avons vu également que I’IFN-y inhibait la différentiation des
lymphocytes T CD4" naifs en lymphocytes Th17 (87, 88). Par ailleurs, I’'I[FN-y peut
également convertir in vitro des lymphocytes T CD4'CD25 en iTreg CD4'CD25" qui
suppriment 1’induction d’une encéphalite expérimentale apres transfert adoptif des cellules
(200). De plus, des souris déficientes pour I'I[FN-y ou son récepteur étaient plus
susceptibles a I’induction d’une arthrite expérimentale en raison d’une fonction régulatrice
altérée des lymphocytes T CD4'CD25" aprés immunisation (753). Récemment, il a été
montré que le facteur de transcription T-bet est également important pour le controle et la
régulation de la réponse Thl (754), et il se fait que nous retrouvons également une
augmentation de I’expression de T-bet par les cellules T CD4'CD47" (576). Ainsi, en
réponse a I’IFN-y les cellules Treg augmentent I’expression de T-bet qui a son tour induit
’expression de CXCR3 et ces cellules Treg T-bet” s’accumulent aux sites inflammatoires.
L’expression de T-bet est essentielle a I’homéostasie et la fonction des cellules T
régulatrices (754). Enfin, il est intéressant de noter que I’IFN-y inhibe la production de

TSP-1 par les kératinocytes (755).

7.2. Role de I’IL-10

L'TL-10 est une cytokine homodimerique de 35 kDa synthétisée par les cellules
Th2 et par de nombreuses autres cellules comprenant les lymphocytes B, les macrophages,
les cellules dendritiques, les mastocytes et les éosinophiles (756). C’est une cytokine
immunosuppressive qui inactive les macrophages et les cellules dendritiques et qui a pour

conséquence I’inhibition de la synthése de cytokines proinflammatoires (TNF-a, IL-1a et
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B, IL-6, IL-18 et IL-12), de chimiokines (MCP1, MCP5, RANTES, IL-8, IP-10, et MIP-2)
ainsi que la diminution de DI’expression des antigenes de classe II du CMH et des
molécules ICAM-1, B7-1 et B7-2 (756, 757).

Nous avons observé que le phénotype Thl des lymphocytes T CD4'CD477"
s’accompagnait paradoxalement d’une expression accrue d’IL-10, ce qui aurait pour
avantage de tempérer une réponse Thl démesurée (résultats non publiés). En effet, on
décrit la synthese d’IL-10 par des cellules T différenciées en Thl ou Th17; I’IL-10 serait
impliquée dans le rétrocontrole négatif de leur activation, afin de se prémunir des
conséquences d’une activation excessive et délétere du systeme immunitaire (103, 758-
764). Par ailleurs, dans de nombreux modeles expérimentaux d’infections, 1’IL-10
produite par les nTreg, les iTreg ou les Trl, confére une protection contre la survenue
d’une inflammation pathologique (628, 765-767).

L’expression de I’IL-10 par les cellules T CD4" Thl est également favorisée par
I’IL-12 (628, 629, 768). La synth¢se d’IL-12 est ensuite inhibée par I’IL-10 qui exerce
ainsi un rétrocontrole négatif (628). Etant donné que les DCs isolées de souris BALB/c
CD47" produisent plus d’IL-12p70 que les souris BALB/c CD47"* (485), nous suggérons
que ce mécanisme favorise la production d’IL-10 par les cellules Thl CD4'CD47” sans
inhiber celle d’IFN-y. En effet, durant I’interaction APC-cellule T, la stimulation de Notch
par son ligand exprimé par I’APC, en présence d’IL-12 ou d’IL-27, induit les cellules Th1

a produire de grandes quantités d’IL-10 sans diminuer la sécrétion d’IFN-y (769).

