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1. Introduction

1.1 Historique de la transplantation

La transplantation est une approche médicale qui a beaucoup évolué au cours des 60 derniéres
années. Il s’agit du traitement de choix dans de multiples maladies dont le rein en insuffisance
terminale '. Ses débuts remontent au 18° siécle alors que les premiéres expériences de
transplantation d’organe humain et animal débutaient malgré de nombreux échecs 2. 11 faut attendre
jusqu’au début du 20° siécle pour observer des découvertes importantes qui ont mené a la réussite
de la transplantation. La premiére étude majeure concernant la transplantation a été publiée en
1908 par Alexis Carrel, chirurgien qui a notamment perfectionné la technique de 1’anastomose
vasculaire utilisée pour la revascularisation lors de la transplantation *. Son étude de 1908 faisait
état d’une série de 9 chats a qui il avait interchangé les reins . En I’absence des connaissances
actuelles en transplantation, les chats sont tous décédés, mais 1’expérience a tout de méme permis
de démontrer la faisabilité du geste chirurgical, les organes transplantés ayant transitoirement

démontré une fonction normale chez les receveurs. Peter A. Gorer a quant a lui découvert le

développement des anticorps contre les alloantigénes dans les années 30 ° .

Le rein a été I’organe le plus étudié lors des développements de la transplantation. Les premiéres
tentatives de transplantation rénale avec des humains ont été réalisées au début du 20° siccle,
principalement en France et en Allemagne. Il s’agissait, entre autres, de xénogreffe, soit la
transplantation d’un organe entre 2 espéces biologiquement différentes. Ici, des reins d’animaux
¢taient transplantés a des humains. Les organes provenaient de divers animaux, dont le cochon, le
mouton, la chévre et le primate. A la suite des transplantations, aucun organe n’a survécu longtemps
et les receveurs humains sont décédés rapidement, en quelques heures apres la transplantation ou
tout au plus 9 jours plus tard *. Encore aujourd’hui, la xénogreffe est un procédé qui n’a pas été

transposé en médecine clinique.

Par la suite, aucune autre expérience notable n’a été réalisée au sujet de la transplantation entre
animal et humain avant les débuts de I’immunosuppression en 1962°. Il y a par contre eu des études
sur des mode¢les animaux canins, afin d’améliorer les techniques chirurgicales vasculaires au niveau

des organes thoraciques et intra-abdominaux. En 1936, en Russie, Voronoy de Kiev a réalisé une
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transplantation rénale a partir d’un donneur dont le type sanguin était B+ et d’un receveur O+.
L’incompatibilit¢ des groupes sanguins rend le succés d’une greffe impossible, mais
malheureusement ce concept n’était pas encore développé au moment de cette expérience et le

receveur n’a pas survécu °.

La notion de rejet en transplantation a été décrite en tant qu’événement immunologique en 1944
avec Peter Medawar. Ces travaux sur des greffes de peau humaine et de lapins ont démontré que
des greffes répétées a partir du méme donneur étaient rejetées plus rapidement aprés chaque
tentative de greffe additionnelle. Ces données ont permis de définir la sensibilisation et la spécificité
du donneur ®7. Aprés plusieurs essais infructueux, la premiére greffe rénale d’humain a humain
qui a réussi a eu lieu entre 2 fréres jumeaux au Brigham Hospital & Boston. Une greffe entre 2
jumeaux homozygotes est une isogreffe, puisqu’ils possédent un systéme immunitaire identique.
Une allogreffe concerne quant a elle 2 individus distincts avec un systéme immunitaire différent,
alors qu’une autogreffe est produite sur une seule et méme personne. Finalement, une greffe
hétérotopique est lorsqu’un organe est greffé¢ en dehors de son endroit normal, par exemple dans le
cas du rein qui peut étre greffé dans la cavité abdominale et non au niveau retropéritonéal. Ainsi,
le cas de la premiére greffe humaine a ét€ un succes puisqu’il s’agissait d’une isogreffe. La
transplantation a réussi a long terme, puisque le receveur a survécu 9 ans avant qu’il ne perde son

greffon; de son c6té, le donneur a survécu 50 ans L8

\

Par la suite, le taux de survie du greffon a commencé a augmenter graduellement grace au
développement des premiers immunosuppresseurs (1962) et la découverte des antigénes humains
des leucocytes (HLA), un élément qui sera abordé dans les prochaines sections *. Le premier essai
clinique pour tester un immunosuppresseur, 1’azathioprine, un inhibiteur de la biosynthése des
nucléotides, a été¢ conduit en 1962. Lors de cet essai, on a observé que le taux de survie de
I’allogrefte passait de 40 & 50% un an apres la transplantation lorsque 1’azathioprine était prescrite
avec un corticostéroide '. Par la suite, I’arrivée de la cyclosporine au début des années 1980 a
permis une percée majeure, faisant passer le taux de survie aprés 1 an de 70 4 80% '. De nos jours,
la transplantation est devenue le traitement de choix pour plusieurs insuffisances terminales
d’organe. Il est maintenant possible de transplanter plusieurs organes solides comme le rein, le
cceur, le foie, les poumons, le pancréas ou encore l’intestin, des possibilités qui n’étaient pas
envisageables au début de la transplantation en l’absence des connaissances immunologiques

actuelles.



1.2 L’étendue de la maladie rénale chronique dans la société

La maladie rénale chronique est un probléme de santé en constante augmentation et qui nécessite
un traitement adéquat. L’ insuffisance rénale chronique est un probléme de santé global affectant
10 & 16% de la population mondiale selon le criteére de sévérité utilisée, avec des conséquences au
niveau rénal et cardiovasculaire associées a une diminution de I’espérance de vie *'*. La maladie
rénale chronique se définit le plus couramment par un taux de filtration glomérulaire inférieur a 60
mL/min/1.73m? ou par la présence d’albuminurie (ratio albumine/créatinine > 30 mg/g) pour une
durée minimale de 3 mois sans égard 4 la cause *'*'?. Toute maladie ou tout processus qui influence
la formation de I’urine par les reins peut mener a un dommage rénal aigu, lequel peut évoluer en
maladie chronique '*. Le diabéte est la premiére cause de maladie rénale chronique dans les pays
industrialisés. I est en augmentation dans plusieurs pays, particuliérement aux Etats-Unis . Une
étude menée en 1997 aux Etats-Unis estimait la prévalence de la maladie rénale chronique entre

4.2 et 9.1 millions de personnes et ce nombre ne cesse d’augmenter depuis 2.

L’insuffisance rénale chronique peut évoluer vers le stade d’insuffisance rénale terminale ou le taux
de mortalité augmente de facon considérable, de sorte que 1’espérance de vie d’un patient en dialyse
agé de 30 ans est semblable & un individu de 70 ans dans la population générale '*'2. Le nombre de
patients inscrits au sein d’un programme de soins pour une insuffisance rénale terminale aux Etats-
Unis est passé de 10 000 en 1973 a 615 899 en 2011, une augmentation importante et coliteuse pour
le systéme de santé (29 milliards en 2009) 2. Au Canada, une année de traitement en dialyse cofite
55000 $ de plus que le suivi en greffe pour chaque patient (2012) . Ces données justifient
I’importance de prévenir I’insuffisance rénale terminale et de diminuer le recours a la dialyse, ce
qui est bénéfique a la fois au point de vue du patient que sur le plan économique pour la société.
Nous verrons plus loin qu’un des facteurs limitants le « traitement » par la greffe est la perte
prématurée du greffon, c¢’est-a-dire la courte durée de vie du rein greffé, qui fait en sorte qu'un
jeune patient peut avoir besoin de 2, 3 ou méme plus de greffes successives au cours de sa vie.
L’accroissement des connaissances sur les mécanismes de rejet contribue donc a améliorer la
condition des patients atteints d’insuffisance rénale terminale et également diminuer le fardeau pour
la société. 1l faut par ailleurs savoir que malheureusement, tous les patients atteints d’insuffisance
rénale terminale ne peuvent étre greffés en raison de plusieurs facteurs. Par exemple, certains ne

sont pas aptes a subir une transplantation puisqu’ils sont trop malades pour subir la chirurgie, alors



que d’autres ne peuvent recevoir des anti-rejets puisqu’ils ont eu un cancer dans le passé. Enfin
pour certains, le suivi rigoureux de la médication anti-rejet, essentielle a la survie du greffon, ne

sera pas possible en raison d’une atteinte cognitive ou autre incapacité.

1.3 Situation actuelle pour le don et la pénurie d’organes au Canada et au

Québec

A 1’échelle nationale, la situation de la transplantation évolue vers la bonne direction mais le
nombre d’organes disponibles demeure insuffisant pour les patients en attente d’une
transplantation. Au Canada, depuis 2004, il y a eu une augmentation du nombre de donneurs
décédés, qui est passé a 15.7 donneurs décédés par millions d’habitants, ce qui représente une
augmentation de 22%. Le taux de donneurs vivants est quant a lui de 16.7 donneurs par millions
d’habitants . Au niveau national, c’est le Québec qui posséde le plus haut taux de donneurs
décédés avec 20.2 donneurs par million d’habitants en 2013 '°. En nombre absolu, il y a eu 513
organes transplantés donc 251 étaient des reins au Québec en 2013 '°. Le Canada et le Québec font
plutot bonne figure en ce qui a trait au taux de donneurs, par contre il n’en demeure pas moins
qu’en 2012, 2450 patients étaient toujours en attente d’un rein au pays, de ce nombre, 245 patients
adultes sont décédés ou ont été retirés de la liste d’attente parce qu’ils sont devenus trop malades
pour étre greffés '°. Idéalement, une survie adéquate signifierait qu’une fois le patient transplanté,
celui-ci décéderait avec un greffon fonctionnel. Malheureusement, comme nous 1’avons abordé
brievement ci-dessus et le détaillerons dans les prochaines sections, ce n’est pas la réalité actuelle.
Au Canada, il y actuellement 17 00 greffés rénaux et une moyenne de 5 500 nouveaux cas de
maladie rénale en phase terminale par année, avec une augmentation de I’incidence annuelle
légérement supérieure a 1% '°. Au-dela de ’augmentation du taux de donneur, il y a donc un besoin

évident d’améliorer la survie du greffon.

1.4 Situation actuelle de la survie du greffon

Malgré des gains importants sur la survie a court terme, la survie des greffons rénaux a long terme
stagne. Aux Etats-Unis, les données de 1’United Network for Organ Sharing (UNOS) montrent que
la survie d’une transplantation rénale est de plus de 90% a un an. Par contre, 4 ans plus tard, environ
30% des patients transplantés auront perdu leur greffon ou seront décédés avec un greffon

fonctionnel et la perte de greffon par la suite demeure a environ 4% de perte par année '®'7. Au



Canada, les résultats sont meilleurs, néanmoins le plus récent rapport du registre de remplacement
des organes du Canada (CORR) a montré que la survie du greffon aprés 5 ans pour les receveurs
d’un rein de donneur décédé adulte avait seulement augmenté de 79.2% pour les patients
transplantés en 2003, a 83.2% en 2008 13 Au Canada et ailleurs, le taux annuel de mortalité suivant
un échec de greffe rénale augmente de plus de 3 fois '®'® 1. A cet égard, les patients ayant perdu
un greffon bénéficient d’une retransplantation de maniére substantielle par rapport a 1’option de
demeurer en dialyse **2'. A la fin de 2005, 15% des patients sur la liste d’attente américaine pour
un rein avant déja été transplanté au moins une fois *'. En raison de la courte durée de vie d’un
organe transplanté et du haut taux de mortalité associé¢ a la perte du greffon, le sujet de la perte
prématurée du greffon représente un enjeu important pour la communauté néphrologique '* 2%,
Bien que la transplantation soit le traitement de choix de I’insuffisance rénale terminale, la survie
a long terme du greffon ne s’est pas améliorée autant que la survie a court terme, ainsi les patients
plus jeunes devront recevoir plus d’une greffe dans leur vie et retourner en dialyse entre 2
transplantations, ce qui représente des colits énormes pour le systéme de santé et hypothéque la

santé du patient ' 25?7,

1.5 Le rejet demeure la principale cause de perte prématurée de greffon

La stagnation de la survie a long terme du greffon peut étre causée par plusieurs éléments incluant
le rejet, I’infection, la néphrotoxicité ou la récurrence de la maladie rénale primaire *> . Bien qu’il
soit souvent ardu de déterminer la cause exacte de I’échec du greffe, une revue de plus de 1300
transplantés effectuée a la Clinique Mayo a démontré que I’alloimmunité demeure le mécanisme
le plus commun menant a la perte du greffon 1 an aprés la transplantation. Dans cette cohorte, 12%
des pertes de greffon étaient directement attribuables au rejet aigu irréversible, 20% étaient
secondaires a un rejet chronique actif et 9% étaient dus a 1’atrophie rénale et la fibrose,
probablement occasionnée par des épisodes réversibles de rejet . Des données récentes
d’Edmonton, utilisant des méthodes plus sensibles que la Clinique Mayo pour 1’étude de la
détection des anticorps anti-donneur circulants (DSA), suggérent que 64% des pertes de greffon

seraient dues au rejet *°.

Ces données illustrent I’importance cruciale de mieux saisir le rejet a long terme et d’empécher

celui-ci, car en plus d’occuper une place considérable sur la liste d’attente, les patients qui ont déja



subi une greffe sont plus a risque d’étre sensibilisé aux antigénes HLA ce qui diminue leur chance

de subir une autre transplantation et augmente leur risque de rejet pour les greffes subséquentes .

1.5.1 Classification de la pathologie du rejet

Le processus de rejet peut étre résumé en 3 étapes générales :
1- Les alloantigénes sont reconnus sur le tissu étranger par les cellules immunitaires de 1’hote.
2- Une réponse alloimmunitaire est générée en réponse aux alloantigénes.
3- Le tissu transplanté est détruit *.
Le rejet est d’abord classé selon le mécanisme en cause :
1- Rejet médié par les lymphocytes T, ou communément appelé rejet « cellulaire » (abrégé TCMR
pour T cell-mediated rejection dans la littérature anglophone de transplantation)

2- Rejet médié par les anticorps ou « humoral » (abrégé ABMR pour antibody-mediated rejection)

Il peut également étre classé en rejet aigu ou chronique, plus sur des critéres histologiques que
temporel, tel que nous le verrons. Le rejet hyperaigu est un concept important pour la
compréhension du phénomene et nous 1’aborderons briévement, vu qu’il est rarement rencontré de

nos jours.

Le TCMR/ABMR et aigu/chronique est le fruit d’un consensus établi pour la premiére fois en 1991
a Banff et publiée en détail en 1993. Il porte le nom de Classification de Banff de la pathologie de
[’allogreffon rénal depuis cette conférence initiale en 1991 ; cette classification est révisée tous les
deux ans lors du congrés dit « de Banff » méme s’il se tient dorénavant a différents endroits a
travers le monde. Le tableau 1 présente les critéres de rejet de la classification de Banff établis en
2007 et qui ont donné la structure des catégories encore utilisées aujourd’hui avec des modifications

mineures.



Table 3: Banff 97 diagnostic categories for renal allograft biopsies—Banff'07 update -2

1. Normal
2. Antibody-mediated changes (may coincide with categories 3, 4 and b and 6)
Due to documentation of circulating antidonor antibody, and cad® or allograft pathology
C4d deposition without morphologic evidence of active rejection
CAd+, presence of circulating antidonor antibodies, no signs of acute or chronic TCMR or ABMR (i.e. g0, cg0, ptcO, no ptc
lamination). Cases with simultaneous borderline changes or ATN are considered as indeterminate
Acute antibody-mediated rejectfon“
CAd+, presence of circulating antidonor antibodies, morphologic evidence of acute tissue injury, such as (Type/Grade):
I. ATN-like minimal inflamTmation
IIl. Capillary and or glomerular inflammation (ptc/g =0} andfor thromboses
. Arterial—v3
Chronic active antibody-mediated rejection®
CAd+, presence of circulating antidonor antibodies, morphologic evidence of chronic tissue injury, such as glomerular double
contours and/or peritubular capillary basement membrane multilayering and/or interstitial fibrosisftubular atrophy andfor fibrous
intimal thickening in arteries
. Borderline changes: 'Suspicious’ for acute T-cell-mediated rejection (may coincide with categories 2 and 5 and 6)
This category is used when no intimal arteritis is present, but there are foci of tubulitis (t1, t2 or t3) with minor interstitial infiltration (i0
or i1} or interstitial infiltration (i2, i3) with mild (t1) tubulitis
T-cell-mediated rejection (TCMR, may coincide with categories 2 and 5 and 6)
Acute Tcellmediated rejection (Type/Grade:)
|A. Cases with significant interstitial infiltration (>25% of parenchyma affected, i2 or i3) and foci of moderate tubulitis (t2)
IB. Cases with significant interstitial infiltration (=25% of parenchyma affected, i2 or i3) and foci of severe tubulitis (t3)
IlA. Cases with mild-to-moderate intimal arteritis (v1)
IIB. Cases with severe intimal arteritis comprising =25% of the luminal area (v2)
Ill. Cases with ‘transmural’ arteritis and/or arterial fibrinoid change and necrosis of medial smooth muscle cells with accompanying
lymphocytic inflammation (v3)
Chronic active Tcell-mediated rejection
‘chronic allograft arteriopathy’ (arterial intimal fibrosis with mononuclear cell infiltration in fibrosis, formation of nec-intima)
5. Interstitial fibrosis and tubular atrophy, no evidence of any specific eticlogy
{may include nonspecific vascular and glomerular sclerosis, but severity graded by tubulointerstitial features)
Grade
I. Mild interstitial fibrosis and tubular atrophy {<25% of cortical area)
II. Moderate interstitial fibrosis and tubular atrophy (26-50% of cortical area)
IIl. Severe interstitial fibrosis and tubular atrophy/ loss (=50% of cortical area)
6. Other: Changes not considered to be due to rejection—acute and/or chronic (for diagnoses see Table 14 in (42); may include isolated
g, cg or cv lesions and coincide with categories 2, 3, 4 and b)

(5]

=

1The 2007 updates are underlined.

2pl existing scoring categories (g, 1, v, i, cg, ct, ci, cv, ah, mm) remain unchanged (42}

3Please refer to Table 2 and Figure 1.

4Suspicious for antibody-mediated rejection if C4d (in the presence of antibody) or alloantibody (CAd+) not demonstrated in the presence
of morphologic evidence of tissue injury.

Table 1 : Critéres de rejet, Banff 97 avec les mises a jour de 2007. Tiré avec permission d’Am

J Transplant (2008), Solez et al.

Puisque mon projet de maitrise porte sur le rejet chronique humoral, ce type précis de rejet sera
plus détaillé tandis que les autres seront décrits plus briévement. On commencera par définir le

rejet hyperaigu, aigu, chronique, cellulaire et finalement humoral.

1.5.2 Lerejet hyperaigu

Le rejet hyperaigu est devenu de plus en plus rare de nos jours en raison des tests de compatibilité
effectués entre le donneur et le receveur avant la greffe *'. Il consiste en I’occlusion des vaisseaux

du greffon par thrombose aigué se développant dans les minutes ou les heures suivant la



restauration du flux sanguin dans I’organe *. 1l est associé principalement aux DSA préformés
contre les HLA, les antigénes de groupe sanguin ABO ou les antigénes exprimés a la surface des

cellules endothéliales endommagées * > ¥

. Il y a 3 événements immunologiques dits «
sensibilisants », susceptibles de faire développer des anticorps anti-HLA avant la greffe et pouvant
mener a des DSA s’ils sont du méme type que le donneur : la grossesse, la transfusion et une grefte
antérieure. Les DSA circulants dans les vaisseaux sanguins de 1’hdte au moment d’implanter le
greffon, se lient a ’endothélium de 1’organe greffé, activent localement le complément et le
systéme de coagulation provoquant plusieurs réactions en chaine ***°. Les molécules C3a et C5a
du complément agissent comme des anaphylotoxines, produisant une chimiotaxie des cellules et
molécules inflammatoires vers le greffon. Le complexe d’attaque membranaire (CAM) active et
endommage quant a lui I’endothélium des vaisseaux sanguins du greffon. Le dommage endothélial
massif expose la membrane basale, ce qui entraine une activation plaquettaire. L’activation des
cellules endothéliales endommagées permet également la relache du facteur de von Willebrand et
de la P-sélectine préformés dans le cytoplasme endothélial. Ceci initie la formation et la
stabilisation du bouchon plaquettaire, ainsi que 1’adhérence des neutrophiles et des monocytes a
I’endothélium par une extravasation subséquente. Ainsi, I’endothélium passe d’une barriére
protégeant les tissus extravasculaires de la circulation sanguine a une surface adhésive promouvant
I’inflammation, mais surtout la coagulation massive des microvaisseaux *. Le résultat final est une
thrombose intravasculaire menant a une nécrose du greffon. *°. Pathologiquement, le rejet
hyperaigu est caractérisé par 1’obstruction des petits vaisseaux sanguins a 1’intérieur du greffon,

incluant les capillaires glomérulaires *°.

(A) Hyperacute rejection |
Endothelial =1 Blood

cell Wsel

|
y : Complement
/ Ay activation,
I e "f'| . endothelial
‘II ﬁl e b b damage- |
| \#) o () inflammation ||
| W and thrombosis | |
: v / : |
| Alloantigen 7~ X8 '
| (e.q., blood Circulating alloantigen-
I group antigen) specific antibody

Figure 1 : Rejet hyperaigu. Tiré avec permission de Cellular and Molecular Immunology 6th

edition (2007), Abbas.




1.5.3 Lerejet aigu

Depuis 20 ans, on observe une diminution encourageante du rejet aigu dans les 12 premiers mois
suivant la transplantation *’. Contrairement au rejet hyperaigu, le rejet aigu peut étre traité a I’aide
d’immunosuppresseurs et est donc potentiellement réversible **. Par convention, le terme aigu
réfere a 1’aspect histologique ou I'on observe une infiltration de leucocytes dans le greffon, soit
dans les tubules (tubulite), I’interstitium (inflammation interstitielle), les glomérules (glomérulite)
ou les capillaires péritubulaires (capillarite). Ainsi, un rejet aigu peut survenir a tout moment apres
la greffe. Il s’agit d’'une réponse allogénique qui peut étre médiée autant par les lymphocytes T
menant au TCMR aigu, que par les anticorps menant a ’ABMR aigu; le rejet peut également étre
mixte *2. L’utilisation des immunosuppresseurs spécifiques aux cellules a permis de diminuer de
fagcon marquante le taux de rejet cellulaire aigu, mais de fagon beaucoup moins significative le rejet
aigu de type ABMR, appelé anciennement humoral *'. Bien que le rejet aigu soit trés bien prévenu
de nos jours avec I’immunosuppression, il peut étre encore présent chez environ 5 a 10% des
individus transplantés dans la premiére année suivant la greffe. Puisqu’il peut étre cellulaire ou
humoral, le rejet aigu sera expliqué plus en détail dans les sections abordant le rejet cellulaire et le

rejet humoral respectivement.