7.3. Role de I’oxyde nitrique (NO)

Enfin, comme nous I’avons déja évoqué, 1’axe TSP-1/CD47 interfere avec la

réponse au NO cGMP-dépendante (308, 390-396). On peut postuler que la TSP-1
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exercerait la méme fonction suppressive de la réponse au NO sur les cellules du systéme
immunitaire. 4 contrario, I’'invalidation du géne de CD47 devrait dés lors se traduire par
une plus grande sensibilit¢é au NO suite a l’interruption de 1’axe de signalisation
TSP/CDA47. Ainsi, en présence de trés faible taux de NO, décrit comme favorisant le
développement Thl, I’absence de CD47, en abaissant le seuil de sensibilit¢ au NO
soutiendrait davantage la différenciation Thl, alors que la présence d’un niveau tres élevé
de nitrite exogene, tel qu’observé au cours de 1’inflammation, conjuguée a 1’effet additif
d’une hypersensibilité au NO, mimerait les conséquences d’une exposition a une tres forte
concentration en NO (396).

En condition inflammatoire, le niveau de NO est élevé, et conjugué a 1’absence de
CD47 leffet du NO sur la cellule serait décuplé. Or, de nombreuses publications
rapportent le rétrocontrole négatif exercé par des taux élevés de NO sur la réponse Thl et
I’inflammation. Les souris iNOS-déficientes développent une réponse Thl exagérée (770-
772). Le NO régule aussi le développement Thl en inhibant la synthése de I’IL-12p40 par
les macrophages (773) et la prolifération des cellules Thl en supprimant leur production
d’IL-2 (774). De méme, les DCs exposées a des cellules en apoptose acquierent la
propriété de produire du NO en plus grande quantité en réponse a I’IFN-y et inhibent ainsi
I’activation des lymphocytes T de maniére NO dépendant (775). L’oxyde nitrique induit
également la conversion périphérique des cellules T CD4" naives en lymphocytes T
régulateurs via p53, I’IL-2 et OX40 (201), mais probablement aussi via I’augmentation de

I’expression de I’'IL-12RB2 (776, 777).
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7.4. Roéle des cellules Thl et Thl7 dans I’auto-immunité spécifique
d’organe

Ceci permettrait d’expliquer pourquoi la souris BALB/c CD47" en développant
une réponse Thl immédiatement apres stimulation antigénique, supprimerait d’avance
tout développement de cellules Th17 dans un milieu riche en cytokines IFN-y et IL-2, et
préviendrait ainsi I’émergence de maladies auto-immunes spécifiques d’organes.

Au cours de ces quatre dernieres années, il a été démontré dans différents modéeles
expérimentaux animaux 1’importance des cellules Th17 dans la pathogénése des maladies
auto-immunes spécifiques d’organes (86). Méme si le role respectif des cellules Thl et
Th17 au cours de ces maladies inflammatoires est toujours sujet a débat, le scénario le
plus probable impliquerait les deux types de cellules (778, 779). Ainsi, le ratio Th17/Thl
déterminerait la localisation des Iésions rencontrées par exemple dans le modele d’EAE
(780-782).

L’étude de I’histoire naturelle de 1’encéphalite auto-immune expérimentale (EAE)
nous enseigne que les lymphocytes Th17 effecteurs précédent les cellules Thl au site
inflammatoire, alors que ces derniers prédominent avant la période de résolution de
I’inflammation (783). De méme, le fait que les Treg isolés du SNC de ces souris au cours
de la période de résolution de I’inflammation, suppriment les cellules effectrices isolées du
site inflammatoire, alors qu’ils non aucune action sur les cellules obtenues au cours de la
phase effectrice de I’inflammation, suggere que les cellules Thl sont plus susceptibles a
I’action des Treg que les Th17 (86). De plus, une population considérable de CD4 " secréte

en méme temps de I’IFN-y et de I’'[L-17. Par la suite, il semble que ces cellules transitoires

ne produiront plus que de I'IFN-y. En résumé, le role des cellules Thl et Th17 dans la