1.5.4 Lerejet chronique

Le rejet chronique survient en général tardivement, mais peut étre observé aussi tot que 2 mois
suivant la transplantation *2. Sa définition est histologique ; il se présente par des 1ésions tissulaires
chroniques telles la duplication des membranes basales endothéliales, qui témoignent d’un
dommage répété a I’endothélium. Le rejet de type chronique peut coexister avec le rejet aigu au
sein du greffon ; ceci survient lorsqu’on observe simultanément les deux types de Iésions. Dans le
cas du rejet de type humoral, on parle alors de rejet « ABMR chronique actif ». Bien que la
définition soit histologique, on distingue souvent le rejet chronique du rejet aigu par une absence
de détérioration rapide de la fonction rénale. Actuellement, les immunosuppresseurs sont assez
efficaces pour traiter le rejet aigu, mais le sont peu pour le rejet chronique, particuliérement
’ABMR chronique, qui provoque des dommages tissulaires irréversibles compromettant la survie
du greffon a moyen terme ***°. La biopsie rénale est nécessaire afin de distinguer le rejet des
autres causes de dysfonction du greffon, comme la néphrotoxicité des immunosuppresseurs ou

I’infection *°. Le rejet cellulaire chronique sera abordé dans la prochaine section portant sur le rejet



cellulaire en général. Mon projet de maitrise porte principalement sur le rejet ABMR chronique,

celui-ci sera donc discuté en détail dans une prochaine section.

1.5.5 Lerejet cellulaire

Le rejet cellulaire est mieux contrdlé de nos jours en raison du développement des agents
immunosuppresseurs efficaces pour contrer principalement 1’action des lymphocytes T, les acteurs
centraux du rejet cellulaire. Les cellules T peuvent étre activées selon 2 types
d’alloreconnaissances, directe ou indirecte. L’alloreconnaissance survient lorsque le systéme
immunitaire du receveur réagit contre les antigénes du donneur qui sont considérés comme du non-
soi *%. La voie est dite directe lorsque ce sont les cellules présentatrices d’antigénes (APC) du
donneur elles-mémes qui interagissent avec les cellules T du receveur. Ce type
d’alloreconnaissance se produit plus souvent lors de la phase précoce suivant la transplantation,
alors que les leucocytes du donneur, encore viables, migrent vers les ganglions lymphatiques de
I’héte. Le second type de reconnaissance, indirecte, survient lorsque non pas les cellules complétes,
mais seulement les molécules HLA étrangeres provenant de cellules immunitaires ou non
immunitaires (par exemple les cellules endothéliales du greffon) sont transformées puis présentées
par les APC du receveur a ses propres lymphocytes T CD4+ . Ce type de réponse survient donc
en absence de cellules immunitaires du donneur. L’une ou ’autre de ces reconnaissances meéne a

I’activation des lymphocytes T spécifiques contre un HLA étranger.

Des études ont été réalisées avec des souris ne possédant pas de cellules T afin de déterminer leur
role dans le rejet. Il a été observé que les souris ne pouvaient pas rejeter complétement une
allogreffe non-MHC appariée, le processus de rejet pouvait seulement se poursuivre apres la
reconstitution des lymphocytes chez les souris *°. Aujourd’hui, certains tendent a démontrer que ce
n’est pas le cas. Le systéme immunitaire inné serait apte a mener seul un rejet en I’absence d’une
immunité adaptative fonctionnelle, I’explication de ce phénoméne dépasse mon projet de maitrise,

mais il est important de le mentionner *.
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Figure 2 : Activation des lymphocytes T. 7iré¢ avec permission de Nature, (2004) Ricordi et al.

La physiologie de I’activation des lymphocytes T dépasse le cadre de ce mémoire ; toutefois, on
peut en résumer les principales étapes (figure 2). La reconnaissance du lymphocyte T naif de son
antigéne spécifique (présenté par une APC) améne des changements d’activation a sa surface,
notamment I’apparition de molécules de co-stimulation et le récepteur a IL-2 (CD25). Une fois que
I’activation dite primaire des lymphocytes T a eu lieu, il y a une prolifération autocrine des cellules
T grace a I’expression du récepteur a I’IL-2. En effet, la cytokine IL-2 interagit avec son récepteur
ce qui active plusieurs protéines kinases permettant la progression du cycle cellulaire ou les cellules
T se différencieront en lymphocytes T CD4+ ou CD8+. La boucle autocrine permet alors le
développement et la prolifération des cellules T cytotoxiques spécifiques au greffon, tout en évitant
la prolifération incontrélée de lymphocytes T qui ne sont pas spécifiques; il s’agit du processus a
la base de la réponse immunitaire dite adaptative **. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
reconnaissent les antigénes de classe I sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH), dont une explication détaillée suit dans une prochaine section. Les cellules T CD8+
s’activent, proliférent et puis deviennent des clones alloréactifs spécifiques a 1’antigéne, capable de
relacher des granzymes (sérines, estérase), des perforines et des cytokines toxiques comme le TNF-
0, qui vont détruire les cellules du greffon *%. Pour leur part, les lymphocytes T CD4+, qui
reconnaissent les antigénes de classe II, participent au rejet cellulaire en activant la relache de
plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1, ’'IFN-y et le TNF-a recrutant et activant
ainsi d’autres cellules du systéme immunitaire comme les macrophages, les cellules NK, qui a leur

tour peuvent endommager le greffon en reldchant plusieurs molécules cytotoxiques emmagasinées

P,
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dans des vésicules intracellulaires *. Les cellules T CD4+ activent également les cellules B qui
vont a leur tour endommager le tissu greffé par la production d’anticorps spécifiques aux antigénes
de surface du greffon *2. La présence des cytokines augmente également le nombre de molécules
HLA a la surface des cellules du greffon, ce qui accroit ainsi I’alloreconnaissance par les cellules

effectrices du systéme immunitaire.

En plus de I’activation primaire et I’expansion clonale des cellules T, le processus a la base du rejet
cellulaire, les APC secrétent des cytokines et chimiokines qui vont induire I’expression endothéliale
de molécules d’adhésion. Ces molécules vont attirer des cellules immunitaires au site de rejet et
ceux-ci pourront pénétrer 1’endothélium en raison de sa perméabilisation provoquée par les

cytokines et chimiokines *%.

Selon la classification de Banff, le rejet TCMR aigu se défini soit par: (1) une infiltration
interstitielle significative avec des foyers de tubulite modéré ou sévére, (2) une artérite (infiltration
artérielle de leucocytes) intimale 1égére a modérée, (3) une artérite intimale sévére qui touche au
moins 25% de la lumiére des vaisseaux, (4) une artérite transmurale et/ou un changement artériel
fibrinoide et de la nécrose au niveau de la média des cellules musculaires lisses accompagnées

. Le rejet TCMR chronique est quant a lui défini par une

d’inflammation lymphocytaire
artériopathie chronique de 1’allogreffe, soit une fibrose artérielle au niveau de 1’intima avec une
infiltration de cellules mononucléaires et la formation d’une néo-intima **. Il est important de noter
que ces deux types de rejet peuvent s’accompagner d’un rejet humoral, et ménent a la fibrose

interstitielle et a I’atrophie tubulaire.

L’agent-clé de la thérapie immunosuppressive pour contrer le rejet cellulaire est I’inhibiteur de la
calcineurine, soit la cyclosporine, utilisée depuis le début des années 80 ou le tacrolimus, molécule
plus récemment développée et d’usage courant depuis plusieurs années. En inhibant la calcineurine,
ces 2 agents bloquent la voie de NFAT, ce qui prévient la synthese de I’IL-2 et d’autres cytokines
produites par les cellules T activées; ils interférent donc avec 1’activation des lymphocytes T CD4+
. L’inhibition de la synthése de I’IL-2 bloque la prolifération et la différenciation des cellules T.
Plus spécifiquement, la cyclosporine forme un complexe avec une protéine isomérase nommeée
cyclophilline pour bloquer directement la calcineurine, une phosphatase intracellulaire, qui
déphosphoryle NFAT découvrant le signal de localisation nucléaire lui permettant de transloquer

au noyau. Le tacrolimus produit le méme effet, mais forme plutdt un complexe avec la protéine de
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liaison FK (le tacrolimus peut également porter le nom de FK506) et il est 100 fois plus puissant

que la cyclosporine 4 titre d’agent immunosuppresseur *.

1.6 Le rejet humoral

Le rejet humoral est actuellement le type de rejet pour lequel les connaissances mécanistiques sont
les moins complétes et dont les traitements sont les moins efficaces. Au tout début de la
transplantation, les connaissances sur le rejet humoral étaient limitées au rejet hyperaigu, da a des
anticorps préformés du receveur contre des antigénes du donneur ***. De nos jours, le donneur et
le receveur subissent des tests de compatibilité afin d’éviter ce typer de rejet. Jusqu’a tout
récemment, il y avait un manque d’outils diagnostiques pour identifier le développement
d’anticorps anti-donneur de novo chez le receveur (développées suite a la greffe, par opposition
aux anticorps préformés présents avant la transplantation et causant le rejet hyperaigu) ainsi que de
marqueurs en pathologies pour mettre en évidence le dommage tissulaire dii aux anticorps dans le
greffon. Ainsi, le rejet humoral a plus ou moins été ignoré par la communauté scientifique au cours
des 30 premiéres années de la transplantation. Grace aux percées dans la détection des anticorps
circulants et au développement du marquage de la composante du complément C4d dans le greffon
(nous y reviendrons plus loin), on sait maintenant que le rejet humoral est la cause principale de
rejet a long terme 2. Le rejet humoral a été reconnu initialement dans des cas de transplantations

rénales, puis dans des transplantations de cceur, de pancréas et de poumons *°.

Contrairement au rejet cellulaire, qui survient plus rarement apres plus de 5 ans de greffe, le rejet
humoral peut apparaitre tardivement aprés la greffe **. La définition du rejet humoral, dit ABMR,
a subi plusieurs modifications depuis 1991. A ce moment, la rencontre de Banff a statué qu’il était
important d’avoir une interprétation standardisée de la biopsie de I’allogreffe rénale afin de guider
le traitement thérapeutique et établir des points de références objectifs pour des fins d’études
cliniques et de recherche fondamentale 8 La rencontre de Banff en 2001 a, elle aussi, été une
conférence majeure ou 'on a alors essentiellement défini I’ABMR par : (1) la présence de DSA
circulants, (2) une ¢évidence morphologique de dommage tissulaire inflammatoire aigu a
I’endothélium soit glomérulaire ou capillaire sous forme de leucocytes adhérents aux cellules
endothéliales (qu’on appelle soit glomérulite ou capillarite, voir figure 3 et 4) un marquage du
facteur C4d du complément positif (figure 4). Le C4d étant un sous-produit de la dégradation du

C4 qui forme un lien covalent avec I’endothélium, sa présence dans le greffon est une évidence
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indirecte qu’il y a eu activation de la voie classique du complément, et donc nécessairement une
interaction préalable entre un anticorps et 1’endothélium sous-jacent. Comme il sera discuté plus
tard, on ne posseéde pas encore d’agent thérapeutique efficace contre ce type de rejet. On utilise
actuellement des thérapies toxiques qui visent soit a retirer les immunoglobulines du sang (par
plasmaphérese), soit a les lier par administration d’immunoglobulines par voie intraveineuse ou
soit & inhiber leur production (par anticorps monoclonal anti-lymphocyte B) *'. Malheureusement,

la rémission est souvent de courte durée et les effets secondaires sont majeurs (infections et cancer).
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Figure 3 : Coupe histologique illustrant la glomérulite dans un capillaire. (A) Infiltration de

cellules mononuclées et gonflement des cellules endothéliales. (B) Marquage a
I’immunoperoxidase pour les monocytes et les macrophages. Tiré avec permission de Am J

Transplant (2003), Racusen et al.
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Figure 4 : Marquage du facteur C4d par immunofluorescence. 7Tiré avec permission de Am J

Transplant (2003), Racusen et al.

Pour sa part, le rejet ABMR chronique a été décrit pour la premiére fois en 2001 *° par la méme
évidence de C4d tissulaire et de DSA circulants, mais cette fois avec une évidence morphologique
de dommage tissulaire chronique, soit le «double contour» glomérulaire (témoignant de cycles de
dommage et réparation successifs de I’endothélium, aussi appelé glomérulopathie du transplant)
et/ou une multi-lamellation de la membrane basale des capillaires péritubulaires *. Ainsi, on

constate qu’il y a eu des progres considérables dans la méthode de diagnostic de ’ABMR entre

1997 et 2007.

15


LENOVO
Stamp


Table 2: Revised (Banff 2013) classification of antibody-mediated rejection (ABMR) in renal allografts

Acute/active ABMR; all three features must be present for diagnosis 2
1. Histologic evidence of acute tissue injury, including one or more of the following:
Microvascular inflammation {g = 0 andfor pte > 0)
Intimal or transmural arteritis (v > 0F*
Acute thrombotic microangiopathy, in the absence of any other cause
Acute tubular injury, in the absence of any other apparent cause
2. Evidence of currentfrecent antibody interaction with vascular endothelium, including at least one of the following:
Linear C4d staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or C4d = 0 by IHC on paraffin sections)
At least moderate microvascular inflammation {lg | pte] = 2)%
Increased expression of gene transcripts in the biopsy tissue indicative of endothelial injury, if thoroughly validated®
3. Serologic evidence of donor-specific antibodies (DSAs) (HLA or other antigens)

Chronic, active ABMR; all three features must be present for diagnosis'-”
1. Morphologic evidence of chronic tissue injury, including one or more of the following:
Transplant glomerulopathy (TG) (cg > 0®, # no evidence of chronic thrombotic microangiopathy
Severe peritubular capillary basement membrane multilayering {requires EM)®
Arterial intimal fibrosis of new onset, excluding other causes™®
2. Evidence of current/recent antibody interaction with wvascular endothelium, including at least one of the following:
Linear C4d staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or C4d = 0 by IHC on paraffin sections)
At least moderate microvascular inflammation (g | pte] = 2)F
Increased exprassion of gene transcripts in the biopsy tissue indicative of endothelial injury, if thoroughly validated®
3. Serologic evidence of DSAs (HLA or other antigens)

C4d staining without evidence of rejection; all three features must be present for diagnosis

1. Linear C4d staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or C4d = 0 by IHC on paraffin sections)

2. g=0, ptc=0, ca=0 (by light microscopy and by EM if available), v=0; no TMA, no peritubular capillary basement membrane
multilayering, no acute tubular injury {in the absence of another apparent cause for this)

3. No acute cellmediated rejection (Banff 97 type 1A or greater) or borderline changes

cg, Banff chronic glomerulopathy score; EM, electron microscopy; EMDAT, endothelial activation and injury transcript; g, Banff glomerulitis
score; GBM, glomerular basement membrane; IF, immunoflucrescence; IHC, immunchistochemistry; pte, peritubular capillary; TCMB, T
cell-mediated rejection; v, Banff arteritis score.

"For all ABMR diagnoses, it should be specified in the report whether the lesion is C4d-positive (C4d2 or C4d3 by |F on frozen sections;
Cad = 0 by IHC on paraffin sections) or without evident C4d deposition {C4d0 or C4d1 by IF on frozen sections; C4d0 by IHC on paraffin
sections).

*These lesions may be clinically acute, smoldering or subclinical. Biopsies showing two of the three features, except those with DSA and
C4d without histologic abnormalities potentially related to ABMR or TCMR {C4d staining without evidence of rejection; see footnote 11,
below) may be designated as “'suspicious’ for acute/factive ABMAR.

JRecurrent/de novo glomerulonephritis should be excluded.

It should be noted that these arterial lesions may be indicative of ABMR, TCMR or mixed ABMR/TCMR. “'v" lesions are only scored in
arteries having a continuous media with two or more smooth muscle layers.

5In the presence of acute TCMR, borderline infiltrates or evidence of infection, ptc =2 alone is not sufficient to define moderate
microvascular inflammation and g must be >1.

SAt present the only validated molecular marker meeting this criterion is ENDAT expression (4), and this has only been validated in a single
center (University of Albertal. The use of EMDAT expression at other centers or other test(s) of gene expression within the biopsy as
evidence of ABMR must first undergo independent validation as was done for ENDAT expression by Sis et al i4).

TLesions of chronic, active ABMR can range from primarily active lesions with early TG evident only by EM (cga) to those with advanced TG
and other chronic changes in addition to active microvascular inflammation. In the absence of evidence of currentrecent antibody interaction
with the endothelium {those features in the Second Section), the term active should be omitted; in such cases DSA may be present at the
time of biopsy or at any previous time posttransplantation.

#Includes GBM duplication by EM only {cgla) or GBM double contours by light microscopy.

93? layers in one cortical peritubular capillary and =5 in two additional capillaries (17), avoiding portions cut tangentially.

"“While leukocytes within the fibrotic intima favor chronic rejection, these are seen with chronic TCMR as well as chronic ABMR, and are
therefore helpful only if there is no history of TCMR. An elastic stain may be helpful as absence of elastic lamellae is more typical of chronic
rejection and multiple elastic lamellae are most typical of arteriosclerosis, although these findings are not definitive.

"The clinical significance of these findings may be quite different in grafts exposed to anti-blood-group antibodies (ABO-incompatible
allografts), where they do not appear to be injurious to the graft (18,19} and may represent accommodation. Howewver, with anti-HLA
antibodies such lesions may progress to chronic ABMRBR {20} and more outcome data are needead.

Tableau 2 : Critéres de Banff 2013 pour le rejet ABMR. 7iré avec permission d’Am J
Transplant (2014) Haas et al.
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Plus récemment, la rencontre de Banff en 2013 a ajouté a la complexité diagnostique de I’ABMR,
qui déborde le cadre de ce mémoire dont le principal intérét n’est pas clinique. On peut se contenter
de souligner que le diagnostic évolue toujours autour des 3 mémes critéres conceptuels, a savoir la
présence d’anticorps anti-donneurs dans le sang, un dommage tissulaire et une évidence
d’interaction anticorps/endothélium dans le greffon (Tableau 2). La nécessité d’avoir les 3 criteres
a toutefois été remise en cause récemment, notamment par notre groupe de recherche *****_ On a
notamment observé que le pronostic des patients présentant 2 des 3 criteres est souvent similaire a
ceux qui présentent tous les critéres. La difficulté technique a détecter les DSA sanguins et le
caractére fluctuant de [’interaction anticorps/endothélium pourraient expliquer la présence
d’ABMR avec des critéres incomplets. Avec cette nouvelle classification, I’emphase est plutot
mise sur la relation entre les DSA et I’endothélium. 11 est important d’approfondir les connaissances
sur 1’évolution de I’endothélium en présence des DSA, car cela pourrait permettre le

développement de nouveaux outils diagnostiques et également de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Figure 5 : Mécanismes de PABMR T7iré avec libre accés de Am J Transplant (2014), Djamali et

al.
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1.6.1 Physiopathologie de PABMR

Bien que toute la physiopathologique du dommage tissulaire lors du rejet ABMR ne soit pas
¢lucidée, certaines pistes ont déja mené a des hypothéses plausibles (figure 5). Notamment, une
observation clinique importante a I’origine de mes travaux de maitrise est que les DSA contre les
molécules HLA-II seraient plus dommageables que ceux contre les molécules HLA-I %3, Alors
que de nos jours il n’y a a peu pres plus de transplantation subissant un rejet hyperaigu (puisque
I’on détecte maintenant les anticorps préformés contre les antigénes du donneur avant la greffe), le
développement des anticorps DSA de novo spécifiques au HLA du donneur est par contre associé
a un haut taux de rejet °'. Nous allons aborder ici les concepts-clés qui seront nécessaires a la

compréhension de mon travail au laboratoire :

- le systéme HLA, dont les DSA
- ’endothélium
- la glomérulopathie du transplant

- la thrombomoduline

1.6.2 Le systéme HLA et les anticorps anti-donneurs circulants (DSA)

Les anticorps DSA sont reconnus comme une barriére majeure au succes de la transplantation, *
particuliérement les DSA dirigés contre les antigénes HLA-II #°. Le locus génétique le plus
important impliqué dans le rejet d’organe est connu sous le nom de complexe majeur
d’histocompatibilit¢é (CMH). Chez I’humain, le CMH se nomme le systéme HLA, car les premiers
antigénes identifiés et caractérisés ont été découverts en utilisant des alloanticorps contre les
leucocytes *2. Le complexe HLA est situé sur le chromosome 6 humain et contient plus de 200
genes, dont 40 encodent les antigénes des leucocytes ; plusieurs génes au sein de ce complexe ne
sont pas impliqués dans le systéme immunitaire. Il est reconnu comme étant le plus polymorphique
des complexes dans le systéme génétique humain, toutefois son polymorphisme est essentiellement
restreint a la fente de liaison antigénique pour la liaison des peptides (Figure 6) *3%3-° Les HLA
qui sont impliqués dans I’immunité sont répartis en 3 classes : I, II et III, qui sont structurellement
et fonctionnellement différentes. Le role des molécules produites est de présenter des peptides

courts aux lymphocytes T, un processus initiant le systéme immunitaire adaptatif **.
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Figure 6 : Structure des molécules HLLA de classe I et 1L. Tiré avec permission du livre Kuby
Immunology (2007)

Tel qu’illustré a la figure 6, la molécule HLA de classe I est composée d’une chaine, o et de la
molécule de B-microglobuline. Les génes de classe I codent pour la chaine polypeptidique o de la
molécule de classe I et c’est elle qui porte les polymorphismes formant la diversité du répertoire
immunitaire HLA 1. La molécule  est encodée par un géne sur le chromosome 15 qui se nomme
B2-microglobuline, pour former une chaine non-polymorphique. La chaine a est constituée de 5
domaines, deux pour la liaison du peptide (al et 02), un domaine immunoglobuline (a3) puis la
région transmembranaire et la queue cytoplasmique. Au sein de la région HLA, il y a 20 génes de
classe I dont les plus connus, A, B et C. On retrouve les génes de classe I exprimés par la plupart

des cellules somatiques & différents niveaux dépendamment du tissu * 33>,

L’architecture de la molécule HLA de classe II est différente de celle de classe I. Contrairement
aux genes de classe I, les génes de classe Il codent pour les 2 chaines a et B qui présentent toutes
deux des polymorphismes. Leur désignation sur le locus du chromosome 6 est composée de 3
lettres, par exemple DQA ; la premiére (D) pour indiquer la classe, la seconde (M, O, P, Q ou R)
pour la famille et la troisiéme (A ou B) indique la chaine (a et B respectivement). Chaque chaine
de classe II posséde 4 domaines, le site de liaison au peptide (al ou B1), le domaine

immunoglobuline (02 ou f2), la région transmembranaire et la queue cytoplasmique.
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Contrairement aux geénes de classe I que 1’on retrouve dans la plupart des cellules humaines, les
genes de classe II sont restreints a un sous-groupe de cellules immunitaires incluant les cellules B,
les cellules T activées, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules épithéliales du
thymus. Les molécules du CMH de classe II sont restreintes a ces cellules en raison de leur role
hautement spécialisé dans la présentation d’antigéne, un mécanisme qui est restreint aux cellules
du systéme immunitaire * > > 5% Par contre, d’autres types cellulaires peuvent exprimer des
molécules de classe Il a leur surface en présence d’inflammation ou de dommage, comme les
cellules endothéliales. Le systéme HLA posséde également une classe III qui contient des génes
impliqués dans les composants du complément (C2, C4 et le facteur B), du TNF-a et d’autres

36, 55, 57

molécules impliqués dans I’immunité . Ceux-ci sont toutefois non pertinents a la

transplantation.

Les antigénes HLA-A, HLA-B et HLA-DR ont longtemps été reconnus comme des antigénes
impliqués dans le dommage a I’allogreffon *>. Comme mentionné précédemment, plusieurs études
évoquent un role plus dommageable des anticorps anti-HLA-II que HLA-I dans le rejet. Une étude
d’Everly et al. rapporte que 68% des DSA de novo étaient dirigées contre les HLA-II,
majoritairement HLA-DQ a 91% . Deux autres études rapportent quant a elles que la majorité des
DSA sont contre HLA-DQ. Dans I’étude de Willicombe et al. 54% des DSA de novo étaient contre
les antigénes HLA-DQ contre 73% dans I’étude de DeVos et al. > %. Ainsi, les DSA anti-DQ sont
de plus en plus reconnus comme étant les HLA-II produits de fagon prédominante suite a une
transplantation. Les patients qui ont des DSA HLA-DQ semblent plus a risque de glomérulopathie
du transplant (GT) *¢'. Actuellement, il n’y a pas d’hypothése mécanistique probante expliquant
pourquoi les anticorps anti-HLA-II sont plus associés au rejet ABMR et a la GT que les anticorps
dirigés contre HLA-I ®'. C’est pourquoi il est impératif de comprendre leur mécanisme d’action
afin de mieux traiter I’ABMR. Les dommages causés par le rejet de type ABMR sont initiés par les
DSA %, Dans les trois premiéres décennies de la greffe, on pensait qu’il ne pouvait y avoir que des
DSA préformés qui pouvaient endommager le greffon. Or on sait aujourd’hui que les DSA de novo

peuvent surgir a tout moment apres la transplantation, et ce chez 20 a 30% des patients transplantés

26, 27,33
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Figure 7 : Facteurs potentiels expliquant le développement des DSA de novo Tiré avec

permission de Curr Opin Organ Transplant (2014), Jordan et al.

Les DSA ne sont pas tous égaux sur le plan de la pathogénicité. Les plus connus sont ceux qui
reconnaissent les HLA, mais il faut savoir que les DSA peuvent également reconnaitre d’autres
molécules cibles a la surface de I’endothélium comme les chaines A ou B du CMH de classe 1
(MICA et MICA B) * 2. Plusieurs événements peuvent expliquer comment les DSA apparaissent
de novo, entre autres ; une réduction excessive du traitement immunosuppresseur suite a une
infection sévére, a un cancer ou a une toxicité médicamenteuse ; une infection virale comme le
virus Epstein-Barr ou le cytomégalovirus qui peut précipiter un rejet, ou encore une prise de

médication aléatoire par le patient.

11 faut également mentionner que la néphrectomie de transplantation est associée au développement
massif d’anticorps anti-HLA. Bien que le mécanisme exact ne soit pas connu, I’hypothése actuelle
est que le tissu greffé agit comme un adsorbant des anticorps anti-HLA chez I’h6te. Son retrait
limite donc ’adsorption des DSA. Pour cette raison, un greffon qui devient non fonctionnel n’est
pas retiré, a moins d’une complication infectieuse ou un état inflammatoire sévére, ce qui est rare.
Enfin, on doit savoir que les reins sont attribués de fagon prioritaire selon I’appariement HLA, mais
celui-ci n’est pas essentiel ; le temps d’attente constitue le critére d’attribution le plus important au

Québec et ailleurs. Ainsi, le probléme d’appariement des HLA (appelé communément « mismatch

Rapport- gratuit.com {
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HLA ») est une cause majeure de développement de DSA a long terme, et il n’a été reconnu que
tout récemment (grace aux nouvelles techniques de détection des DSA) que le probléme est
particuliérement important pour les classes II DQ et DR. (Figure 7) *’. L’allocation des organes est
un sujet en soi qui dépasse le cadre de ce mémoire, mais contentons-nous de mentionner que le
poids du temps d’attente versus ’appariement HLA est une balance entre les risques de décés dii

au temps passé en dialyse versus le risque de rejet chronique du a I’alloréactivité.

Finalement, il est nécessaire de souligner que ce ne sont pas tous les DSA qui fixent le complément
ou qui causent de ’ABMR *'. Quelles caractéristiques des DSA (concentration sanguine, type,
fixation du complément, sous-type d’IgG) déterminent leur pronostic, il s'agit d'un domaine de

recherche majeur en transplantation actuellement, auquel nous participons avec ces travaux.

1.6.3 L’endothélium

De par son contact constant avec le flux sanguin, I’endothélium de 1’allogreffon constitue le premier
contact et la premiére porte d’entrée pour le systéme immunitaire du receveur et constitue en soi
une cible de dommage tissulaire menant au dysfonctionnement du greffon. Il est donc trés important
de connaitre son état suivant la transplantation *. Nonobstant le contexte de la greffe, les cellules
endothéliales endommagées ou inflammées peuvent recruter des cellules immunitaires, augmenter
ou initier leur expression d’antigénes HLA, induire 1’angiogenése en sécrétant des facteurs de
croissance et initier la fibrose interstitielle *. Ces mémes mécanismes sont en cause dans le
processus de rejet. Avant d’aborder le sujet plus en détail, il est important de réviser quelques

notions de base sur 1’endothélium.

Les cellules endothéliales forment une mince monocouche de cellules qui tapisse la lumiere de tous
les vaisseaux du corps humain. Elles forment une barriére semi-perméable entre le sang ou la
lymphe contenue a I’intérieur du vaisseau et les tissus environnants * %, Dans I’ensemble du corps
humain, I’endothélium recouvre plus de 1000 m? et est composé de 1 a 6 x10" cellules. En plus de
son réle comme barriére physique, I’endothélium posséde d’autres fonctions réparties en 3
catégories : trophique, tonique et trafic. La modulation de I’homéostasie métabolique correspond a
la fonction trophique tandis que la modulation de la dynamique vasculaire représente la fonction
tonique ; finalement, la perméabilité vasculaire, la coagulation et I’extravasation cellulaire sont des

fonctions de trafic. Au repos, I’endothélium maintient une balance précise entre la relache de
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facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs comme 1’oxide nitrique, les prostacyclines et
I’endothéline afin de maintenir un tonus vasculaire, une pression et une circulation sanguine

adéquate .

Un dysfonctionnement des cellules endothéliales tel qu’il peut survenir lors d’un rejet peut mener
a une coagulation excessive de surface des microvaisseaux appelée microangiopathie. En effet,
I’endothélium posséde des mécanismes a la fois anticoagulants et procoagulants. Au repos,
I’endothélium empéche I’activation des plaquettes a sa surface et inhibe les voies des facteurs
tissulaires afin de permettre la rhéologie normale du flux sanguin . Dans des conditions
physiologiques normales, 1’endothélium exprime des inhibiteurs de la voie des facteurs tissulaires
et de la thrombomoduline, une protéine anticoagulante, ce qui prévient 1’activation des molécules
coagulantes telles que le facteur X, la thrombine et la fibrine. En situation de stress, I’endothélium
va transformer sa surface en un état procoagulant, en activant les facteurs tissulaires et la cascade
de coagulation ®. En situation d’inflammation aigué ou chronique, la perméabilité est augmentée
pour permettre la diapédese des cellules immunitaires. Par contre, une perméabilité excessive et

prolongée peut avoir des effets nuisibles sur le tissu *.

Plus précisément, parmi les dommages histologiques induits lors de ’ABMR, il peut y avoir
présence de thrombose dans les capillaires et de nécrose fibrinoide artérielle. Les DSA activent les
cellules endothéliales en médiant la dégranulation des corps de Weibel-Palade contenus a
I’intérieur des cellules endothéliales menant a la relache de plusieurs médiateurs inflammatoires
tels que la P-sélectine et le facteur de von Willebrand. En plus des DSA, les lymphocytes T CD8+,
les macrophages, les neutrophiles, les cellules NK, le systéme du complément et de coagulation

peuvent tous endommager 1’endothélium et mener ultimement au rejet.

11 est donc primordial de mieux comprendre les interactions entre les DSA et I’endothélium lors du
rejet chronique de type ABMR. Une meilleure compréhension de ces interactions pourrait mener a
des améliorations quant a la condition des patients. Pour mon projet de maitrise, j’ai travaillé plus
particulierement sur une protéine, la thrombomoduline dont les caractéristiques seront définies dans
les prochaines sections. Le dernier concept qui reste a définir avant de s’intéresser a cette protéine

est la glomérulopathie du transplant.
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1.6.4 La glomérulopathie du transplant

Figure 8 : Glomérulopathie du transplant chronique. Les fléches indiquent des exemples

de double-contour. Tiré avec permission de Am J Transplant (2007), Solez et al.

La lésion chronique provoquée par un dommage endothélial répété aux glomérules dans le greffon
est nommée la glomérulopathie du transplant (GT). Morphologiquement, il s’agit d’une 1ésion
irréversible caractérisée en microscopie optique par une duplication de la membrane basale qu’on
appelle « double contour » en néphropathologie (figure 8) ' ** . La duplication de la membrane
basale est I’'une des conséquences du dommage et de la réparation de I’endothélium ; ce phénoméne
se produit & I’intérieur des vaisseaux sanguins du glomérule ®. Elle débute par un changement du
gonflement des cellules endothéliales et mésangiales avec une diminution de la perméabilité
capillaire. Suite au dommage, I’endothélium se répare en produisant une nouvelle couche cellulaire
par-dessus la précédente, ce qui résulte en I’apparition d’une nouvelle couche dans la membrane
basale glomérulaire. Ce phénoméne peut se produire de multiples fois, ce qui épaissit
considérablement 1’aspect de la membrane basale au microscope d’oti le nom «double contour»
" Un dommage histologiquement similaire a la GT peut également se développer dans un greffon
4 la suite d’une infection a I’hépatite C ou d’une microangiopathie thrombotique préexistante * 7',
Les lésions sont souvent absentes a la microscopie optique dans les phases précoces de GT, qui
sont par ailleurs silencieuses cliniquement, ce qui contribue a retarder le diagnostic ¢"-%. Par contre,
la multilamellation de la membrane basale glomérulaire peut étre détectée par microscopie
¢lectronique plusieurs mois avant que les lésions soient apparentes en microscopie optique. Ce

critere (détection par microscopie ¢lectronique) a été incorporé dans la plus récente édition de la
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classification de Banff et il supporte la réalisation de biopsie précoce pour sonder 1’allogreffe et

observer s’il y a des changements morphologiques ’.

Cliniquement, les patients greffés souffrant de la GT présentent éventuellement une protéinurie
(qui peut méme devenir d’ordre néphrotique), de I’hypertension et une détérioration de la fonction
rénale du greffon sur quelques mois *°. Cette pathologie affecte le fonctionnement de 1’allogreffe
et méne ultimement a la perte de greffon, forgant ainsi les patients a retourner en dialyse *’. La GT
posséde I’un des pires pronostics des dommages histologiques chroniques, avec un taux de survie
5 ans aprés la transplantation de moins de 50% a partir du diagnostic *°. De plus, entre 4 et 20%
des patients transplantés auront une GT soit aprés 1 an et 5 ans aprés la transplantation

respectivement *'.

La GT est un type de microangiopathie thrombotique (MAT) qui présente des Iésions similaires
avec d’autres pathologies, soit le syndrome hémolytique urémique (SHU) et le purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT)v. 1l s’agit de 2 pathologies favorisant une suragrégation
plaquettaire qui méne a une microthrombose vasculaire endommageant la paroi des vaisseaux
sanguins au méme titre que la GT dans le rejet ABMR. Le SHU et le PTT sont actuellement mieux
documentés que la GT, mais la similarité entre ces pathologies nous a permis d’analyser une
protéine qui était plutdt connues dans le SHU et le PTT.
Rgpporf— gm?‘a/f.com @
1.6.5 Les traitements potentiels de ’ABMR

Comme mentionné précédemment, quelques traitements sont disponibles pour désensibiliser et
traiter ’ABMR, mais pour I’instant, trés peu obtiennent du succes. La plasmaphérese, 1’échange
du plasma, et des hautes doses d’immunoglobulines intraveineuses sont des exemples de techniques
utilisées qui n’ont malheureusement pas rencontré le succés escompté >* ¢, Une des hypothéses
pour traiter I’ABMR serait d’agir au niveau des plasmocytes, les lymphocytes B qui produisent les
anticorps, cela permettrait de controler la production de DSA *, par contre une inhibition compléte
des anticorps systémiques rendrait les patients susceptibles aux infections et aux cancers comme il
est déja le cas en raison des immunosuppresseurs utilisés pour empécher le développement du rejet

cellulaire.
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Le marquage du facteur C4d du complément est un outil utilisé pour détecter 1’activation du
systtme du complément qui peut é&tre détecté dans les capillaires péritubulaires par
immunohistochimie. Bien que le marquage du C4d ne soit plus essentiel au diagnostic, il n’en
demeure pas moins que le systtme du complément peut endommager le greffon 7. Les
chimioattractants C3a et C5a, des facteurs effecteurs du complément, font partie de la cascade qui
active le C5b ce qui permet I’assemblage du CAM composé de C5b-C9. Le CAM activé, cause de
la nécrose locale et permet le détachement de 1’endothélium de la membrane basale ® ™. Pour
prévenir les dommages causés par le complément dans le mécanisme de I’ABMR, I’anticorps
monoclonal humanisé eculizumab est utilisé. Celui-ci posséde une haute affinité pour le facteur C5
du complément ce qui permet de bloquer I’activation terminale du complément. Par contre, cet
agent immunosuppresseur est associé¢ a plusieurs effets secondaires comme en autre, une

augmentation du risque d’infections 7.

Une étude clinique est présentement en cours afin d’évaluer 1’utilisation du bortezomib, un
inhibiteur des protéasomes déja utilisé pour traiter le myélome multiple, dans les cas de rejet
chronique ABMR. Le bortezomib cause I’apoptose des plasmocytes ce qui permettrait de réduire
les DSA préformés en combinaison avec la plasmaphérése (NCT01873157) ™. Une autre étude
clinique évalue présentement le rituximab, un agent chimérique anti-CD20, qui est déja approuvé
par la FDA dans les cas de lymphome. Cet anticorps monoclonal est dirigé contre les cellules B ce
qui provoque une déplétion des cellules B circulantes (NCT01095172) ™. Ces deux agents sont
actuellement utilisés de fagon « off-label » pour le rejet, c¢’est-a-dire que leur approbation pour la

commercialisation n’a pas été faite pour cette indication précise.

Ainsi, il n’existe pas a ce jour de traitement efficace contre le rejet ABMR, c¢’est pourquoi il est
primordial d’améliorer les connaissances au sujet de ce type de rejet afin de découvrir des nouvelles

cibles thérapeutiques potentielles.

Les prochaines sections présentent une protéine qui pourrait avoir un potentiel thérapeutique dans

le rejet ABMR et c’est pourquoi elle a été étudiée durant mon projet de maitrise.
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1.7 La thrombomoduline

La thrombomoduline (TBM), aussi appelée CD141, BDCA3 ou fetomoduline est une glycoprotéine
transmembranaire de type 1 aux propriétés variées au sein de I’organisme. Son mécanisme
multimoléculaire régule et intégre différents aspects critiques de plusieurs processus
physiologiques importants comme la thrombose-coagulation, I’immunité innée, I’inflammation et
la prolifération cellulaire, ce qui lui permet de protéger I’organisme contre les différentes agressions
potentielles °* 77 Son réle principal est de servir de récepteur pour la thrombine. La TBM a été
découverte dans les années 80, selon des observations datant des années 60, par Charles T. Esmon
et Whyte G. Owen., a partir de la protéine C activée (PCA) par la thrombine. Les chercheurs avaient
isolé le précurseur de la PCA, la protéine C (PC) ce qui leur a permis de découvrir le cofacteur

endothélial essentiel a son activation, la thrombomoduline 7.

La TBM est exprimée principalement par les cellules endothéliales et on la retrouve a la surface de
tous les vaisseaux sanguins et lymphatiques du corps humain a une densité de 50 000 a 100 000
molécules par cellules. Elle peut également étre exprimée par les astrocytes, les cellules
mésothéliales, les kératinocytes, les ostéoblastes, les plaquettes, les neutrophiles, les monocytes,
les macrophages et les cellules dendritiques d’ot le nom BDCA3 ® 7*%°_ Elle est aussi exprimée
dans les syncytiotrophoblastes et les trophoblastes du placenta humain *. Bien qu’elle soit
exprimée par toutes les cellules endothéliales, la concentration de TBM est plus élevée dans les
capillaires que les gros vaisseaux sanguins .

Au niveau des cellules endothéliales, 1’expression de surface de la TBM augmente en réponse a
plusieurs molécules stimulantes: son ligand, la thrombine, 1’acide rétinoique, le VEGEF,
I’histamine, la HSP et via les agents qui augmentent I’AMPc intracellulaire. Elle diminue en

présence d’endotoxines, d’IL-1, de TNF-a, d’homocystéine, de TGF-P et en situation d’hypoxie "

78,79

1.7.1 Régulation de ’expression génique de la thrombomoduline

L’expression génique la TBM est régulée par le facteur de Kriippel 2 (KLF2) qui régule
I’expression de molécules anti-inflammatoires, antithrombotiques et anti-fibrinotiques afin de
maintenir les fonctions endothéliales. C’est le flux sanguin qui régule I’expression de KFL2,

notamment via le micro-ARN miR-92a . Lorsque KFL2 est activé, il peut lui-méme activer
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’expression génique de TBM ®!. L’expression de la TBM serait également régulée par le facteur
nucléaire érythroide 2 (NRF2) qui est un facteur de transcription principalement impliquée au

niveau du stress oxydatif et qui réduirait ’expression de la TBM 82,

1.7.2  Organisation structurale

lectin-like domain (D1; 1-155)

EGF-like domain (D2; 223-462)

1
v
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TR | Ser/Thr-rich domain (D3; 463-497)
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Figure 1 Schematic presentation of structural domains of TM
with corresponding sequence of amino acid EGF, epiderma
growth factor. Ser, serine; Thr, threonine; D1, domain 1; D:

2; D3, domain 3; D4, domain 4; D5, domain 5.

Figure 9 : Structure de la thrombomoduline. 7iré avec libre acceés de J Biomed Sci (2012), Li

et al.

Le geéne humain de la TBM est situé sur le chromosome 20, il ne posséde pas d’intron et il code
pour une protéine d’un poids moléculaire de 70 a 100 kDa (figure 9). Cette glycoprotéine est
composée de 557 acides aminés, apres la délétion du peptide signal de 18 acides aminés. La protéine
est répartie en 5 domaines. L’extrémité N-terminale (NH,) (D1) est composé de 2 modules formant
plus de la moitié du domaine extracellulaire de la protéine. Le module le plus distal par rapport a
la surface cellulaire est composé de 155 acides aminées formant un complexe riche en lectines de
type C. Le second module est rattaché au domaine suivant et est une région hydrophobe. Des études
informatiques révelent que ce domaine est composé de 2 hélices-a, 2 feuillets-B, un noyau compact
hydrophobe et aromatique ainsi que 4 ponts disulfiques. Des études de microscopie électronique
suggerent également que la forme et 1’¢loignement de ce domaine de la surface membranaire

favorisent les interactions efficaces avec d’autres molécules ou cellules immunitaires. Ce domaine
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globulaire est principalement impliqué dans I’inflammation, I’adhésion cellulaire et la régulation
de la croissance tumérique *.

Le deuxiéme domaine (D2), le mieux caractérisé a ce jour, est composé de 6 répétitions du facteur
de croissance épidermique (EGF). Ce domaine forme une tige allongée favorisant les interactions
protéine-protéine en raison des liens disulfiques présents au niveau de chaque répétition. Il est
associé¢ a la prolifération cellulaire et 4 de ces répétitions sont associées aux mécanismes
anticoagulants de la TBM.