genese des maladies auto-immunes spécifiques d’organe peut €tre illustré par le modele
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suivant dans I’exemple de I’EAE. Les cellules Th17 constituent la premiére vague de
cellules effectrices a se rendre dans le SNC et orchestrent le recrutement de nouvelles
cellules effectrices, particulierement les Th1 et les cellules mononuclées. C’est grace entre
autre a l’induction par I'IL-17, des chimiokines MCP-1 (Macrophage-Inflammatory
Protein-1) (87) et IP-10, que les Th17 recruteraient les cellules mononuclées (784) et les
Th1 qui expriment CXCR3 (785) respectivement. Ce modele est soutenu par le fait qu’au
cours d’études de vaccination anti-Mycobacterium tuberculosis, un développement Th17
précoce est essentiel pour promouvoir ultérieurement une réponse Thl efficace qui
contrdle ensuite I’infection (786). Par ailleurs, 1’inhibition de la différentiation Th17 par
I’IFN-y s’accompagne d’une inhibition de [Dattraction des neutrophiles au site
inflammatoire (787).

Un mod¢ele d’auto-immunité systémique a été développé par Abul Abbas a partir
de souris BALB/c transgéniques qui expriment de manic¢re ubiquitaire de I’ovalbumine
soluble (sOVA Tg) (788). Ces souris croisées avec des souris RAG™ déficientes en
lymphocytes développent des manifestations d’auto-immunité lorsque I’on y transfere des
lymphocytes T naifs CD4" OV A-spécifiques purifiés de souris DO11.10 qui expriment un
TCR transgénique pour 1’ovalbumine. Ces souris perdent du poids et présentent une
inflammation de la peau similaire a celle observée dans la réaction du greffon contre
I’héte. La réponse immunitaire Th17 est la premiére a survenir suivie de nombreuses
cellules produisant de I’'TFN-y, que ce soit au niveau des organes lymphoides ou de la peau
(130). La neutralisation de I’IL-17 ou le transfert de cellules CD4'DO11.10"IL-17" se
traduit par des atteintes cutanées moindres, mais sans incidence sur la perte de poids,
suggérant que I’IL-17 controle I’inflammation au niveau des tissus périphériques, mais pas

au niveau systémique. Méme en obtenant dans ce modele expérimental une treés forte
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réponse Thl, celle-ci ne se traduit par aucun des aspects pathologiques décrit
précédemment, que ce soit I’inflammation cutanée ou la perte de poids. A contrario,
I’absence d’IFN-y ou de T-bet exacerbe les manifestations cutanées en augmentant 1’IL-

17.

7.5. Role des cellules Th1 et Th17 dans I’auto-immunité systémique

A la lumiére de ces différents modéles expérimentaux, nous suggérons que la
prééminence d’une réponse Thl chez la souris CD47-déficiente prévient 1’apparition de
manifestations auto-immunes en inhibant 1’émergence de cellules productrices d’IL-17
notamment par 1’action de I’'I[FN-y et de I’'IL-2. Toutefois, une anémie hémolytique auto-
immune (AHAI) 1étale peut se développer chez des souris CD47-déficientes croisées avec
des souris NOD, et cela de fagon plus précoce que chez ces derniéres, connues pour
produire spontanément des anticorps anti-GR (623, 624). Différentes raisons sont
invoquées dans la littérature pour expliquer ce phénomene. L’absence de la protéine CD47
sur les hématies ne permettrait plus de contrecarrer la phagocytose des GR opsonisés par
les auto-anticorps via le FC-y récepteur; I’exceés de phagocytose entrainerait une plus
grande quantité¢ d’antigénes d’hématies présentés et auto-amplifierait ainsi la destruction
des GR, et enfin I’absence de CD47 dévoilerait de nouveaux antigénes a la surface des GR
susceptibles de fixer d’autres auto-anticorps (509). Par ailleurs, les modeles
expérimentaux de souris développant des AHAI ont un phénotype Thl et produisent des
immunoglobulines anti-GR de sous-type IgG2a (789), et c’est précis€ément ce que nous
observons avec les souris BALB/c CD47™" qui présentent un biais Th1 et produisent plus
d’IgG2a. En effet, L’IFN-y favorise la commutation en faveur des IgG2a (790)