Le troisiéme domaine (D3) est composé d’une région riche en sérine et thréonine qui possede 4
sites de post-translation de glycosylation de type O (supporte I’attachement d’une moitié
chondroitine-sulfate) et qui permet I’optimisation des fonctions anticoagulantes de la protéine.
Finalement, la TBM est composée d’une région transmembranaire (D4) bien conservée et d’une
courte queue cytoplasmique (D5) ou une seule cystéine permet la multimérisation de la molécule.
La délétion de la région cytoplasmique n’aurait pas d’effet sur le développement feetal, la survie ou

la coagulation 6676 80.83. 84,

1.7.3 Réles
1.7.3.1 Cascade de coagulation

Le rdle le plus connu de la TBM est a titre de récepteur pour la thrombine et de cofacteur dans
I’activation de la PC. La liaison entre la TBM et la thrombine est de haute affinité (Kd = 0.5 nmol
") et est a la base d’un systéme anticoagulant physiologiquement important qui protége les
microvaisseaux des forces procoagulantes, proapoptotiques, et pro-inflammatoires. Un défaut dans
ce systéme est associé a une augmentation des risques de thrombose. En effet, des études sur des
souris transgéniques ayant une délétion spécifique de la TBM endothéliale (souris TBMLox") ont
démontré que celles-ci avaient développé des thromboses spontanées séveres dans les artéres et les
veines avant de décéder °* % * La PC est produite majoritairement par le foie et circule dans le
plasma a une concentration de 3-5 g/mL. Sa forme mature est composée de 3 domaines dont 1I’un
contenant un site de liaison pour le Ca®" puisque I’activation de la PC est dépendante du calcium.
La transformation de la PC en PCA est dépendante d’une source renouvelée de thrombine. En effet,
lorsque la génération de thrombine cesse, 1’activation de la PC cesse également *. Lorsque la PC
est activée, elle forme un complexe avec la protéine S afin de catalyser la protéolyse des facteurs
Va et VIlla. La dégradation de ces facteurs inhibe la formation de nouvelles molécules de

thrombine et empéche la diffusion de la cascade de coagulation ***’. Ainsi, la thrombine ne peut
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plus catalyser la conversation du fibrinogéne en fibrine ni activer les facteurs V, VIII et XIII pour
activer les plaquettes *. En plus de 1’activation de la protéine C, le complexe TBM-thrombine
active la procarboxypeptidase B plasmatique, TAFI, un inhibiteur de la fibrinolyse, un processus
physiologique qui dissout les caillots sanguins afin d’empécher la formation de thrombose. La
fibrinolyse est inhibée par la suppression des résidus de lysine sur le fibrinogene, ce qui diminue la

conversion effective du plasminogéne en plasmine .

La liaison de la thrombine a la TBM s’effectue via son exosite 1 aux motifs EGF-5,6. La PC se lie
au motif EGF-4 et au domaine riche en sérine et thréonine. La thrombine se lie également a ce
domaine via sa moitié chondroitine-sulfate, ce qui rend la liaison TBM-thrombine irréversible.
Suite a la liaison de la thrombine, les motifs EGF-3 a 6 apportent un soutien additionnel en activant
TAF] 66:76.80.83,84

1.7.3.2 Inflammation

\/ Complement

pathways

va, villa |— [ «—
A1
Histones O |—.'.'.:.:'

Thrombomodulin

Figure 10 : Fonctions anti-inflammatoires de la thrombomoduline. 7iré avec permission

d’Expert Opin Ther Targets (2015), Ito et al.

La régulation de la cascade de coagulation est le premier role qui a été découvert pour la TBM.
Aujourd’hui, on reconnait également 1’implication importante de la TBM dans la régulation de
I’inflammation, principalement via son domaine riche en lectine (D1) (figure 10). Les premiéres
expériences in vivo qui ont démontré cette association ont été réalisées en 1999 par le groupe de
Waugh ¥, Par la suite en 2002, le groupe de Theilmeier a observé que des souris transgéniques
avec de la TBM tronquée sans domaine NH,, avaient un niveau normal de TBM et que celle-ci

pouvait toujours activer la PC. Par contre, en présence d’endotoxine, ces souris avaient un taux de
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survie diminué. Elles avaient un niveau de cytokines plus élevé, une adhésion et une extravasation
des neutrophiles plus marquées causant ainsi plus de dommages tissulaires. Ces premicres
observations suggéraient un role anti-inflammatoire pour I’extrémité distale riche en lectines de la
TBM ; depuis, ces observations ont été confirmées & plusieurs reprises ' *. Par contre, on sait
aujourd'’hui qu’il existe 2 types de mécanismes anti-inflammatoires pour la TBM, soit dépendant
ou indépendant de la PCA. La PCA peut réguler I’inflammation en clivant la portion extracellulaire
du récepteur activé de la protéase (PAR-1). Ce clivage provoque ’activation des voies de
signalisations extracellulaires dans les cellules endothéliales et les leucocytes, ce qui inhibe des
voies pro-inflammatoires et pros apoptotiques, régule simultanément a la hausse les voies anti-
inflammatoires et anti-apoptotiques et stabilise la barriére endothéliale. La PCA inactive également
les histones extracellulaires qui agissent a titre de médiateurs de la dysfonction endothéliale dans
des conditions septiques. Selon la voie indépendante de I’APC, le complexe TBM-thrombine peut
¢galement inhiber la réponse en inflammatoire en liant HMGBI, cette liaison est, par contre,
réversible contrairement a la thrombine et elle s’effectue via le domaine D1 riche en lectines ***°.
Pour I’instant, les connaissances sur la TBM et I’inflammation ne sont pas aussi exhaustives que
celles de son implication dans la coagulation. Par contre, les données actuelles montrent un role

important de la TBM dans la répression de 1’inflammation et il est important d’approfondir le sujet.

1.7.3.3 Systéme du complément

La TBM est également impliquée dans la régulation du systétme du complément. Elle peut
supprimer le complément en accélérant ’inactivation du fragment C3b médié par le facteur I du
complément. Une molécule activée par le complexe TBM-thrombine, TAFI, peut aussi inactiver
les facteurs du complément anaphylatoxiques C3a et C5a %531 e domaine D1 riche en lectine
serait également impliqué. En effet, chez des souris qui sont déficientes en ce domaine de la TBM,
il y a une plus grande déposition de C3 dans le glomérule et ces souris développent un SHU plus
sévére que les souris sauvage en réponse a une endotoxine ou la toxine Shiga %*°2. A I’instar de du
role de la TBM dans I’inflammation, il est important d’approfondir les connaissances sur

I’implication de la TBM dans le systéme du complément.

1.7.3.4 Grossesse

La thrombomoduline est également essentielle au développement utérin, d’ou son nom

fetomoduline. En effet, des études sur des souris déficientes en TBM ont démontré que les
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embryons décédaient in utero avant le développement d’un systéme cardiovasculaire fonctionnel.
Sa présence au niveau des trophoblastes est également indispensable, car elle inhibe la coagulation
a I’interface entre la meére et le feetus. Finalement, on la retrouve dans des sites extravasculaires de

’embryon dans le neuroépithélium et 1’épithélium du bouton pulmonaire ¢ 7% 8384,

1.7.4 La forme soluble de la thrombomoduline

La TBM existe également sous forme soluble ; elle est clivée a partir de sa forme membranaire.

A ce jour, la seule fonction qui lui a été proposée est comme marqueur de dommage endothélial
dans le plasma et I’urine qui pourrait étre dosé et utilisé dans certaines pathologies. En lien avec ci-
dessus, une étude a démontré que la TBM soluble serait un facteur paracrine ayant un réle important
dans la protection endothéliale **. La TBM est clivée en réponse a un stress ou une agression subie
par les cellules endothéliales, par exemple 1’action des neutrophiles ou des cytokines IL-1p et TNF-
o en situation d’inflammation * **, Plusieurs protéines ou cellules pourraient cliver le domaine
extracellulaire de la TBM. La protéase rhomboide RHBDL-2 cliverait aprés le domaine D2 riche
en motifs épidermiques *°. La TBM pourrait également étre clivée par des enzymes dérivés des
neutrophiles, comme 1’¢lastase, ou des métalloprotéases 8 Pour une personne en santé, le niveau
plasmatique de TBM soluble se situe a 3100 = 1300 pg/mL. Chez les patients souffrants de
problémes vasculaires, le niveau de TBM soluble peut augmenter entre 3000 et 300 000 pg/mL %
9780 A titre de référence, on retrouve en moyenne entre 50 et 100 000 molécules de TBM par

cellule endothéliale vasculaire .

1.7.5 Potentiel thérapeutique

En raison de ses multiples implications au sein de différents systémes cruciaux de 1’organisme, la
TBM est une protéine d’intérét thérapeutique. Il y a actuellement une étude clinique sur une
molécule de TBM recombinante comme traitement thérapeutique dans les maladies inflammatoires
avec une coagulopathie, comme la coagulation intravasculaire disséminée. Ce traitement est déja
utilis€é au Japon depuis 2008 pour les cas de coagulation intravasculaire disséminée. Il est
actuellement en phase 3 d’étude clinique aux Etats-Unis (NCT01598831). Auparavant, il existait
une molécule recombinante pour la PCA afin de traiter les pathologies comme la coagulation
intravasculaire disséminée, mais elle n’est plus disponible en raison des risques de saignements

extrémes associé¢s. Ces risques ne sont pas associés a la TBM recombinante, car celle-ci nécessite
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tout de méme la présence de la thrombine afin d’exercer son potentiel anticoagulant, contrairement

a la molécule de PCA recombinante.

A I’heure actuelle, la TBM n’est pas une protéine étudiée dans les cas de rejet, mais plutot dans des
maladies au niveau du systéme de coagulation comme la coagulation intravasculaire disséminée.
Par contre, plusieurs observations indirectes soutiennent I’hypothése que la TBM pourrait un jouer
un role dans le rejet d’allogreffe, particuliérement dans le dommage endothélial que 1’on observe
dans I’ABMR. En effet dans le SHU atypique, 5% des cas sont causés par des mutations dans le
géne de la TBM *2. Chez ces patients, les mutations du géne TBM entravent la fonction normale
de la protéine au sein des systémes du complément et de la coagulation, menant ainsi & une
microangiopathie similaire a la GT observée lors du rejet ABMR. En xénotransplantation, il est
reconnu que la thrombose microvasculaire durant le rejet aigu ABMR est un obstacle considérable
au succes *® et que I’expression de la TBM réduit les risques de rejet *°. A ce jour, il n’y a pas

d’études concernant la relation entre I’expression de la TBM et les anticorps anti-HLA.

En résumé, la transplantation rénale est le meilleur traitement existant pour 1’insuffisance rénale
terminale. L’insuffisance rénale chronique qui méne a I’insuffisance rénale terminale est en
croissance dans le monde ce qui augmente le nombre de patients des listes d’attentes pour une
transplantation. Par ailleurs, le rejet de greffe prématuré représente un probléme pour le patient,
puisque cela diminue sa survie. Il s’agit également d’un probléme pour la société en raison des
colts importants engendrés par la dialyse. La principale cause de perte du greffon demeure le rejet,
particuliérement le rejet ABMR chronique. Ainsi, il est donc primordial d’identifier des nouvelles
cibles thérapeutiques pour prévenir le dommage du greffon en rejet ABMR. La prévention du
dommage endothélial semble une voie intéressante puisque dans la physiopathologie du SHU-PTT,
le dommage endothélial est prépondérant et cette maladie présente des similarités histologiques
avec la GT. Par ailleurs, la TBM est une cible intéressante puisque 1’on connait déja son implication
dans le SHU. On ne connait pas encore les effets directs des anticorps anti-HLA-II, mais on sait
qu’ils sont associés a un moins bon pronostic clinique. Ainsi, il semblait tout naturel d’étudier les
effets des anticorps anti-HLA-I versus anti-HLA-II sur la TBM afin de prévenir le dommage
endothélial de type ABMR.
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2. Objectif et hypotheése

La perte prématurée du greffon est un obstacle majeur au succés de la transplantation souvent
occasionnée par le rejet ABMR chronique pour lequel il n’existe pas de traitement efficace. La
classification de Banff, modifi¢ en 2013, suggere que le rejet ABMR chronique endommage
I’endothélium glomérulaire par : (1) le développement de DSA de novo contre le donneur, (2) des
évidences d’interaction entre les DSA et I’endothélium vasculaire, soit une inflammation
microvasculaire ou la présence de C4d dans les capillaires péritubulaires ou une augmentation de
I’expression de geénes associés au dommage endothélial et (3) des évidences morphologiques de
dommage tissulaire chronique comme la glomérulopathie du transplant. Les DSA qui sont
impliqués dans le rejet ABMR sont majoritairement des anticorps anti-HLA de classe I ou II. Les
anticorps anti-HLA-II seraient associés a un plus grand dommage glomérulaire, mais pour I’instant

le mécanisme sous-jacent est inconnu.

Mon projet de maitrise propose une nouvelle approche pour expliquer le rejet ABMR. L hypothése
générale est que les anticorps anti-HLA sont suffisants pour perturber I’hémostase de surface de
I’endothélium glomérulaire ; il s’agit d’un mécanisme indépendant du complément, contrairement
aux autres mécanismes de dommages tissulaires dus aux anticorps, notamment |’inflammation.
Pour mon projet, j’ai étudié plus particuliérement les effets des anticorps anti-HLA I et II sur
I’expression de la TBM, une glycoprotéine transmembranaire qui régule négativement la cascade
de coagulation, participe au contréle de I’inflammation et régule 1’activation du systéme du
complément. Une diminution de I’expression extracellulaire de la TBM pourrait mener aux 1ésions
endothéliales glomérulaires associées a la glomérulopathie du transplant. Par ailleurs, nous croyons
que cette diminution serait plus importante a la suite d’une stimulation avec des anticorps anti-
HLA-IIL. L’intérét pour cette protéine provient de son rdle dans le SHU atypique ou des mutations
sur le géne de la TBM bloquent les fonctions protectrices de la protéine occasionnant des 1ésions
microangiopathiques semblables a celles retrouvées dans la glomérulopathie du transplant. Pour
évaluer cette hypothése mécanistique, j’ai utilisé un modele in vitro d’endothélium glomérulaire

humain et du sérum de patients transplantés rénaux.

L’objectif principal de mon projet est d’étudier I’expression de la TBM dans un modele in vitro
d’endothélium glomérulaire humain ou les cellules expriment des HLA de classe I et I1. Il permettra

d’ajouter des connaissances pour déterminer si le moins bon pronostic des patients ayant des DSA
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anti-HLA-II par rapport aux patients ayant des anti-HLA-I est d{i a une différence dans le dommage

endothélial glomérulaire occasionné directement par ces anticorps.
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3. Résultats

3.1 Article

La thrombomoduline est une protéine anticoagulante et anti-inflammatoire exprimée par
I’endothélium. Les DSA anti-HLA sont responsables du dommage endothélial de 1’allogreffe
durant ’ABMR. Nous avons caractérisé les différents effets des anticorps anti-HLA-I et II sur
I’expression de la thrombomoduline. A ’aide d’un modéle in vitro d’endothélium glomérulaire
humain, nous avons observé une augmentation membranaire de thrombomoduline avec les anti-
HLA-I, mais pas les anti-HLA-II. Nous avons également observé une accumulation cytosolique
avec les anti-HLA-II. Avec du sérum de patients transplantés, nous avons observé une association
significative entre la présence de DSA anti-HLA-II et un faible taux de TBM sérique. Ces résultats
indiquent que la liaison des anticorps anti-HLA-I et II produit des effets différents sur 1I’expression

endothéliale de la TBM et également sur les taux sériques de TBM chez les patients transplantés.
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KEY POINTS

e Anti-HLA I antibodies increase surface expression of endothelial thrombomodulin, while
anti-HLA 1I leads to its intracellular accumulation.

e Transplant recipients with anti-HLA II donor antibodies have lower serum levels of
thrombomodulin than do those with anti-HLA 1.
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ABSTRACT

Thrombomodulin (TBM) is an anticoagulant and anti-inflammatory transmembrane protein
expressed on endothelial cells. Circulating donor-specific antibodies, particularly those against
anti-human leukocyte antigen (HLA) class II, are an important feature of endothelial allograft
damage during antibody-mediated rejection. Thus far, the effects of anti-HLA antibodies on the
surface expression of TBM, and in particular, the differential effects of anti-HLA class I compared
with those of anti-HLA class II, have not been well characterized. Here, we used human glomerular
microvascular endothelial cells to examine TBM expression on anti-HLA-treated cells, and we
tested sera from transplant recipients for soluble TBM. We found that whereas membrane TBM
expression increased in a dose-dependent manner in the presence of anti-HLA-I antibodies,
treatment with anti-HLA class II led to very little TBM expression on the endothelial surface.
Neither stimulation with anti-HLA class I nor class II increased TBM levels in cell culture
supernatants. However, when intracellular TBM was measured, we observed a cytosolic
accumulation upon stimulation with anti-HLA class II. Furthermore, we found a significant
association between the presence of circulating anti-HLA class II antibodies in transplant recipients
and low serum levels of TBM. These results indicate that binding of anti-HLA class I and II
produces different effects on the endothelial expression of TBM and on serum levels of TBM in
transplant recipients. Anti-HLA class II antibodies may be associated with a prothrombotic state,
which could explain the higher occurrence of microangiopathic lesions in the allograft and the poor

outcomes observed in patients with these antibodies.
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INTRODUCTION

Transplantation is the best treatment for end-stage renal disease.! The development of new
therapeutic treatments has reduced acute rejection, but unfortunately has not had a major impact on
long-term outcomes.”* The most important cause of early graft loss is chronic antibody-mediated
rejection (ABMR),* which is characterized by (1) circulating donor-specific antibodies (DSAs) (2)
evidence of interaction between these antibodies and the glomerular endothelium as evidenced by
light or fluorescence microscopy and (3) histological evidence of glomerular damage, such as
glomerulitis or transplant glomerulopathy.’ Transplant glomerulopathy, the cardinal sign of chronic
ABMR,® is morphologically similar to the thrombotic microangiopathy observed in hemolytic-

uremic syndrome (HUS).

Anti-HLA antibodies, the most frequent form of DSA, have a heterogeneous degree of
pathogenicity. Clinically, DSAs directed against HLA-II (anti-HLA-II) are more frequently
associated with ABMR and portend a poorer prognosis than DSAs against HLA class I (anti-HLA-
I).” Histologically, anti-HLA-II are more likely to be found in patients with transplant
glomerulopathy.®° Blocking the complement system with an anti-C5 agent has recently been tested
to prevent allograft damage caused by anti-HLA. Complement blockade at this level effectively
abrogated the chemotaxis of leukocytes and their infiltration into the tissue in most patients, but it
had a limited effect in the long-term prevention of transplant glomerulopathy.'® ' These
observations indicate the importance of the direct damage caused by anti-HLAs on endothelial

cells, which has been poorly studied thus far.

Thrombomodulin (TBM, CD141, or BDCA3 fetomoduline) is a transmembrane glycoprotein
expressed by a variety of cells including monocytes, neutrophils, dendritic cells, and endothelial
cells.' " This multidomain protein is present in both membrane and soluble forms. Because of its
unique structure, TBM is involved in the regulation of coagulation, complement, inflammation and
cell proliferation.'®. At the surface of the endothelium, TBM acts as a receptor for thrombin and
blocks the coagulation cascade by modifying thrombin from a pro-coagulant to an anticoagulant

state and activating protein C, which in turn inactivates several prothrombotic factors.'* '3

Several indirect observations suggest that TBM may play a role in allograft rejection and in
particular in the endothelial damage observed during ABMR. Five percent of cases of atypical HUS

are due to a mutation in TBM.'® In these patients, mutations in the TBM gene hampers the normal
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functioning of the protein against the complement system and the coagulation cascade, leading to
a microangiopathy similar to transplant glomerulopathy. In xenotransplantation, microvascular
thrombosis during acute ABMR is a major barrier to success,'” and TBM expression reduces the
risk of rejection.'® To date, the effects of anti-HLA antibodies on human TBM are not well defined.
We hypothesized that during the anti-HLA-mediated allograft rejection, the microangiopathic
lesions observed could be related to their direct effect on TBM expression on glomerular
endothelial cells. Therefore, we first examined the effect of anti-HLA-I and II on thrombomodulin
expression in human glomerular endothelial cells. Second, we used a cohort of transplant recipients
to determine the relationships among serum levels of TBM, allograft rejection and circulating anti-

HLAsSs.

METHODS
Endothelial Cell Cultures

Microvascular endothelial cell lines. Primary human glomerular microvascular endothelial cells
(GMVECs) were purchased from Cell Systems (Kirkland, WA), and primary human renal
glomerular endothelial cells (HRGECs) were purchased from ScienCell (San Diego, CA). Briefly,
endothelial cells were seeded on 9 mm by 9 mm glass coverslips (Bellco Glass Inc., Vineland, NJ)
coated with 1% gelatin in flat bottom 24-well plates (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) in Endothelial
Cell Growth Medium MV (PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany) supplemented with 5% fetal
calf serum (FCS, PromoCell). Three days after plating, the cells were incubated with low serum
medium MV (0.5% FCS) for 4 hours and then stimulated with IFN-y (PeproTech, Rocky Hill, NJ)
at 500 U/mL for 48 h to upregulate the surface expression of HLA-II antigens. Finally, the cells
were washed and placed in low serum medium for 48 h before treatment with anti-HLA antibodies.
Cells with passage number 4 were used in the experiments. Figure 1 illustrates a flow cytometry
test conducted to determine the time period after [FN-y stimulation at which HLA-II antigens were

optimally expressed on the surfaces of the endothelial cells.

Treatment of endothelial cells with anti-HLA antibodies. For HLA-I treatment, the cells were
treated with mouse IgG2a anti-human monoclonal HLA class I antibody clone W6/32 (Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO). For HLA-II treatment, the cells were treated with mouse IgG2a anti-human
monoclonal HLA-DR, DP, and DQ clone Tii39 (BD Biosciences, San Diego, CA) or clone WR18
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). The cells were treated with various concentrations of

anti-HLA antibodies (0.1, 0.5, 1.0 or 2.0 pg/mL) for 24 h. Treatment with TNF-o (PeproTech) at
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10 ng/mL for 24 h was used as a positive control because this condition is known to down-regulate
surface expression and increase the release of TBM.'"?* Culture supernatants were collected at the

end of the experiment for all samples.

Fluorescence microscopy

Cells were grown and treated as described above and fixed with 3% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich) in PBS for 10 min at room temperature. For intracellular staining, the cells were
permeabilized with 0.5% saponin in TBS for 10 min at room temperature after fixation. After three
washes in TBS, the cells were treated with blocking solution (TBS with 1% bovine serum albumin
and 2% fetal bovine serum) for 30 min at room temperature. After the removal of the blocking
solution, the cells were incubated with a mouse anti-human CD141 (clone 1A4 from BD
Biosciences or clone M80 from BioLegend, San Diego, CA) at a dilution of 1:25 for 30 min at
room temperature. The cells were then washed in TBS three times and stained with the secondary
antibody, which was an Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse antibody (Invitrogen,
Carlsbad, CA), at a dilution of 1:500 for 30 min at room temperature. Nuclei were stained with
Hoechst 33342 (1:1000; Invitrogen) for 20 min at room temperature. Coverslips were mounted in
mounting medium (60% glycerol and 40% glycine buffer) on the microscope slides (Leica
Biosystems, Ontario, Canada) and sealed with nail polish. For each condition, three
photomicrographs were taken after a complete scan of the coverslip at 40X magnification using the
IX83 fluorescence microscope (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with an Olympus DP80 camera.

All images were acquired using the cellSens Olympus software.

Flow cytometry

The cells were grown in flat bottom 6-well plates (Sarstedt) and treated as described above. Treated
cells were detached with Accutase (BD Biosciences) at 37°C and resuspended in staining buffer
(1% FBS/0.09% sodium azide in PBS) in a round bottom 96-well plate (Corning Inc., Corning,
NY). Fc-receptors were blocked by adding FcR-Blocking Reagent (Miltenyi Biotec Inc., Auburn,
CA) for 15 min at 4°C, and the cells were stained with FITC mouse anti-human HLA-DR, DP, and
DQ (BD Biosciences) and APC mouse anti-human HLA-A, B, C (eBioscience, San Diego, CA) for
30 min at 4°C. The cells were acquired on an LSR Fortessa cell analyzer (BD Biosciences).

Analysis of the data was conducted using FlowJo version 10 (FlowJo LLC, Ashland, OR).
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TBM measurement by Western Blot

First, membrane and cytosolic proteins were differentially extracted using the ProteoExtract®
Native Membrane Protein Extraction kit according to manufacturer’s protocol (Millipore, Billerica,
MA). Extracts were dosed using BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific). Protein extracts
were subjected to SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The following primary
antibodies and dilutions were used for analysis: mouse monoclonal TBM 1:500 (Abcam,
Cambridge, UK), mouse monoclonal B-actin 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) and
rabbit polyclonal PECAM 1:500 (Abcam). Immunostaining was done with goat anti-mouse 800
1:7500, goat anti-mouse 680 1:10000 and goat anti-rabbit 680 1:10000, all from Mandel Scientific,
Guelph, ON. Membranes were detected with an Odyssey Imaging Systems (Li-Cor Biotechnology,

Lincoln, NE). Image Studio Lite version 5.2 (Li-Cor) was used for the quantification.

TBM in Kkidney transplant recipients

Study population and sample collection. A total of 55 patients were enrolled in a single-center,
observational cohort study with prospective collection of biological samples and clinical data. The
participants were recruited between January 2012 and January 2015. They were invited to provide
a blood sample at the time of a graft biopsy. Serum samples were obtained by centrifugation of the
blood tube at 3100 rpm for 10 min at 4°C and stored at -80°C. For the purposes of this analysis, 37
patients were included, based on the presence of the three following histological diagnoses: ABMR,
T-cell mediated rejection (TCMR) and non-rejection. Three patients with infections were used as
positive controls. Table 1 describes the study population. This protocol was approved by the
institutional ethics committee. All participants gave written informed consent at the time of
enrollment. The clinical and research activities being reported are consistent with the Principles of
the Declaration of Istanbul.

Histological and HLA antibody assessment. The biopsies were graded by the local attending
kidney pathologists according to the Banff 1997 Classification of renal allograft pathology, which
has since been updated.> > ?* Pathologists were blinded to the results of the TBM measurements.
Serum samples were screened for anti-HL A antibodies using Flow PRA beads (One Lambda Inc.,
Canoga Park, CA). Whenever the antibody screening was positive, the samples were tested for anti-
HLA antibodies using flow cytometry with single antigen beads up to 2012 and Luminex single

antigen beads from 2012 to present.
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TBM measurements in cell supernatants and serum. Soluble TBM was measured in cell
supernatants and patient sera at 1:1 and 1:50 dilutions, respectively, using the Human

Thrombomodulin-BDCA-3 Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Statistical analysis

TBM levels between groups were compared using the t-test or Mann-Whitney test. Statistical
analyses were performed using SPSS Statistics version 23 (IBM, Armonk, NY, USA). All tests

were two-tailed, and a P less than 0.05 was considered significant.

RESULTS
Endothelial TBM surface expression following anti-HLA treatment

To study the effect of anti-HLAs on the membrane expression of TBM, we first treated human
glomerular microvascular endothelial cells (GMVECs) with IFN-y for 48 h to induce expression of
HLA-II on the cell surface. We confirmed the presence of both HLA-I and HLA-II on GMVECs
following an additional 48 h of incubation under resting conditions (Figure 1). The cells were then
treated with an anti-HLA-I or anti-HLA-II at concentrations that ranged from 0.1 to 2 pg/mL, which
are expected physiologic concentrations of circulating DSAs in patients.”* Following treatment,
GMVECs were stained to examine the surface expression of TBM by immunofluorescence.

Upon treatment with anti-HLA-I, TBM expression increased in a dose-dependent manner up to 1
pug/mL (Figure 2A-B). By contrast, TBM expression was not significantly increased on GMVECs
treated with anti-HLA-II, even at a concentration of 2 pg/mL (Figure 2A-B). We observed a similar
response when another human glomerular endothelial cell line was used (Supplemental Figure 1).
Similar results were also found using a different detection antibody (Supplemental Figure 2) and
another anti-HLA-II antibody (Supplemental Figure 3).

Next, membrane proteins were differentially extracted from GMVECs using non-denaturing
conditions,** and TBM was measured on the membrane fraction by Western blot. Quantitative
densitometry confirmed that treatment with anti-HLA-I produced a large amount of the protein,
whereas only a minimal amount was found on the membrane lysates from anti-HLA-II-treated cells
(Figure 2 C-D). We did not find TBM neither on the membrane of untreated, on isotype-treated nor
on TNF-a-treated cells. Of note, we observed that the molecular weight of the protein isolated from
anti-HLA-II-treated cells was 4-5K higher than with anti-HLA-I treatment. We also noted a second
large band near 160 K in the well of the anti-HLA-I-treated cells. This band has been identified in
the past as chondroitin sulfate bound to the TBM, and it has been suggested that this sulfate group
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enhances the antithrombin-dependent anticoagulant function of TBM.?* ?” Taken together, these
data indicate that treatment with anti-HLA-I increased membrane TBM, whereas anti-HLA-II

treatment had only a minimal effect.

Endothelial TBM release following anti-HLA treatment

To determine whether the difference in TBM expression on the endothelial surface observed
between anti-HLA-I and II treatments was due to a release of TBM from the cells following
treatment, we measured soluble TBM in the culture supernatants. As displayed in Figure 3,
treatment with low concentration of anti-HLA-I led to a non-significant increase in soluble TBM,
whereas treatments at higher concentrations produced levels similar to untreated cells. Treatment
with anti-HLA-II at any concentration had no effect on soluble TBM levels. Treatment with TNF-
o induced a significant release of TBM (p<0.05). Overall, these observations suggest that treatment
of glomerular endothelial cells with either anti-HLA-I or anti-HLA-II had little effect on TBM
secretion. Furthermore, the difference observed in supernatants collected after treatment with anti-
HLA-II and TNF-a indicate that the absence of TBM found on the endothelial cell surface with

both treatments (Figure 2) occurs through different mechanisms.

Endothelial intracellular TBM expression following anti-HLA treatment

Because we detected neither membrane nor soluble TBM in response to treatment with anti-HLA-
II, we sought to explore whether TBM could be detected intracellularly. GMVECs were treated as
above and permeabilized prior to staining for TBM. Figure 4 (A-D and H) shows that intracellular
TBM expression in GMVECs increases at a concentration of anti-HLA-II up to 1.0 ug/mL. The
photomicrograph in Figure 4E shows little intracellular TBM in untreated cells. In contrast to the
results observed with anti-HLA-II, treatment with TNF-a did not induce expression of TBM inside
the cells (Figure 4F). Isotype control was negative (Figure 4G). To quantify intracellular TBM, we
repeated the differential extraction procedure on GMVECs and collected the supernatant enriched
in cytosolic proteins. For anti-HLA-I and anti-HLA-II treatments, Western blot analysis revealed
bands similar to those found previously on the membrane extracts. However, the amount of protein
following anti-HL A-II treatment here was significantly higher than the untreated condition and not
different from the anti-HLA-I treatment (Figure 4 1-J). We found negligeable TBM with IgG
isotype and TNF-a. Staining for PECAM confirmed that there was no contamination between
cytosolic and membrane fractions during the extraction. Taken together, these results indicate that

anti-HLA-II treatment increases TBM that remains sequestered intracellularly.
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Serum TBM in kidney transplant recipients

To study the clinical relevance of these in vitro findings, we measured serum TBM levels in 37
kidney allograft recipients who underwent serum collection and had circulating DSAs detected
concurrently to a graft biopsy. Specifically, sera from 12 patients with histologic diagnoses of
ABMR were compared with those from 12 patients with TCMR and 10 non-rejectors. Three
additional patients with concurrent infection at the time of blood collection were used as controls
for the study. Patients with ABMR, TCMR and non-rejectors were further classified according to
the presence of circulating HLA-I and HLA-II antibodies. Patient baseline characteristics and DSA
statuses are displayed in Table 1. The subjects were mostly middle-aged first transplant recipients
undergoing triple immunosuppression maintenance regimen.

We first compared TBM levels among the ABMR, TCMR and non-rejector groups (Figure 5A).
TBM levels of 3100 + 1300 pg/mL have been reported in healthy volunteers and a range of 3000
and 300 000 pg/mL TBM has been observed in patients with myocardial infarction.'*?*? Levels
in the present cohort ranged between 7 243 and 22 805 pg/mL. Patients with ABMR had levels
similar to those of non-rejectors but lower than those observed in patients with TCMR (p<0.05).
We next compared TBM levels according to the DSA status. As shown in Figure 5B, TBM levels
were lower in patients with anti-HLA-II compared with those in both patients with no DSAs or
those with anti-HLA-I (p<0.05). Only one patient had both anti-HLA-I and II detected in his serum.
His TBM level was similar to that of patients with anti-HLA-II only. Taken together, these data
suggest that circulating anti-HLA-II DSAs are associated with lower serum levels of TBM when

compared with TBM levels in patients without DSA or in patients with circulating anti-HLA-I.

DISCUSSION

In this report, we demonstrate that anti-HLA-I and anti-HLA-II have different effects on TBM
expression in human glomerular endothelial cells. Specifically, we observed that treatment with
anti-HLA-II led to intracellular TBM accumulation with little expression on the cell surface and no
release into the culture supernatant. On the other hand, anti-HLA-I treatment produced a large and
dose-dependent increase in the expression of membrane TBM. TBM inhibits the procoagulant
activity of its ligand thrombin and is the cofactor of protein C. Therefore, it has one of the most
potent antithrombotic activities on the endothelial surface, which we will try to work on in the next
few months, using a flow chamber.>®*' It is also involved in several inflammatory mechanisms in
accordance with its various extracellular domains.'® ** Our results suggest that anti-HLA-I can

promote TBM expression, which can somewhat counteract the damaging effects of these antibodies
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on endothelial cells. By contrast, data indicated that ligation of anti-HLA-II on the glomerular
endothelium promotes the hemostatic balance toward pro-thrombosis, which may explain the
predominance of microangiopathic lesions, including the so-called transplant glomerulopathy,
observed with this class of antibodies.

To determine whether the absence of membrane TBM upon treatment with anti-HLA-II could be
due to an increased cleavage from the cell surface, ELISA experiments were first performed. Our
results suggest that the treatment of glomerular endothelial cells by anti-HLA-I or II does not
significantly impact the concentration of soluble TBM in culture supernatants. Soluble TBM is not
secreted by the endothelium but is cleaved upon cellular damage,*® which is what we and others
observed with TNF-a treatment.'” Because anti-HLA-II appeared to have no effect on the
membrane TBM, we tested the hypothesis that it prevented the transport of TBM to the cell surface
or increases its synthesis. Indeed, we observed that in anti-HLA-I1-treated cells, TBM was confined
intracellularly; suggesting an effect different from what was observed with anti-HLA-I.

These findings are novel because they characterize the effect of anti-HLA-I compared with anti-
HLA-II on TBM, a component of the vascular endothelium that has not been well studied in this
context. DSAs can generate endothelial damage through different mechanisms, the most studied
being complement-mediated cytotoxicity and the recruitment of leukocytes leading to tissue
infiltration and endothelial injury.** *> In recent years, the direct effect of anti-HLAs on the
endothelial surface has focused on the exocytosis of vVWF and P-selectin by anti-HLA-I1.>% %
Following anti-HLA-I stimulation, -aortic and dermal endothelial cells release large amounts of
vWF and P-selectin, which leads to monocyte recruitment.*® However, the direct effect of anti-
HLAs on TBM expression has not yet been reported.

Furthermore, we demonstrated that soluble TBM levels are low in kidney recipients with
circulating DSAs, which adds clinical relevance to the in vitro data. In patients, we found lower
levels of serum TBM in the presence of circulating anti-HLA-II. Although TBM levels have been
used as a marker of injury,*® it has been postulated that endothelial injury produces a focal loss of
TBM, resulting in a local pro-thrombotic tendency.*® Several potential therapeutic applications of
recombinant TBM are currently being tested.** Studies have shown the importance of the TBM in
multiple microangiopathic pathologies reminiscent of the endothelial lesions observed in transplant
glomerulopathy. Missense mutations that prevent normal function of TBM have been associated
with the microangiopathic anemia of atypical HUS.'® In meningococcal sepsis, endothelial TBM is
down-regulated.*” TBM seems to be a promising therapeutic target, and a clinical study is underway
to assess the use of soluble recombinant TBM in cases of sepsis and coagulopathy (NCT01598831).

Recent reports have described the use of recombinant TBM to prevent TMA or veno-occlusive
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disease following bone marrow and liver transplantation.*'** In rat models of ischemic renal and
liver injury (IRI), pre-treatment with soluble TBM markedly reduced endothelial permeability and
leukocyte adhesion, improved microvascular red blood cells rheology and prevented organ
dysfunction.**" In another rat model, recombinant TBM improved maternal death during pre-
eclampsia, which can present with renal TMA.**

The various effects of anti-HLA-I on the endothelium and the pathways involved are beginning to
be unveiled.* * The interaction between antigens and anti-HLA-I causes the phosphorylation and
activation of several kinases and G proteins, including Rho, Src kinase and focal adhesion kinase
(FAK). Activation of Src activates the PI3K/Akt pathway involved in cell proliferation and survival
through mTOR.* Activation of Rho has been shown to lead to neointima formation and transplant
vasculopathy.”’ The effect of anti-HLA-I on the release of vVWF and P-selectin seems to be related
to calcium-mediated exocytosis of granules stored in Weibel-Palade bodies.*® Anti-HLA-I also
triggers the production of VEGF, which acts in an autocrine fashion to activate endothelial cells.>
Because it has been reported that VEGF induces TBM expression in a concentration-dependent-
manner on the endothelial cell surface, via an increase of thrombin-dependent activated protein C,
the effect observed here could be mediated by VEGF.*>> Whether TBM is upregulated via ERK is
still not well defined. However, it is known that activating protein-1 (AP-1), a transcription factor
downstream of the MAP kinases, is necessary for the transcription of TBM.'> Of note, the effect
observed with TNF-a is due to a shutdown of TBM synthesis by a transcriptional mechanism
involving NF-kB, which does not seem to be at play for anti-HLAs."

The interaction between anti-HLA-II and endothelial cells has been less well characterized. Thus
far, the signaling of HLA-II has been mostly examined in antigen-presenting cells rather than in
endothelial cells.>* The HLA-II molecules have a short cytoplasmic tail without known signaling
motifs, so that in B cells, signal transduction occurs following association with the Ig-o/Ig-f
(CD79a/CD79b) heterodimer, leading to activation of the protein tyrosine kinase Syk.” Early
studies on B and T cells demonstrated that incubation with anti-HLA-II triggered intracellular
calcium flux, activation of phospholipase C and activation of the Src and Syk family, with some
controversy concerning Src.’® >’ Recently, Lion et al. reported that, similar to anti-HLA-I,
stimulation of endothelial cells with anti-HLA-II leads to the phosphorylation of Akt, ERK and
MEK.*! It is tempting to speculate that activation of the ERK pathway is responsible for the increase
in TBM observed within the glomerular endothelial cells.

It has been shown that internalization of TBM by endocytosis, directed by the lectin-like domain
of the molecule, can regulate its surface expression.’” * Thus, the accumulation of TBM observed

intracellularly, without expression on the cell surface, could be due to an effect of anti-HLA-II on
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this process. Early studies on TBM reported that homocysteine increases TBM mRNA and
synthesis but disrupts its transit to the cell surface by an undefined mechanism.?

In this regard, we observed that the protein produced following anti-HLA-II stimulation has a
different molecular weight from that produced with anti-HLA-I treatment. We also noted that anti-
HLA-I stimulation produces a 160 KD protein, previously identified as chondroitin sulfate glycan,*
suggesting that an effect on glycosylation of TBM may be responsible for the difference observed.
We may speculate that an alteration in either the glycosylation of the chondroitin sulfate
glycosaminoglycan, or of the TBM proteoglycan itself, is related to the lack of transport to the
membrane. Examination of the effect of anti-HLA-II on secretory pathways is underway.

This work has some limitations. The evidence presented here is based on in vitro data. However,
we used patient samples from a well-defined prospective cohort and found a significant association
between anti-HLA-II and TBM, which supports our experimental findings. Moreover, the
experiments were robust across different cell lines, anti-HLA-II stimulation antibodies, TBM
detection antibodies and experimental approaches. It would be difficult to use an animal model to
test the hypotheses herein, in particular to compare the effect of anti-HLA-I with those of anti-
HLA-II. TBM gene-deficient mice die at the embryonic stage.®' Still, viable homozygous mutant
mice, the TBMPP® mice, have been created and could potentially have been used since they exhibit
a 100-fold decrease in the binding of thrombin when compared with wild-type mice.®> More
importantly, however, there is currently no adequate in vivo model of MHC class II mismatch in
transplantation to specifically study the effect of DSAs against this class in vivo.

In conclusion, these data suggest that anti-HLA-I and II have different effects on the surface
expression of TBM in human glomerular endothelial cells, which could explain why the
microangiopathic lesions seen in transplant glomerulopathy are predominantly observed in patients
with anti-HLA-II. This study provides a rationale to further investigate the pathways involved in
TBM expression following stimulation with anti-HLAs and to test TBM as a potential non-

immunologic therapeutic target to prevent allograft rejection.
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TABLES.

Table 1. Clinical characteristics of transplant recipients

ABMR TCMR Non-rejectors
(n=10) (n=12) (n=12)
Recipient
Age (yr) 45+ 12 50+ 11 44 £ 21
Male gender 7 (70) 4 (33) 4 (40)
First transplant 8 (80) 11(92) 10 (100)
Time post-transplant (mo) 110[78,321] 71 [16,238] 63 [20,134]
HLA A-B-DR mismatch 2.7+0.6 3623 26+ 1.1
HLA DR mismatch 0.7£0.6 1.2£0.8 0.4+0.6
DSA status
Anti-HLA-I only 1 (10) 0(0) 0(0)
Anti-HLA-IT only 3 (30) 1(8) 1(10)
Anti-HLA T and 1T 1(10) 0(0) 0(0)
Immunosuppression at biopsy
Number of maintenance agents 24+1.0 2.8+0.4 2.6+0.5
Corticosteroids 8 (80) 12 (100) 9 (90)
Prednisone dose (mg) 7.8+2.0 8.1+39 6.7+33
Calcineurin inhibitor 7 (70) 11 (92) 10 (100)
Tacrolimus Ty level (ng/dL) 49+26 54123 55+1.8
Antimetabolite 9 (90) 9 (75) 8 (80)
Mycophenolate 9 (90) 8 (67) 7(70)
Mycophenolate dose (mg)* 1219 £209 1218 £ 452 1094 + 517
Azathioprine 0(0) 1(8) 1(10)

* in mycophenolate mofetil equivalent.

Data are provided as mean =+ standard deviation, # (%) or median [25™, 75" percentiles].

ABMR, antibody-mediated rejection; TCMR, T-cell mediated rejection; DSA, donor-specific

antibody
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of HLA antigens on GMVECs. (A) Expression of HLA-I antigen was
analyzed with unstimulated and unlabeled cells (solid light black line) and non-stimulated cells
(thick black line) using Flow cytometry. (B) Cells were first stimulated for 48 h with IFN-y 500
U/mL. Expression of HLA-II antigen was then measured after the following resting times: 0 h
(dotted line); 24 h (dashed line) and 48 h (thick black line) with corresponding isotypes (0 h, solid
thin black line; 24 h, solid gray line; 48 h, solid light gray line).

Figure 2. Expression of membrane thrombomodulin after stimulation of GMVECs with
increasing concentrations of anti-HLA antibodies for 24 h. (A) Cells were labeled using mouse
anti-human thrombomodulin IgG and goat anti-mouse IgG-Alexa Fluor 594 to detect membrane
thrombomodulin. Nuclei were stained blue with DAPI. The cells were fixed in 3%
paraformaldehyde prior to labeling. GMVECs were at passage 4. Illustrative photomicrographs
taken on an Olympus IX83 (x 40 for all panels) equipped with an Olympus DP80 camera and
acquired using cellSens software. (B) Summarized data (mean + SEM) of mean fluorescence
intensity (FI) analyzed using cellSens (n=6-8). Anti-HLA concentrations are in ug/mL. (C)
Membrane proteins were extracted, subjected to SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose
membrane. Immunostaining was done with goat anti-mouse 800, goat anti-mouse 680 and goat
anti-rabbit 680. Membranes were detected with an Odyssey Imaging Systems. This micrograph is
representative of 3 experiments. (D) Summarized data (mean £ SEM) of the ratio TBM/CD31
(PECAM) (n=3). *, p<0.05; **, p<0.01; NS, non-stimulated; IgG, isotype control.

Figure 3. Thrombomodulin levels in cell culture supernatants after 24 h stimulation with
increasing concentrations of anti-HLA antibodies. Thrombomodulin concentrations were
measured by ELISA. Bars represent mean = SEM (n=5). Anti-HLA concentrations are expressed

as pg/mL. *, p<0.05 vs. NS; NS, non-stimulated cells.