(correspondant aux IgG chez ’homme), et ces anticorps sont tres efficaces dans la réponse
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antivirale (791). Ils ont la capacité d’activer le complément (792), de se fixer aux
récepteurs Fc exprimés sur les macrophages (793) et d’induire une cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC) (794) chez la souris. Enfin, les souris BALB/c
déficientes pour I’IL-2 développent spontanément des AHAI en rapport avec un
phénotype Thl exacerbé dans un contexte d’absence de cellules T régulatrices (795), alors
que si ces souris sont doublement déficientes pour I’IL-2 et I'IFN-y, elles développent une

colite inflammatoire médiée par I’'IL-17 et une AHAI plus tardivement (795).

8. Perspectives

A. Etudier le réle de CD47 sur le lymphocyte T CD4" dans un modéle infectieux

Les souris C57BL/6 sont résistantes a I’infection par le protozoaire Leshmania
major ou par le virus Ectromelia virus (796) du fait du développement d’une réponse Thl
spécifique. A I’opposé, les souris BALB/c sont inaptes a contrdler I’infection en raison du
développement d’une réponse immunitaire Th2 aberrante (797, 798). C’est pourquoi il
serait intéressant de montrer chez la souris BALB/c CD47-déficiente que la conversion de
leur phénotype spontanément biaisé vers Thl leur confére une résistance a 1’infection par

Leshmania major (799, 800) ou Ectromelia virus (801, 802).
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B. Etudier dans un modeéle expérimentale de myocardite auto-immune le role de CD47
et CD28 dans la dynamique Th1/Th17

L’utilisation du modele d’induction de Myocardite expérimentale auto-immune
(EAM), le modele animal de la myocardiopathie humaine dilatée, développé chez la souris
BALB/c, nous permettrait d’étudier le role in vivo de CD47 sur les lymphocytes T CD4"
dans cet exemple de maladie inflammatoire médiée par les cellules Th17 (803). Il a en
effet été¢ démontré que les cytokines IL-6, IL-1, IL-23 et IL-17 (804-806) sont
déterminantes pour le développement de ’EAM, alors que I’IFN-y et I’expression de T-
bet sont suppresseurs de I’inflammation cardiaque (742, 807, 808). Il serait donc
intéressant de voir si la souche de souris BALB/c CD47" de par son biais Thl est

++

protégée de I’inflammation cardiaque par rapport a la souris BALB/c CD47"". De plus,
I’expression de I’IL-12R[B2 par les cellules T CD4'CD477" est augmentée, ce qui est en
faveur d’une expression du récepteur de I’IL-12 au détriment du récepteur de I’'IL-23, ce
qui devrait favoriser également une résistance au développement de ’EAM (804).

Nous pourrions également utiliser ce modele pour étudier le réle de CD28 dans le
développement Th17 in vivo. On comparera dans un premier temps [’évolution de la
myocardite chez les souris BALB/c par rapport aux souris BALB/c CD28-déficientes. On
traitera également les souris BALB/c au CTLA4-Ig, et on examinera si les souris traitées
au CTLA4-Ig développent une myocardite plus sévere.

Le développement Th17 in vitro peut étre induit en stimulant le TCR en présence
de TGF-B, d’IL-6 et d’IL-23. Par ailleurs, les DCs en présence de produits microbiens tels
que ’agoniste du TLR9 le CpG (Cytosine phosphate guanine) et le Curdlan (B-1,3-

glucane; polysaccharide formé de D-glucose), ligands de la dectin-1, induisent une

différentiation Th17 (809).