Figure 4. Expression of intracellular thrombomodulin after stimulation with increasing
concentrations of anti-HLA antibodies for 24 h. (A-G) GMVECs were labeled, fixed and
permeabilized as described in Figure 2. Cells were at passage 4. Illustrative photomicrographs
taken on an Olympus IX83 (x 40 for all panels) equipped with an Olympus DP80 camera and
acquired using cellSens software. (H) Summarized data (mean £ SEM) of mean fluorescence

intensity (FI) analyzed using cellSens (n=4-5) (I) Membrane and cytosolic proteins were

58



differentially extracted. Cytosolic extracts were treated as described in Figure 2. Membranes were
detected with an Odyssey Imaging Systems. This micrograph is representative of 3 experiments.
(J) Summarized data (mean £ SEM) of the ratio TBM/B-actin (n=3). *, p<0.05; NS, non-stimulated;
IgG, isotype control.

Figure 5. Thrombomodulin levels in the sera of kidney transplant recipients. (A) According
to rejection status and (B) According to DSA status. Thrombomodulin concentrations were
measured by ELISA. Bars represent mean = SEM. Serum was collected on the day of the allograft
biopsy. *, p<0.05; ABMR, antibody-mediated rejectors; TCMR, T-cell mediated rejectors; DSA,

donor-specific antibodies.
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS.

Supplemental Figure 1. Expression of membrane thrombomodulin after stimulation of
HRGEC:s with anti-HLA antibodies for 24 h.

(A-H) Cells were labeled using mouse anti-human thrombomodulin IgG and goat anti-mouse
IgG-Alexa Fluor 594 to detect membrane thrombomodulin. Nuclei were stained blue with DAPI.

Cells were fixed in 3% paraformaldehyde|prior to the ikbeling. HRGECs were at passage 4. Each
i en on an Olympus IX83 (X 40 for all

photomicrograph is representative of 2 ex;

panels) equipped with an Olympus DP80 camera and acquired in the CellSens software.

Supplemental Figure 2. Expression of membrane thrombomodulin after stimulation of
GMYVEC:s with anti-HLA antibodies for 24 h and using a different detection antibody.
(A-H) Cells were labeled using mouse anti-human thrombomodulin IgG (BioLegend) and goat
anti-mouse IgG-Alexa Fluor 594 to detect membrane thrombomodulin. In contrast, the primary
anti-human thrombomodulin IgG used in Figure 1 was from BD. Nuclei were stained blue with
DAPI. Cells were fixed in 3% paraformaldehyde prior to the labeling. GMVECs were at passage
4. Each photomicrograph is representative of 2 experiments taken on an Olympus 1X83 (X 40 for
all panels) equipped with an Olympus DP80 camera and acquired in the CellSens software.

Supplemental Figure 3. Expression of membrane thrombomodulin after stimulation of
GMVEC:s with a different anti-HLA-II antibody for 24 h. (A-D) Cells were labeled using
mouse anti-human thrombomodulin IgG and goat anti-mouse IgG-Alexa Fluor 594 to detect
membrane thrombomodulin. Nuclei were stained blue with DAPI. Cells were fixed in 3%
paraformaldehyde prior to the labeling. In contrast to figure 2, a different anti-HLA-II antibody
was used (Thermo Fisher Scientific). GMVECs were at passage 4. Each photomicrograph is
representative of 2 experiments taken on an Olympus IX83 (X 40 for all panels) equipped with an

Olympus DP80 camera and acquired in the CellSens software.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Supplemental figure 1.
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Supplemental figure 2.
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Supplemental figure 3.
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4. Discussion

Le rejet ABMR est un obstacle majeur au succes de la transplantation rénale. Les effets cliniques
néfastes des DSA de novo circulants dans I’ABMR ont été bien démontrés, par contre le mécanisme
par lequel les DSA engendrent ces manifestations cliniques n’est pas trés bien caractérisé.
Actuellement, on sait que les anticorps anti-HLA-II sont plus associé¢s au dommage endothélial
glomérulaire et a la glomérulopathie du transplant. Nous croyons que les DSA seuls peuvent
perturber I’hémostase locale de 1I’endothélium glomérulaire. Ainsi, le but de mon projet de maitrise
¢tait de caractériser les effets des anticorps anti-HLA de classe I et II sur I’expression de la TBM,
une glycoprotéine transmembranaire qui inhibe différents systémes, dont le complément, la cascade
de coagulation et I’inflammation, des processus qui peuvent tous étre impliqués dans le dommage
endothélial glomérulaire. Nous croyons que les anticorps anti-HLA, plus particuliérement anti-
HLA-II, diminuent I’expression de la TBM, engendrant des 1ésions microangiopathiques similaires

a celles retrouvées dans la glomérulopathie du transplant.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que les anticorps anti-HLA modulent I’expression
de la TBM endothéliale dans notre modele. En effet, lorsqu’on augmente la concentration en
anticorps anti-HLA-I on observe une augmentation de 1’expression de la TBM membranaire
(Figure 2, article), ce qui, dans ce cas bien précis, suggere un contre-balancier des effets néfastes
et connus des anticorps anti-HLA-I. Cela pourrait en partie expliquer pourquoi les anticorps anti-
HLA-I sont moins associés a la glomérulopathie du transplant que les anticorps anti-HLA-II. A
I’opposé, en présence des anticorps anti-HLA-II nous n’observons pas de TBM a la surface, sans
¢gard a la concentration utilisée expérimentalement. Au niveau de I’expression soluble de TBM,
nous avons observé une diminution non significative des niveaux de TBM avec 1’augmentation de
la concentration des anticorps anti-HLA-I alors que lors de la stimulation avec les anticorps anti-
HLA-II, les niveaux sont demeurés similaires aux cellules non-stimulées. Ces résultats suggerent
que les anticorps anti-HLA-II n’affectent pas I’expression soluble de TBM et que son absence au
niveau membranaire n’est pas palliée par un plus grand relargage dans le surnageant. Puisque les
anticorps de classe Il ne semblaient pas avoir d’effet sur I’expression extracellulaire de la TBM,
nous avons regardé 1’expression intracellulaire. Pour les anticorps anti-HLA-I, nous avons observé
une augmentation constante, a 1’instar de I’expression membranaire. Pour les anticorps anti-HLA-
II, nous avons également observé une augmentation intracellulaire de la TBM en fonction de la

concentration. Ces résultats suggerent que les anticorps anti-HLA-II n’agissent pas en diminuant
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la production de TBM, contrairement au TNF-a qui était le contréle. Selon un mécanisme qui reste
a déterminer, les anticorps anti-HLA-II semblent inhiber le transport membranaire de la TBM en
restreignant celle-ci a I’intérieur de la cellule. De cette manicre, la TBM n’est plus en mesure
d’effectuer ses multiples roles protecteurs, ce qui pourrait favoriser le dommage endothélial

glomérulaire.

Finalement, nous avons eu 1’occasion d’analyser des données cliniques obtenues a partir du sérum
de patients transplantés rénaux. Nous avons observé que les anticorps anti-HLA-II sont associés a
des concentrations sériques plus faibles de TBM chez les patients en situation de rejet de type
ABMR comparativement a des patients en rejet ABMR avec seulement des DSA contre HLA-I ou
sans DSA.

L’étude de ’effet des anticorps anti-HLA sur I’expression endothéliale de TBM étant un sujet
nouveau, il y a actuellement peu de données a ce sujet dans la littérature. Une étude a utilisé 2
lignées cellulaires, dont les GMVEC, afin évaluer les effets d’une exposition a des anticorps anti-
HLA préformés chez le receveur. Les GMVEC étaient utilisées aux passages 4 a 7, tandis que dans
mon projet j’ai utilis¢ des GMVEC seulement a passage 4. La source de leurs anticorps anti-HLA
¢tait le sérum d’un seul patient prétransplanté contenant des anticorps anti-HLA I et II qui
correspondaient & des antigénes phénotypés a la surface des cellules GMVEC, donc agissant
immunologiquement comme des DSA. Pour activer les cellules endothéliales, elles ont été
stimulées avec de ’IFN-Y" et du TNF-a avec ou sans les anticorps anti-HLA pour une durée de 8
heures. J’ai également utilisé ’IFN-Y" durant mon protocole de croissance. Toutefois, il était utilisé
préalablement aux stimulations avec les anticorps anti-HLA, pour une durée de 48 heures, suivi de
48 heures de repos. Il s’agissait d’un préconditionnement afin que les cellules endothéliales
expriment les antigénes HLA-II, qui sont absents sur les cellules non activées. Dans 1’étude de
Mannam et al., les différentes stimulations ont été séparées en 3 groupes; (1) groupe contrdle de
cellules cultivées seulement avec du milieu de culture, (2) groupe de cellules incubées avec le sérum
de patient et finalement (3) groupe de cellules incubées avec le sérum et les cytokines IFN-Y et
TNF-a. Leurs résultats ont montré que 1’expression du géne de la TBM était significativement
augmentée pour les cellules des groupes 2 et 3 comparativement au groupe contrdle 1 ', Il n’y
avait pas de différence significative entre les groupes 2 et 3. Cette étude présente certaines
limitations. Contrairement a mon projet ou j’ai sépar¢ les stimulations avec les anticorps anti-HLA

I et II, ils ont stimulé les cellules avec les 2 classes d’anticorps simultanément, ce qui ne permet
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pas de déterminer quelle classe d’anticorps modifie I’expression génique de la TBM. Egalement,
la stimulation concomitante avec les anticorps anti-HLA et les cytokines posent un probléme en ce
sens ou I’expression des antigénes HLA-II par les GMVEC est induite par I’'I[FN-Y et dans ce
modele elle se produit au méme moment que la stimulation par des anticorps anti-HLA-II.
L’expression des antigenes HLA-II n’est probablement pas stable et maximale apres seulement 8
heures de stimulation. L’utilisation de cellules a passages variables peut aussi influencer les
résultats ; plus le passage est élevé, plus les risques sont élevés pour les cellules de subir des
modifications cellulaires telles qu’un taux de croissance variable, des dommages a I’ADN ou une
grande amplitude de réaction a des molécules. En somme, cet article apporte un point commun a
mon projet soit I’étude de 1’expression de la TBM en présence d’anticorps anti-HLA, mais plusieurs

aspects du modele ne permettent pas de tirer des conclusions convenables.

Durant les prochaines sections de la discussion, différentes hypothéses seront présentées pour
expliquer les résultats de mes expériences sur 1’expression de la TBM en réponse aux anticorps
anti-HLA.

Trois hypothéses seront abordées :

- Les anticorps anti-HLA I et II activent plusieurs voies de signalisation qui pourraient

moduler I’expression de TBM.

- Les anticorps anti-HLA peuvent agir directement au niveau des facteurs de transcriptions

associés au géne de TBM.

- Les anticorps anti-HLA peuvent modifier I’état de glycosylation de TBM et modifier par

le fait méme son expression.
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4.1 Les voies de signalisation des anticorps anti-HLA

4.1.1 Les voies de signalisation des anticorps anti-HLA-I

Leukocyte
®) Recruitment

\:
e

) —
P

I FGFR
/\ AT Receptor W u*—u [

I I i
| Body Excoytosie
Qe

l Rapto mTORC1

lesy
-
5
3

<

0 @Fﬁ -
o

K
v
o,
Cell Proliferation l 4E-BP1
Cytokine and Tissue v

v
Factor Production Proliferation Protein Synthesis & Proliferation

Figure 11 : Voies de signalisation des anticorps anti-HLA-I impliquées dans 1’activation

endothéliale Tirée avec permission d’Am J Transplant (2009), Zhang et al.

Les voies de signalisation des anticorps anti-HLA-I commencent peu a peu a étre révélées,
contrairement aux anticorps anti-HLA-II pour lesquels il existe peu de littérature. Les anticorps

anti-HLA-I activent plusieurs molécules dans différentes voies de signalisation au sein des cellules

endothéliales (Figure 11), dont celles impliquées dans la prolifération cellulaire (Erk), la production

de cytokines (Erk) et la synthése protéique (Rho, FAK, Src, mTOR, S6K, S6RP). Ces protéines qui

sont activées en réponse aux anticorps anti-HLA-I peuvent toutes &tre potentiellement

dommageables pour les cellules endothéliales, méme en I’absence de plusieurs facteurs de
croissances exogénes '”'. Une description plus précise de leurs roles dans les différentes voies de
signalisation permettra de comprendre les effets des anticorps anti-HLA-I sur I’endothélium et dans

I’ABMR.
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Tout d’abord, la voie Rho est impliquée dans la réorganisation du cytosquelette. L activation de
Rho GTPase et Rho kinase médient la prolifération cellulaire dépendante de PI3K via la formation
d’actine a ’aide de Src '”!. La phosphorylation de PI3K/Akt active mTOR (composé de mTORC1
et mMTORC2). mTORCI active a son tour SK6, S6RP et 4EBP1, qui sont impliqués dans la synthése
protéique et la prolifération, tandis que mTORC2 régule ERK1/2 "',

Plus particulié¢rement au niveau de la transplantation, des études in vivo a 1’aide de modé¢les
animaux ont confirmé les données au sujet de I’activation endothéliale par les anticorps anti-HLA-
1191, En général, les données ont démontré que la phosphorylation des effecteurs de mTOR, S6RP
et S6K, était augmentée dans les biopsies de sujets transplantés rénaux, cardiaques et pulmonaires
avec un rejet d’allogreffe de type ABMR 9% Un inhibiteur de mTOR, le sirolimus, peut inhiber
les effets en réponse aux anticorps anti-HLA-IL. En effet, des résultats in vitro sur un modéle primate
de transplantation cardiaque ont démontré que la monothérapie au sirolimus a partir du moment de
la greffe pouvait prévenir 1’apparition de la maladie vasculaire du greffon, histologiquement

similaire a la vasculopathie de ’allogreffe chez 1’humain 0.

Il existe d’autres voies de signalisation activées par les anticorps anti-HLA-I qui ont déja été
abordés dans la discussion de I’article que je ne répéterai pas ici soit I’exocytose calcium dépendant

du facteur de von Willebrand et de la P-sélectine ainsi que la production de VEGF.

De plus, bien que les anticorps anti-HLA-I soient associés au rejet du greffon, mes résultats
suggerent qu’ils peuvent parfois contrecarrer leurs effets néfastes en augmentant une protéine
antithrombotique telle que la TBM. A ce sujet, la littérature documente plusieurs effets
accommodateurs au niveau du greffon par les anticorps anti-HLA-I, a faible concentration, en
régulant a la hausse les génes anti-apoptotiques Bcl-xL, Bel-2 et HO-1 via la voie PI3K/Akt. Cette
méme voie est impliquée dans la prolifération cellulaire et le dommage endothélial '°* '%7. Cette
voie de signalisation pourrait expliquer I’augmentation de I’expression de la TBM en réponse aux
anticorps anti-HLA-I. Il est possible que les anticorps anti-HLA-I activent a la hausse la voie
PI3K/Akt, ce qui augmenterait I’expression du géne de la TBM. Une autre hypothése est que la
régulation a la hausse de cette voie qui augmente 1’expression des génes Bel-xL, Bel-2 et HO-1

stimulerait également 1’expression du géne de TBM.
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4.1.2 Les voies de signalisation des anticorps anti-HLA-II

Tel que mentionné précédemment dans 1’article, I’interaction entre les anticorps anti-HLA-II et les
cellules endothéliales est bien moins définie que celle avec les anticorps anti-HLA-I. Ce sujet est
¢galement discuté dans le manuscrit. Bri¢vement, des études sur les cellules B et T ont montré une
activation de Syk, Src et PLC en réponse aux anticorps anti-HLA-II. Une étude sur les cellules
endothéliales a rapporté que les anticorps anti-HLA-II phosphorylaient Akt, ERK et MEK. Il s’agit
de I’ensemble des données actuellement disponibles concernant les voies de signalisation des
anticorps anti-HLA-II. Les différentes voies mentionnées ci-haut sont décrites plus en détail dans

la section discussion de 1’article.

Au cours de mon projet de maitrise, les résultats obtenus avec les anticorps anti-HLA-II ont fait en
sorte que je me suis intéressée a la voie de signalisation du TNF-a. A la suite des résultats
d’immunofluorescence membranaire ou nous ne détections pas de TBM a la surface endothéliale
des cellules stimulées par les anticorps anti-HLA-II et le TNF-a, nous avons supposé que ces

molécules pouvaient agir via la méme voie de signalisation.

Le TNF-a est une cytokine inflammatoire qui agit au niveau de 1’expression soluble de la TBM, en
promouvant le clivage protéolytique de la protéine, mais également au niveau de son expression
génique. En effet, cette cytokine active le facteur de transcription nucléaire NF-xB '°. Au repos,
NF-«kB est lié a la protéine inhibitrice IkBa dans le cytoplasme. La stimulation avec le TNF-a induit
la phosphorylation et la dégradation subséquente d’IkBa ce qui permet la translocation de NF-kB
au noyau ou il agit comme répresseur transcriptionnel indirect en compétitionnant pour les
coactivateurs transcriptionnels p300 et CBP au niveau du promoteur du géne de TBM ', Cette
piste aurait pu étre treés intéressante pour expliquer un plus grand dommage endothélial pour les
anti-HLA-II qu’anti-HLA-I, mais nos résultats en ELISA pour la TBM soluble ont montré une
différence de relargage extracellulaire entre le TNF-a et les anticorps anti-HLA-II ainsi qu’une
différence d’expression de TBM par immunofluorescence intracellulaire. En effet, alors que le
TNF-a inhibe I’expression de la TBM au niveau génique via NF-«xB, les anticorps anti-HLA-II ne
semblent pas inhiber la production de TBM, mais plutot son transport vers la membrane cellulaire.
Ainsi, bien que les anticorps de classe II sont associés a un plus grand dommage endothélial, leur

mécanisme d’action ne semble pas étre le méme que la cytokine inflammatoire TNF-a.
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4.2 Expression génique de la thrombomoduline

Une hypothése qui pourrait expliquer la différence d’expression de la TBM entre les anticorps anti-
HLA de classe I et de classe II est que les 2 classes d’anticorps pourraient agir différemment sur
les facteurs de transcriptions qui régulent 1’expression génique de la TBM, KFL2 et NRF2. KFL2
est un facteur de transcription qui, lorsqu’exprimé, augmente 1’expression génique de la TBM alors
que lorsque NRF2 est exprimé, il y a une réduction de 1’expression du géne ***! %, Les anticorps
anti-HLA-I pourraient augmenter 1’expression de KFL2 et diminuer celle de NRF2 alors que les
anticorps anti-HLA-II pourraient effectuer I’inverse. A I’heure actuelle, il n’existe pas d’études

concernant les facteurs de transcriptions de la TBM et les anticorps anti-HLA.

4.3 La glycosylation et la thrombomoduline

La derni¢re hypothése a été développée a partir de mes résultats d’immunobuvardage de type
Western pour expliquer la différence d’expression de TBM selon les anticorps anti-HLA. Suite a
une stimulation avec des anticorps anti-HLA-I, nous avons observé 2 bandes, I'une a 95 kDa et
I’autre a 160 kDa (Figure 12 tiré du manuscrit). En présence d’anticorps anti-HLA-II nous avons
observé une seule et unique bande a 105 kDa. La TBM est une glycoprotéine possédant plusieurs

sites potentiels de glycosylation.

Stimulations
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Figure 12 : Expression membranaire de la TBM suite a des stimulations par les anticorps

anti-HLA Tiré du manuscrit Effects of anti-HLA antibodies on endothelial expression and serum

levels of thrombomodulin in transplant recipients (2016) Beland et al.
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Figure 13 : Expression de la TBM avec chondroitine-sulfate (160 kDa) et sans (95 kDa)
(puits 5) Tiré avec permission de J Clin Invest (1991) Lentz et al.

Notre hypothése est que la différence d’expression de la TBM par les anticorps anti-HLA I et 11
pourrait s’expliquer par une différence au niveau de la glycolysation qui modifierait la structure de

la TBM et pourrait altérer ses fonctions et son transport vers la membrane plasmique.

Un papier de Lentz et al. a recensé des résultats similaires. Ils ont observé des bandes de poids
moléculaires similaires a celles que nous avons obtenues a la suite de la stimulation avec les
anticorps anti-HLA-I soit une bande a 95 kDa et la seconde a 160 kDa (figure 12 et 13). En utilisant
une chondroitinase, Lentz et al., ont démontré que la bande de 160 kDa est composée de TBM et
d’un type de glycosaminoglycan, le chondroitine-sulfate que nous discuterons plus en détail dans
la prochaine partie '”°. La bande de 105 kDa que nous observons suite a une stimulation avec les
anticorps anti-HLA-II pourrait correspondre a de la TBM dont la structure aurait ét¢ modifiée d’une
telle fagon ou son transport vers la membrane plasmique aurait été altéré. Lentz et al. ont observé
des résultats semblables a la suite d’une stimulation avec ’homocystéine qui augmentait ’ARNm
de la TBM et sa synthése, mais interrompait son transit vers la membrane plasmique par un

mécanisme inconnu '%.
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Un article de Moore et al. suggére qu'une diminution de I’expression de ’activité de la TBM
pourrait résulter soit de la perte de la protéine a la surface ou d’une altération de son activité
catalytique ''°. Ces modifications pourraient résulter d’une modification de 1’état de glycosylation,
a I’instar de nos résultats obtenus et des données de Lentz et al. Finalement, un article de Gerlitz et
al. propose une autre hypothése pour expliquer la présence de 2 bandes de poids moléculaires
différentes pour la TBM. Il suggeére un modele selon lequel les glycotransférases, enzymes
impliquées dans la glycosylation, compétitionnent pour la sérine en position 474, présumé site
principal d’attachement de glycan, sur la TBM ce qui pourrait expliquer les différentes isoformes
de la protéine observés '''. La combinaison des différentes hypothéses présentées pour expliquer
nos résultats d’immunobuvardage de type Western font en sorte que nous nous sommes intéressés

au processus de glycosylation qui sera détaillé dans la partie qui suit.

La glycosylation est une modification post-translationnelle qui ajoute des sucres sur des structures
protéiques. Les différentes chaines de glycan sur un seul peptide peuvent étre de longueur et de
forme différente en raison de la glycosylation spécifique selon les sites disponibles sur une protéine
2 Les glycans sont un des 4 composants de base pour la cellule. Il s’agit de monosaccharides
reliés par des liens covalents et constituant une part significative de la masse et de la variation de

3 Chez les mammiféres, 9

structure des glycoprotéines, mais aussi des glycolipides
monosaccharides différents sont utilisés lors de la glycosylation. De maniére générale, on retrouve
une plus grande diversité structurale chez les glycans que les acides nucléiques et les structures
polypeptidiques '"*. Les 2 principaux liens glycosidiques aux protéines impliquent soit le nitrogéne
de la chaine latérale de 1’asparagine, pour les glycans-N, ou 1’oxygéne de la chaine latérale d’un

résidu sérine ou thréonine, pour les glycans-O '°.

Les glycoprotéines sont composées de chaines de glycans de structures variables attachés a la
structure de base du peptide ""6. La glycosylation d’une protéine est 1’'une des modifications post-
translationelles les plus importantes pour la cellule ; plus de la moitié des protéines doivent étre
glycosylées afin d’étre fonctionnelles ''>''®. La glycosylation permet de moduler, entre autres, la
fonction protéique, le dynamisme de la protéine, sa demi-vie et ses propriétés biophysiques,
thermodynamiques, cinétiques et structurelles ''* !¢, Elle influence également le repliement de la
protéine et conséquemment médie la transition de la protéine du réticulum endoplasmique (RE)
vers la voie de sécrétion de I’appareil de Golgi. En effet, si la glycosylation est aberrante, la protéine

peut ne pas étre repliée de fagon appropriée et cela peut faire en sorte que la protéine est confinée
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au RE avant d’étre dégradée dans les lysozymes ''* ", La glycosylation est une modification qui

pourrait expliquer les résultats observés ici.

Je vais maintenant présenter plus en détail la glycosylation de type O, car il s’agit du type de
glycosylation subi par la TBM. La glycosylation de type O débute dans I’appareil de Golgi par
I’addition d’un monosaccharide GalNAc sur la chaine latérale d’un résidu sérine ou thréonine par
’enzyme N-acétylgalactosaminyltransférase ''> 116118119 Cette réaction enzymatique est suivie par
la régulation de I’attachement d’autres liens saccharides au résidu GalNAc par différentes

glycotransférases, contribuant a 1’élongation de la structure des glycans '"°.

Chaque
monosaccharide posséde 3 ou 4 sites d’attachement pour des liaisons avec d’autres
monosaccharides pour former des liens glycosidiques dans une conformation o ou B permettant la
formation de ramifications '?. On retrouve souvent les glycosylations de type O dans une région
protéique comprenant des séquences répétés de sérine et thréonine par exemple le domaine suivant
le domaine EGF de la TBM pres de la membrane plasmique (figure 9). La sérine en position 474
pourrait étre le site d’attachement prédominant, alors que la sérine en position 472 serait un site
d’attachement secondaire pour les glycans sur la TBM ¥ !'"! Les glycans de type O jouent un role
dans la détermination de la structure secondaire, tertiaire et quaternaire de la protéine et également
pour la préparation de 1’élimination des protéines. Ces 2 roles sont trés importants dans la fonction

de controle de qualité de la voie de sécrétion ', ce qui signifie en quelque sorte qu’une altération

de la glycosylation pourrait empécher la protéine d’étre relarguée a la surface membranaire.

I1 existe une catégorie de glycans de type O possédant une grande diversité structurale et qui est
associée aux régions EGF et aux régions riches en sérine et thréonine, les glycosaminoglycans
(GAGs) """ On nomme protéoglycans les protéines qui contiennent des chaines GAGs qui sont
attachées a des résidus sérine. On retrouve 3 différents types de GAGs dont le chondroitine-sulfate
120 Dans la TBM, on les retrouve parfois au niveau de la région riche en sérine/thréonine ou ils
sont connus pour augmenter 1’efficacité catalytique de la protéine C en apportant un second module
de liaison pour la thrombine qui est nécessaire pour I’activation de la protéine C et permet de

bloquer I’interaction de la thrombine avec des substrats procoagulants circulants %76 7% 12!,

Nous pouvons supposer que les anticorps anti-HLA-II pourraient avoir un effet sur la glycosylation
de type O de la TBM '8, Les différentes enzymes impliquées dans la glycosylation sont
constitutivement actives; par contre, elles peuvent étre régulées par la phosphorylation de leur

queue cytoplasmique, ce qui pourrait modifier les interactions intramoléculaires et mener a
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différentes structures de glycan ', Les anticorps de classe II pourraient agir sur les enzymes
impliquées dans la glycosylation en modulant celles-ci dans les molécules de TBM, ce qui pourrait
modifier les différents niveaux de structure de la glycoprotéine et empécher sa sortie du RE pour
étre relarguée a la surface cellulaire. D’autre part, si I’altération de la glycosylation n’empéche pas
le relargage de la TBM, les anticorps de classe Il pourraient agir sur les enzymes qui construisent
les glycans afin de modifier ses propriétés anticoagulantes. En effet; selon Gerlitz et al., I’état de la

glycosylation de la TBM pourrait affecter son potentiel anticoagulant '!!.

Plusieurs pathologies sont causées par des défauts de glycosylation. Puisque les connaissances au
sujet des anticorps anti-HLA-II sont limitées, un résumé de certaines pathologies en lien avec la
glycosylation pourrait apporter des pistes potentielles pour I’interaction entre la TBM et les

anticorps anti-HLA-IL.

Il existe un cas semblable concernant I’expression membranaire du récepteur Notch et la
glycosylation. La voie de signalisation de Notch est I’une des plus importantes dans la régulation
du développement et de I’homéostasie des tissus adultes, dont ceux des mammiféres '*%. Un
déreglement de la signalisation de Notch peut mener au développement de cancer, ou selon les
conditions il peut étre un suppresseur de tumeur ou un oncogéne '** '3, Le récepteur Notch est
formé, entre autres, de 36 domaines de type EGF dont 23 peuvent subir une glycosylation de type
O ', De maniére générale, ’inactivation de glycotransférases nécessaires pour la synthése d’O-
glycan apporte des défauts de signalisation du récepteur Notch '**. Un article d’Okajima et al. a
rapporté que le récepteur Notch était confiné au RE dans des cellules de la drosophile déplétées en
une glycotransférase essentielle, la O-fucosyltransférase 1 (OFUT1) '*. Une relation similaire a
celle entre I’expression du récepteur Notch et OFUT1 pourrait expliquer le phénoméne rencontré
entre la TBM et les anticorps anti-HLA-II. Les anticorps pourraient bloquer 1’action d’une

glycotransférase ce qui confinerait la TBM a I’intérieur de la cellule.

Plusieurs acteurs du systéme immunitaire sont également régulés par la glycosylation. Par exemple,
certains glycans-O agissent a titre de ligand carbohydrate comme support pour la production de
structures de glycans pour les ligands des sélectines qui régulent I’inflammation et le trafic
vasculaire comme I’enzyme GIcNAc-T-I glycotransférase qui est essentielle pour certaines cellules
sanguines myéloides. Des expériences avec des souris déficientes pour cette enzyme ont montré

une diminution du trafic leucocytaire menant a une diminution de I’inflammation '’ '*. Par
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ailleurs, 1’activation des récepteurs Toll-like de I’immunité innée se fait par liaison aux glycans
bactériens ; de fait, plusieurs lectines exprimées sur les cellules de I’immunité innée lient des

glycans (Ohtsubo).

Ainsi, nous constatons que la plupart des pathologies associées a la glycosylation sont en fait
associées directement a des défauts des enzymes de la glycosylation. Il est donc possible que les
anticorps anti-HLA-II modifient I’activité enzymatique d’une ou des transférase(s) impliquée(s)
dans la glycosylation de la TBM. Cela pourrait empécher son repliement et son relargage a la
surface membranaire. 11 est également possible que les anticorps anti-HLA-II n’empéchent pas son
relargage, mais altérent suffisamment sa structure pour empécher la fixation de son ligand, la

thrombine, limitant ainsi son potentiel anticoagulant.
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5. Conclusion

Le rejet ABMR chronique est un obstacle a la survie du greffon. Nous avons démontré que les
anticorps anti-HLA seuls peuvent moduler I’expression de la thrombomoduline, une glycoprotéine
aux fonctions protectrices pour I’endothélium. Nous avons observé une diminution de 1I’expression
extracellulaire et une accumulation intracellulaire de la TBM par les anticorps anti-HLA-II qui
pourraient expliquer les 1ésions microangiopathiques observées dans la glomérulopathie du
transplant. Ces résultats pourraient expliquer le pronostic plus sombre des patients ayant des DSA

anti-HLA-II.

A la lumiére des résultats obtenus, nous constatons que plusieurs expériences peuvent étre réalisées
afin de déterminer ce qui différencie 1’expression de la TBM par les anticorps anti-HLA. La
premiere approche serait d’utiliser des petits ARN interférents ou en épingle a cheveux pour les
genes des molécules impliquées dans les voies de signalisation des anticorps anti-HLA-I et II. En
utilisant le méme protocole de croissance et de stimulation que mon modele, puis en procédant a
une extraction d’ARN, il serait possible d’avoir une idée de quelles molécules peuvent étre
impliquées dans la signalisation des anticorps anti-HLA-I pour I’expression de la TBM. Concernant
les anticorps anti-HLA-II, une approche similaire serait suggérée. Puisque les voies de signalisation
sont moins connues, il serait possible d’analyser 1’expression génique de plusieurs molécules
potentiellement impliquées dans la signalisation chez les cellules T, B et endothéliales. A la suite
de ces résultats, des expériences avec des inhibiteurs des molécules potentiellement impliquées
dans la signalisation anti-HL A permettraient de confirmer les résultats obtenus au niveau génique.
Ces expériences apporteraient beaucoup aux connaissances sur le rejet ABMR. Les voies de
signalisation directement impliquées dans le rejet via les anticorps anti-HLA seraient mieux

caractérisées.

Une autre approche serait 1’utilisation d’inhibiteurs des facteurs de transcription KLF2 et NRF2 qui
régulent 1’expression génique de la TBM, respectivement TNF-a et Keapl. Cela permettrait

d’analyser I’implication des anticorps anti-HLA au niveau transcriptionnel de la TBM.

En ce qui concerne I'influence de la glycosylation dans I’expression de la TBM, plusieurs

techniques sont possibles. L utilisation d’inhibiteurs pour les enzymes de glycosylation présente
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une option intéressante pour évaluer I’implication des différentes enzymes dans la glycosylation de
la TBM en fonction de la stimulation par des anticorps anti-HLA. Plusieurs autres méthodes au
niveau génétique sont également disponibles comme les petits ARN interférents, en épingle a
cheveux ou les courtes répétitions palindromiques groupées et régulierement espacées. Cela
permettrait d’identifier laquelle ou lesquelles de ces enzymes sont modulées par les anticorps anti-
HLA-II. Par la suite, un modele in vitro murin supporterait les résultats obtenus avec le clonage
cellulaire. Dans ce modele, les souris seraient KO pour différents génes des enzymes transférases.
Il serait également possible d’utiliser les mémes techniques génétiques pour observer quelles

enzymes sont régulées a la hausse ou la baisse par les anticorps anti-HLA.

Afin d’expliquer I’inhibition du transport membranaire de la TBM en présence d’anticorps anti-
HLA-II, il serait possible d’utiliser des marqueurs de compartiments cellulaires en
immunofluorescence. Les données sur la glycosylation suggérent que la TBM pourrait demeurer
dans le RE ou I’appareil de Golgi lorsqu’il y a une glycosylation inadéquate avant d’étre dégradée
dans les lysozymes. Une immunofluorescence pour la TBM intracellulaire et les différents
compartiments cellulaires permettrait de localiser plus précisément la TBM a l’intérieur de la

cellule.
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AMR: Antibody-mediated rejection

APC: Antigen presenting cell

BMDC: Bone marrow derived cells

BMT: Bone-marrow transplant

CAM: Cell adhesion molecule

CCL-X: C-C chemokine ligand

CCR-X: C-C chemokine receptor
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DAMPs: Damage-associated molecular patterns
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PRR: Pathogen récognition receptor

ROS: Reactive oxygen species

TLR: Toll-like receptor
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Treg: Regulatory T cell
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VLA-4: Very late-antigen-4
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ABSTRACT.

Innate immunity is increasingly recognized as a major player in transplantation. In addition to its role in
inflammation in the early post-transplant period, innate immunity shapes the differentiation of cells of the
adaptive immunity, with a capacity to promote either rejection or tolerance. Emerging data indicate that
innate allorecognition, a characteristic previously limited to lymphocytes, is involved in allograft
rejection. This review briefly summarizes the physiology of each component of the innate immune system
in the context of transplantation and presents the current or promising therapeutic applications, such as

cellular, anti-complement and anti-cytokine therapies.
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BODY TEXT.

INTRODUCTION.

Innate immunity is phylogenetically the oldest part of the immune system. It constitutes the first
line of defense against foreign agents. Whereas the adaptive immune cells collectively recognize a
broad-range of specific antigens (up to 107), innate immune cells recognize a more limited
repertoire (approximately 10°) of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), through
pattern-recognition receptors (PRRs), such as the toll-like receptors (TLRs) which bind microbial
agents and endogenous damaged cells. The innate immune system includes cellular components
(monocytes, macrophages, dendritic cells (DCs), neutrophils and humoral components, mostly

complement proteins, cytokines and cell adhesion molecules (CAMs).

Historically, T cells have been the main focus of interest in transplant immunology '. However, the
lack of major improvements in long-term graft survival, due to high rates of chronic rejection, led
investigators to explore new pathophysiological pathways behind rejection. Since the development
of C4d staining and of new techniques to identify anti-human-leucocyte antigen (HLA) antibodies,
there has been a major shift toward B cell immunology. More recently, transplant immunologists
renewed interest with innate immunity. There is now increasing evidence that cells and proteins of
the innate immune system play a major role in allograft damage. In addition to their role as effector
cells following adaptive immunity activation, there is provocative data suggesting that cells such
as monocytes may be activated upon non-self, allogeneic recognition %. The inflammatory milieu,
for instance triggered early post-transplant and during infectious episodes, shape T cell
differentiation. Inhibition of complement activation seems to be sufficient to delay and potentially
prevent the development of the antibody-mediated rejection (AMR) phenotype °. It becomes
obvious that innate recognition of the graft and its activation is required for rejection, but precisely

how innate immunity should be tackled to prevent rejection is still to be defined.

Here, we present a brief review of the physiology of each component of the innate immune system,

followed by an update on the current therapeutic advances for each component (Figure 1 and Table

).
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Cells and cellular components
Monocytes and macrophages

Monocytes constitute 5-10% of the peripheral circulating leucocytes in humans, originate in the
bone marrow from a common myeloid progenitor and can differentiate into dendritic cells or
macrophages *. They constitute a large pool of effector cells in blood circulation during both

homeostasis and inflammatory responses.

There is increasing evidence suggesting that monocytes may play a key role in allograft rejection
in humans. Clinical data suggest that monocytes infiltrating the glomeruli of kidney recipients are
associated with poor renal function at 1, 2 and 4 years post-transplant >. In this study by Tinckam
et al., although monocyte infiltration correlated with C4d deposition, it was independently
associated with worse outcomes following acute allograft rejection. Transcripts of monocyte-
derived cytokines are elevated during rejection ®®. The monocytes/macrophages seem to be
sufficient to drive rejection in the absence of the adaptive immune system, as demonstrated in an
NIH study where human renal transplant recipients were lymphocyte-depleted with alemtuzumab,
without maintenance immunosuppression; all the subjects experienced an acute rejection episode
characterized by massive infiltration of activated monocytes °. This study highlights the importance
of early responding monocytes in human allograft rejection. Recently, we have shown that in
patients with acute and chronic rejection, inflammatory monocytes cultured ex vivo secrete high
levels of IL-1B, IL-6 and TNF-a 10.11 "Tn line with this observation, we and others observed that in
biopsies from kidney recipients with glomerular rejection, infiltrating leucocytes were mainly

monocytes and CD8" T cells >,

Macrophages are phagocytes that infiltrate the allograft during rejection and non-rejection states,
and their exact role remains to be defined. It is now established that macrophages can be pro (M1
subtype) or anti-inflammatory (M2 subtype) and bears some plasticity with regard to their
phenotype, according to the milieu in which they are activated '°. Pro-inflammatory macrophages
can play an active role during rejection, including phagocytosis, antigen-presentation to CD4" T
cells and production of pro-inflammatory cytokines such as IL-1p, IL-12, IL-18, IFN-y and TNF-a
'8, They have the capacity to stimulate naive T differentiation and to sustain the responses of
memory cells 7. Interestingly, it seems that these cells could persist for a long time within the graft
and participate in direct alloreactivity. In a recent study using human dermis in sex-mismatched

bone-marrow transplant (BMT), Haniffa et al. observed that, whereas recipient DCs are rapidly
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depleted and replaced by donor cells, recipient macrophages persist in graft-versus-host disease
(GVHD) lesions for many months. These cells are pro-inflammatory and they increase the secretion
of cytokines by memory CD4" T cells, although they induce little proliferation of naive or memory
CD4" T cells. These data support the classical notion that macrophages are poor stimulators of

naive T cells compared to DCs.

During pro-inflammatory  conditions such as ischemic/reperfusion injury (IRI),
monocytes/macrophages contribute with DCs in major histocompatibility complex (MHC) 11
antigen processing and presentation to T cells '™ '8, They accumulate in isografts as well as in
allografts; however, there is emerging data suggesting that the process is different between the two
types of grafts. Oberbarnscheidt et al. recently demonstrated that whereas isografts produce
transient and mild differentiation of monocytes into DCs, allografts lead to a sustained
differentiation of monocytes into mature IL-12-secreting DCs, able to stimulate T cell proliferation
2. These observations were made in wild-type, T cell-deficient, B cell-deficient and in innate
lymphoid cell-deficient mice, supporting the notion that monocytes can recognize allogeneic non-
self and initiate graft rejection independent of their activation due to the release of danger
molecules. These observations may seem counter-intuitive at first glance, but nonetheless
underscore the fact that the role of innate immunity in allograft rejection has probably been

underestimated so far.

Research made on macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and its receptor, colony-
stimulator factor 1 receptor (C-FMS), illustrate the complex role of the monocyte/macrophage
system in rejection. M-CSF levels increase during acute rejection. It is produced by leucocytes and
other cells, including epithelial renal tubular cells '°. Inhibition of C-FMS in a rat model of kidney
transplant initially abrogated macrophage and DC infiltration to the graft post-transplant *°.
Interestingly in this model, T-cell activation was suppressed within the graft, although systemic T
cells were normal. Despite the initial absence of allograft damage, the rats subsequently developed
at day 8 severe capillaritis, microthrombosis, C4d deposition and neutrophil infiltration reminiscent
of AMR, in the absence of any T cell rejection. The fms inhibitor produces a depletion of peripheral
monocytes, impeding their infiltration within the graft. It is conceivable that the indirect effect of
fms inhibitor on T cell rejection is due to the massive reduction of local antigen presentation by

macrophages, with no effect on T cell function. This hypothesis would explain the intact function
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of systemic T cells and underscores the importance of monocytes/macrophages in antigen
presentation.

Interventional data in humans showed a potential interest in manipulating macrophages ex vivo to
prevent renal allograft rejection. Hutchinson et al. from the European ONE study consortium
produced regulatory macrophages (Mregs) from donor peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) cultured with M-CSF and IFN-y pre-transplant *'. In a pilot study, they administered
Mregs to two renal transplant recipients, minimized to low-dose tacrolimus therapy at 10 weeks
post-transplant. These cells were tracked by nuclear imaging and were shown to remain viable post
infusion; however, the tracking was limited to 30 hours. Of note, a large volume of 7.5 x 10® Mregs
were administered. These cells were obtained by leukapheresis of the donor and isolation of
monocytes by plastic adherence. At 3 years post-transplant, patients were clinically stable;
however, no protocol biopsies were reported after more than week 52. Larger studies and longer

follow-up will tell us how these promising results translate into benefits for patients.

Therefore, there is accumulating data suggesting that monocytes and macrophages may play an
important role in allograft rejection. Potential applications include measuring the levels of pro-
inflammatory cytokines secreted ex vivo to identify recipients with rejection, and therapeutic ex
vivo manipulation of macrophages to produce Mregs. Inhibition of specific receptors, such as C-

FMS and inhibition of pro-inflammatory cytokines (as detailed below) also seems promising.

Dendpritic cells

Rapport- gratuit.com @

DCs are a major component of the innate immunity, as players linking innate and adaptive
immunity %. Under pro-inflammatory conditions, recognition of PAMPs by PRRs triggers DC
maturation, which allows transition from innate to adaptive immunity activation. The classical view
of DC involvement in graft rejection is as follows: immature circulating DCs are attracted to the
graft through a gradient of the pro-inflammatory chemokines and cytokines; within the graft, DCs
mainly act as antigen-presenting cells (APCs) for donor MHC class II molecules **. Upon
activation, DCs upregulate C-C chemokine receptor 7 (CCR7), which triggers their migration to
secondary lymphoid tissues, where they initiate cognate recognition of MHC peptides by specific

T cells. Concurrent with migration, DCs maturation process enhances the expression of co-
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stimulation molecules, which further enhance their T cell-stimulation and differentiation capacities

within the lymphoid tissues.

The two main subsets of DCs are called myeloid or « conventional » DCs (mDCs) and
plasmacytoid DCs (pDCs). mDCs secrete high levels of IL-12 and are able to stimulate effector T
cells proliferation and alloreaction ». Recent in vitro data revealed that ischemic injury increase
the capacity of mDCs to stimulate allogeneic T cell proliferation and IFN-y production **. In vivo,
mDCs conditioned with ischemia demonstrated enhanced migration capacity, further supporting

enhanced immunogenicity .

In contrast to mDCs, pDCs seem to be more efficient in promoting regulatory T cells (Treg)
differentiation and maturation 2. Although pDCs are able to mediate anti-viral immunity, one of
their crucial roles seems to be tolerogenic, more specifically to contribute to peripheral T cell
tolerance. Recently, there has been a growing interest in developing pharmacologically-modified
tolerogenic DCs (TolDCs) to prevent autoimmune disease and graft rejection **?’. The different
effects of DCs seem to be related to differential surface expression of co-stimulation ligands and
cytokine production, both essential to the maturation and polarization of T cells. *** **. TolDCs
express low levels of MHC molecules, CD80 and CD86. They are physiologically resistant to the
maturation signal provided by damage-associated molecular patterns (DAMPs) stimulation. In
addition, they secrete no cytokines to polarize T cells into Thl or Th2 phenotype, which likely

explains their poor capacity to stimulate effector T cells.