198
C. Role de CD47 et de CD28 sur les cellules T CD8"

Il est établi qu’a ’instar des lymphocytes T CD4" on peut également subdiviser les
lymphocytes T CD8" cytotoxiques suivant leur profil de sécrétion de cytokines en cellules
T CD8" Tcl (IFN-y et IL-2), CDS8" Tc2 (IL-4 et IL-15) et CDS8" Tcl7 (IL-17 et IL-21)
(810-813). 11 serait intéressant d’étudier les conséquences de I’invalidation de CD47 sur
les cellules T CD8" naives, et de voir si cela s’accompagne d’une augmentation de
production d’IFN-y et d’un phénotype Tcl aprés stimulation avec des anticorps
monoclonaux anti-CD3 et anti-CD28 in vitro. On évaluera également 1’activité
cytotoxique de ces cellules dans un modele de réaction lymphocytaire mixte in vitro
(MLR).

L’implication des lymphocytes T CDS8" producteur d’IL-17 (Tcl7) dans les
processus infectieux, cancéreux et inflammatoires aussi bien chez ’homme que chez la
souris est bien documentée. Les mémes conditions qui concourent a la différenciation des
Th17 s’appliquent aux Tc17. L’activation des lymphocytes T CD8" naives en présence de
TGF-B et d’IL-6 augmente leur expression de RORyt et leur sécrétion d’IL-17 et d’IL-21
(107, 635, 814, 815). De méme, les cytokines qui inhibent les Th17 suppriment également
les Tcl17 (107). De plus, certaines études montrent également que ces cellules perdent
leurs propriétés cytotoxiques (815).

Parallélement a cela, il serait judicieux d’évaluer le role intrinseque de CD47 sur le
lymphocyte T CDS8" dans la différenciation Tc17 en prenant en compte les études qui
montrent que I’IFN-y inhibe les Tc17 (814), que I’invalidation simultanée de T-bet et de
I’Eomesodermin favorise le développement Tc17 (816), et que I’IL-23 est essentiel pour

I’activité pathogénique des Tcl17 (817). Ainsi, les lymphocytes T CD8'CD47"~ et CD47™*
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naifs seront stimulés par 1’anticorps anti-CD3, en conditions IL-17 polarisantes (TGF-f3 et

11-6) et la production des cytokines IFN-y, IL-17, IL-10 sera déterminée.

D. D’autres études peuvent également étre entreprises

Etudier le role de CD47 dans le développement et la fonction des cellules NKT.

Evaluer dans quelle mesure la production d’IL-10 par les cellules T CD4" CD477"
IFN-y'IL-10" permet & la souris d’exercer un rétrocontrdle négatif aprés induction d’une

inflammation.
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9. Conclusions générales

Notre étude a mis en évidence le réle de la protéine transmembranaire CD47
exprimée sur le lymphocyte T dans le rétrocontrole négatif de la réponse inflammatoire.
En effet, I’engagement de CD47 induit des lymphocytes T régulateurs a partir de cellules
T CD4" naives, mais également mémoires et inhibe le développement d’une réponse
immunitaire Thl. La mise en évidence de ces fonctions qui assurent un état de tolérance
immunitaire est trés importante pour notre compréhension des mécanismes qui président a
I’homéostasie du systeme immunitaire et dont le déréglement conduit a des maladies
inflammatoires et auto-immunes déléteres. Ces propriétés anti-inflammatoires de CD47

peuvent étre mises a profit pour développer de nouveaux moyens thérapeutiques nous permettant
de moduler la réponse immunitaire.

Nous avons également mis en évidence le réle de la molécule CD28 dans
I’inhibition du développement Th17. Notre contribution est en accord avec la conception
récente d’une plus grande plasticité dans la différenciation des cellules T CD4". Cette
nouvelle fonction décrite de CD28 nous recommande la prudence dans 1’élaboration de
nouvelles molécules thérapeutiques, particulierement celles visant & bloquer des voies de

signalisation préalablement définies comme costimulatrices.
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