In vitro, TolDCs can be generated from immature DCs, like pDCs which can be identify as pre-
DCs, using TGF- and IL-10. They regulate Treg differentiation, expansion and suppressive
capacity. It has been shown that TolDCs removal leads to Treg loss **. Several investigators
reported that TolDCs generated in vitro are able to regulate immune response through varying
mechanisms, including promoting Treg differentiation through the IDO pathway ?°. Regulatory
DCs used in combination with B7-CD28 costimulation blockade before transplantation has given
good results in prolonging kidney allograft survival in nonhuman primates *. In a murine model of
corneal allograft, inhibition of B7 molecule and tryptophan-catabolising enzyme IDO induced

anergy in alloreactive T cells and promoted Tregs *'.
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Interestingly, Turnquist et al. suggested that a strategy using donor TolDCs combined with
rapamycin could lead to long-term graft acceptance *%. In some experiments, TolDCs are generated
from monocytes treated with granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and
IL-4. These cells have not been tested on transplant patients yet, but they have been tested on type
1 diabetic patients **. These patients received one of the following: peripheral blood monocytes
matured to DCs with IL-4 and GM-CSF or immunosuppressive DCs, generated identically but with
addition of antisense oligonucleotides targeting the 5’ end of CD40, CD80 and CD86. Cells were
re-injected intra-dermally at 4 timepoints every 2 weeks. Compared to patients who received
control DCs, patients who received immunosuppresssive DCs had a trend towards an increase in

the frequency of circulating Foxp3+ Tregs at 6 months.

Therefore, DCs have received little attention so far, but emerge as a potentially interesting target.
There is a growing interest in using DCs as a strategy to promote transplant tolerance, however this

science is still at its infancy.

NK cells

Natural killer (NK) cells originate from the lymphoid lineage, but they perform their immune
function through a distinct system of receptors. Their activation is regulated by a balance between
surface activating and inhibitory receptors. A comprehensive discussion of the NK receptors is
beyond the scope of the present review, however the general concept underlying NK cell activation
is that inhibitory receptors, of which the “killer cell Ig-like receptor” (KIR) and “Ig-like transcripts”
(ILTs) are the two most important families, recognize MHC class I molecules on healthy cells,
whereas activating receptors bind ligands usually expressed on the surface of pathogens and
damaged endogenous cells **. Ligation of MHC I by inhibitory receptors prevent cytotoxicity. In
the non-transplant setting, infected or stressed syngeneic cells down-regulate the expression of
MHC I molecules and hence become target for activated NK cells. The major cytokines involved
in NK cell activation are IL-2, IL-15 et IL-21 *. KIRs are encoded by 14 genes in humans and are
expressed in a large variety of NK cells subsets, which creates a heterogeneous population of NK

cells within the same individual ** 3¢,
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The role of NK cells in allograft rejection remains controversial. In naive mice, NK are involved
in allograft rejection via the “missing self” recognition *’, which is the activation of NK cells by
the absence of self MHC molecules on the cellular surface. Transplanted cells frequently down-
regulate MHC expression **. The classical view from animal models was that NK cell depletion
had no impact on rejection **. This view has been challenged in the recent years. Liu et al.
demonstrated the opposite in a C57BL/6 to BALB/c mouse model, in which NK cells depletion
prevented rejection *’. On the opposite, other investigators reported that NK cells may indirectly
promote transplant tolerance by killing donor APCs; in the absence of NK cells, these donor APCs
survive, migrate to the lymphoid tissues and activate alloreactive T cells **. However, the relevance

of such observations in human transplantation is still unclear.

Others observed that NK cells can also mediate rejection in absence of T cells. They infiltrate the
graft during rejection in stringent Rag-1 deficient mice, with no mature T and B lymphocytes *'. In
wild-type mice, they activate DCs by producing IFN-y, TNF-a and TNF-f, which leads to an
amplification of the response mediated by T cells ****. These pro-inflammatory molecules up-
regulate MHC expression and co-stimulation molecules on professional and non-professional

APCs (such as endothelial cells), which ultimately increases direct and indirect T-cell alloreactivity
44

The direct cytotoxic effect of NK cells is largely mediated by perforins and granzymes, which have
been shown to be non-invasive markers of rejection since the 1990s ** *°. However, some animal
models have shown a crucial role for perforin-dependent NK cells in induction of islet allograft
tolerance *. Besides the direct killing effect, NK cells interact with components of the complement
system, as they express receptors for at least C1q and iC3b *’. C3 deposition increases the lytic
effect of NK cells and it has been speculated that the presence of complement on the endothelium

of the allograft promote NK activation, endothelial injury and rejection *.

The effects of immunosuppressive drugs on NK cells are controversial. The in vitro work
performed by Shao-Hsien et al. demonstrated a lack of consistent inhibition of NK cells by
cyclosporine, while the in vitro study by Wasik et al., suggested that pre-incubation of NK cells
with cyclosporine has an inhibitory effect *»°. In a rat model, tacrolimus gave an opposite result,

producing an increase in NK cell activity following administration *'.
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Therefore, there is compelling evidence suggesting that NK cells amplify alloimmune responses,
however they do not seem sufficient to trigger rejection in humans. Given the large heterogeneity
within the NK cells population and their apparently dispensable role in rejection, the modulation
of their responses for therapeutic purposes currently seems to be a challenging avenue. Their
contributing role in acute rejection and potentially chronic rejection under maintenance
immunosuppression needs to be better defined from a mechanistic point of view, before considering

potential therapeutic applications.

Neutrophils

Neutrophils play a major role in the innate immune response. In the transplant setting, they share
with monocytes the role of first responders to reach the allograft following inflammation triggered
by IRI ** . On site, they produce large quantities of cytokines, such as IFN-y, contributing to
monocytes and macrophages chemotaxis. During bacterial infection, neutrophils participate in T-
cell activation by processing phagocytosed bacteria and secreting processed peptides that are
subsequently presented by neighboring APCs **. In addition, they secrete chemokine ligands, such
as C-C chemokine ligands CCL3, CCL4, CCL5 and CCL20, all of which promote immature DC
maturation locally at the site of inflammation. The net effect is an up-regulation of CD40, CD46
and CD86 on DCs **°°. The contact-dependent interaction between neutrophils and DCs results in
an increased production of IL-12 by DCs, ultimately helping T-cell maturation ***°. Therefore,

neutrophils are multipotent players able to activate both innate and adaptive immune cells.

Classically, transplant pathologists associate the presence of neutrophils within the graft with
bacterial infection, rather than considering them as potential markers of rejection. However, it has
been suggested that their co-localization with T cells may not be limited to the effector phase of
the inflammatory process, but that they could initiate non-alloimmune and alloimmune responses,
notably following infection®’. Evidence supporting this concept includes the observation that

neutrophils can act like APCs for MHC class I and II molecules in autoimmune diseases *.

Animal models suggest that prevention of neutrophil migration attenuates allograft rejection.
Antileukinate is a CXC chemokine receptor inhibitor that inhibits CXCL8 (IL-8) and its receptor
known to induce neutrophil chemotaxis and cytokine release *°. Hirayama et al. observed that this
peptide was efficient to prevent neutrophil migration and acute rejection in a rat lung transplant
f"‘ §
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t 3°. However, the use of

model, when administrated continuously 7 days post-transplan
antileukinate only before and immediately after transplantation had no effect. The authors
concluded that antileukinate had no effect in the prevention of the initiation of rejection by
neutrophils, however given the short half-life of these cells this conclusion may be overstated. This
observation that the effect of antileukinate is limited to the effector phase of neutrophil activation,
has been reported in other experimental models however °* ¢!, In a mouse heart transplant model,
blockade of neutrophil migration in CXCR2" animals or by CXCR2 antagonism in wild-type mice
attenuated intragraft pro-inflammatory cytokines expression, and T-cell infiltration in CXCR2™"

recipients was significantly decreased ®*. Neutrophil depletion coupled with T-cell co-stimulation

blockade was able to induce long term graft survival.

Similar to NK cells, neutrophiles seem to play a dispensable role in allograft rejection. Unless used
in a combined therapy targeting T cells, there is little evidence that therapy based on the modulation
of neutrophil activation could be an effective strategy to prevent alloreactivity or to promote

tolerance.

Toll-like receptors

The discovery of TLRs, identified in 1996 in the drosophila fly, is probably the most important
advancement in immunology over the last twenty years. So far, 10 human functional TLRs have
been identified. These receptors are expressed in a large number of leucocyte subsets including
monocytes, macrophages, DCs, neutrophils, as well as T and B cells ®. In addition to leucocytes,
TLRs are found on the surface of endothelial and epithelial cells of solid organs, such as kidney
and heart *. Most TLRs are found on cellular surface, except TLR3, 7, 8 and 9 which meets
intracellular PAMPs in endosomes or lysosomes. Their main function is to allow recognition of
microbial agents and subsequent immune response *. The most common intracellular signaling
pathways involving TLR activation is the following: a microbial agent binds the TLR; there is
activation of the universal adaptor protein MyD88, which in turn triggers a phosphorylation
cascade, leading to the release of NF-kf. Then, the sequence of activation involves the AP-1
protein, interferon regulator factor 3 (IRF3) and other transcription factors, which up-regulates
expression of genes of inflammation, such as the cytokines IL-6, IL-12 and TNF-a, ®. In APCs,
MyDS88 regulates cell maturation and surface expression of CD80, CD86 and MHC class II
molecules . In the context of transplantation, activation of TLRs on APCs triggers the presentation

of antigen and the activation, differentiation and proliferation of naive T cells®.
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Accumulating data from animal models and human in i vitro studies indicate that IRI is modulated
by DAMPs interacting with TLRs *®. Among endogenous ligands associated with IRI, high-
mobility group box 1 nuclear protein (HMGB1), heat shock proteins (HSPs), altered lipoprotein,
fibronectin, heparan sulfate and debris from necrotic cells are the most important ©””°. These ligands
mostly bind TLR2 and TLR4 in the peripheral circulation. Recent observations suggest that these
endogenous ligands are released by injured cells during organ harvesting and implantation. Their
binding to TLR2 and TLR4 would then be key events to the initiation of innate immunity activation

and adaptive immune responses > ",

Does allograft rejection require TLR signalling? In a fully MHC-mismatched murine model of
kidney rejection, mice deficient in MyD88 developed donor antigen-specific tolerance, preventing
acute and chronic rejection ”'. MyD88 deficiency increased the balance of Treg to Th17 cells,
promoting tolerance. Interestingly, administration of an anti-CD25 antibody to these mice depleted
Tregs and broke tolerance. There is accumulating evidence that TLR2 and TLR4 activation inhibits
Treg activation 77, It is known that neither Tregs nor Th17 represent a terminally differentiated
phenotype, given the plasticity of T cell differentiation . Therefore, the decreased production of
the pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-o in MyD88 deficient mice may tip the

balance in favor of Tregs .

In contrast, Oberbarnscheidt et al. reported that MyD88 deletion in mice does not necessarily lead
to tolerance *. They found that allogeneic grafts elicited persistent differentiation of monocytes into
mature DCs secreting cytokines, whereas syngeneic grafts did not. Similar results were obtained in
wild-type and MyD88 knock-out mice, suggesting that the allorecognition by monocytes was
independent of the danger signal MyD88-pathway. Others observed that the simultaneous deletion
of MyD88 and TRIF, a TLR adaptor for TLRs on intracellular membranes, delays graft rejection

76,77

Observational studies in humans revealed that TLR4 plays a role in the susceptibility to develop
acute rejection. An association between recipient TLR4 heterozygosity for one of the 2 functional
alleles (Asp299Gly and Thr3991le) and lower acute rejection rates have been reported in lung and
kidney transplants ’*7°, Interestingly, donor TLR4 genotype was not associated with rejection. The

clinical study NCT01794663 currently tests the hypothesis that a humanized antibody blocking
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TLR2 prevents renal delayed graft function (DGF). Given the ubiquity of TLRs within the body,
this therapeutic strategy is with no doubt challenging. Another therapeutic target is the ligand
HMGB1 38! In a murine heart model, blocking HMGB1 delays innate immunity activation within
the graft and prolong allograft survival ®'.

TLRs are increasingly studied in transplantation immunology. Because they are ubiquitously found
in immune, endothelial and epithelial cells, their use as a potential therapeutic target will remain a

challenge.

Myeloid derived suppressor cells (MDSCs)

We conclude this section with MDSCs, a cellular type that is slowly emerging in transplantation.
Myeloid derived suppressor cells (MDSCs) are a heterogeneous population composed of immature
precursors of granulocytes, macrophages, dendritic cells and myeloid progenitors *2. They can
suppress innate immune responses, as well as adaptative responses in cancer and non-cancer
settings. These cells are the focus of intense investigation in oncology, since there seems to be an
association between their concentration in blood and overall tumor prognosis. Indeed, they appear
to be a major player in tumor initiation and escape. In a mouse transplant model of combined bone
marrow and heart transplant, MDSCs depletion abrogated chimerism and tolerance *. In rat kidney
allografts, they inhibit T cell proliferation, but have no effect on Tregs 3. In this model, adoptive
transfer of MDSCs did not induce tolerance. In allogeneic bone marrow human recipients, a group
from China reported an association between counts of MDSCs in allografts and occurrence of graft-

versus-host disease *. So far, data in human transplantation is limited.

Humoral components
Complement

The complement system is phylogenetically linked to the coagulation system and constitutes one
of the first components of immunity. It was originally believed that complement proteins were
solely active against microbial agents. It was somewhat surprising to realize later that it contributes
to many inflammatory diseases ** *. Complement mostly discriminate healthy host tissues from

foreign agents, damaged cells, cellular debris and apoptotic cells.
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The complement system is divided in 3 pathways of activation: classical, lectin and alternate
pathways. The alternate pathway, the most ancient, is based on pattern recognition molecule (PRM)
including properdin and is triggered following recognition of PAMPs and DAMPs on foreign and
damaged cells. Despite its name, the alternate pathway is responsible for 80 to 90% of all
complement activation *’. Classical pathway was discovered first and is antibody-dependent. In the
lectin pathway, mannose-binding lectin (MBL) and ficolins serve as PRMs which predominantly

binds carbohydrate motifs .

It is now well established that the complement plays a major role in tissular injury, including IRI
following solid organ transplantation *® . It is involved in neo-epitope recognition, opsonisation,
amplification and modulation of the cellular response mediated through C5a, anaphylatoxin release
and leucocyte recruitment. The lectin pathway seems to be the most important **. C5a is a key
player leading to chemotaxis of innate and T cells, CAM up-regulation and secretion of P-selectin
and von Willebrand factor by endothelial cells *°. In mice, high levels of C5a and C3a seem to
bypass the need for CD40/CD154 interactions between CD4" and CD8" T cells to induce CD8" T-
cell alloimmune responses °'. C5a and C3a directly transmit signals to T cells via C5a and C3a
receptors responses, which in turn modulate natural Treg function *>. Besides their indirect effects,
complement proteins seem to directly damage allogeneic tissues by oxidative stress, accumulation

of debris and chronic complement activation, all of which perpetuates a vicious circle of injury %
90

With the development of new solid-phase assays for the detection of anti-HLA antibodies, a large
amount of data has been published about the use of complement binding as a tool to predict which
antibodies are harmful to the graft. In a large clinical study of 1016 patients, Loupy et al. observed
that kidney recipients developing donor-specific antibodies (DSA) with complement-binding
capacity (measured by C1qg-binding) had a substantially worse graft survival at 5 years: 54% for
DSA+C1q+ patients vs. 93% for DSA+C1g- patients vs. 94% for DSA- patients **. This study has
been criticized, notably because DSA of highest intensity are most often those binding C1q, raising
doubt about the causative link of the association with C1q binding and graft outcomes ***° .
Nonetheless, DSA+Clq+ patients experienced more AMR and showed more extensive
microvascular inflammation and C4d deposition, suggesting a potential mechanistic role. Others
reported that, in comparison with DSA testing alone, adding Clq testing was more specific for

transplant glomerulopathy and graft loss, but less specific for C4d deposition ***%,
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In addition to the interest of complement as a biomarker, there is obviously a therapeutic interest
in deciphering the role of complement in allograft rejection, especially since the commercialization
of the anti-C5a agent Eculizumab. Developed originally for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria,
it is a humanized monoclonal antibody that blocks terminal complement activation and prevents
the formation of the membrane attack complex *°. Its use in transplantation has been reported in
2011 by the Mayo group *, for the prevention of AMR in sensitized renal transplant recipients with
a positive cross-match against their living donor, then followed by more reports in salvage therapy
or in hemolytic uremic syndrome-transplanted patients '**'°'. Stegall et al. observed a substantial
reduction in the incidence of AMR (8 vs 41%) compared to a historical control group. They also
found significantly less transplant glomerulopathy on 1-year protocol biopsies (7 vs 36%), with the
important caveat that 11 of the 26 patients in the Eculizumab group did not undergo protocol
biopsy, including subjects with AMR in the first year. Very recently, Bentall et al. reported that
among this group of patients, 3 of the 4 who developed IgM DSA were those who developed AMR,
raising even more question about the pathophysiology behind AMR '%2,

The complement is clearly an exciting new area of development in transplantation immunology,
from which we may expect new effective therapeutic strategies to prevent short-term AMR in the
next few years. One key element with regard to this issue will be to identify the target population
of patients who may benefit from an increased immunosuppression load. A second key question
will be the impact on long-term outcomes. This may require a critical reappraisal of the current

tools used for diagnosis and prognosis of acute and chronic AMR ' 1%,

Cytokines

Cytokines are essential messengers of the innate immune system. They modulate and amplify the
immune responses between cells of the innate and adaptive immunity '®*. Despite the exponential
number of publication on cytokines in transplantation journals in the recent years, a clear picture
of the cytokine interactions involved in allograft rejection is still to be defined. It is known that pro
and anti-inflammatory cytokines can at times promote or prevent rejection, depending on the milieu
in which they are secreted "> '°. Given the increasing number of anti-cytokine agents available, a
better understanding of the specific and potentially non-redundant roles of specific cytokines is

crucial. We review here the innate inflammatory cytokines that received the most attention in the
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recent years: IL-1B, TNF-a and IL-6. Of note, because IL-17 is mostly related to Th17 cells and

adaptive immunity, it will not be discussed here.

IL-1B and TNF-a are pro-inflammatory cytokines produced by mononuclear phagocytes. The main
functions of TNF-a include stimulation of monocytes, neutrophils, and endothelial cells to produce
CAMs and chemokines. IL-1p is a pro-inflammatory cytokine secreted mostly by activated cells;
in contrast to TNF-a, it is also produced by non-phagocytes, such as epithelial and endothelial cells.
IL-1pB initiates and perpetuates inflammation, mainly by simulating the production of a local
network of cytokines, such as IL-2, IL-6, TNF-a and TNF-B '’ It plays a major role in promoting
leucocyte migration into injured tissues. IL-1p increases the surface expression of CAMs on both

endothelial cells and leucocytes.

Anti-cytokine therapies for IL-1p and TNF-a have been used in few situations so far in
transplantation. Perhaps the most advanced field is islet transplantation, where anti-inflammatory
agents such as anti-TNF-o. are now used routinely by some centers '** ' Anakinra, a recombinant
version of the human IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra, endogenous regulator of IL-1p) is highly
efficient to control inflammation in rheumatoid arthritis patients ''°. When tried in combination
with the anti-TNF-a agent etanercept in immunodeficient mice, anakinra led to a substantially
higher level of islet engraftment (88% for both vs. 54% for anakinra alone vs. 45% for etanercept

alone) '

. A pilot trial of 6 type 1 diabetic patients showed encouraging results with this
combination of anti-inflammatory agents ''?. The anti-TNF-a. infliximab has been tested for
steroid-refractory acute GVHD. It reversed GVHD in 59%. All unresponsive patients died of
GVHD and 72% responders developed infections, including 6% fatal fungal disease '"°.

IL-6 is a pro-inflammatory cytokine which seems to play a particularly important role in the
differentiation of T cells. It is produced mostly by APCs, fibroblasts and endothelial cells. IL-6
deficient mice produce less IFN-y than wild type mice during allograft rejection, and CD28-B7
blockade in these mice has a synergistic effect on allograft acceptance in a fully MHC-mismatched
model "%, Other investigators reported that, in a highly immunogenic murine skin allograft model,
the combination of costimulatory blockade and absence of IL-6 and TNF-o. induces tolerance ''°.
We recently demonstrated that IL-6 measured in ex vivo culture supernatants from PBMCs sampled
in kidney recipients with acute rejection was diagnostic for rejection ''. We previously observed

that IL-6, along with IL-1p and TNF-a, were highly secreted by PBMCs of patients with transplant

glomerulopathy '°. There is thus good evidence from both animal models and patient mechanistic
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studies to suggest a pivotal role for inflammatory cytokines in allograft rejection ''>. NCT02108600
is a phase II trial that will evaluate the use of tocilizumab, a drug targeting IL-6 receptor, in renal

transplant recipients showing inflammation in the 6 month allograft biopsy.

Anti-cytokine strategies slowly make their way into clinical practice. Obviously, there is a justified
fear of increased adverse effects due to the broad anti-lymphocyte immunosuppression already used
in maintenance therapy. Nonetheless, there are great opportunities to test innovative protocols,
which may for example replace an anti-lymphocyte agent for an anti-inflammatory agent in patients
at high risk of rejection, or in patients with chronic rejection. A better assessment of the precise
mechanisms (innate versus adaptive immune system) at play during rejection within a given patient

might be the key to achieve such personalized immunosuppression.

Cell adhesion molecules

CAM is a generic term for molecules that are involved in the binding of cells to other cells or to
the extracellular matrix. They are usually classified as calcium-dependent or independent. The most
important families for the purpose of this review are the selectins and integrins, for which intense
research efforts were invested in the last two decades. Because of their pivotal role in leucocyte
recruitment and migration into inflamed tissues, they are key players of the allograft rejection

process.

To better understand the potential therapeutics application of manipulating CAMs, we start with a
brief review and the physiology of leucocyte-endothelial cell adhesion. During recruitment of
leucocytes, the sequence of events is as follows: endothelial cells from damaged tissues express
selectins (such as E-selectin and P-selectin) which binds selectin ligands on circulating leucocytes;
leucocytes also express their selectin (L-selectin) which binds ligands on the endothelial cells
(CD34 for example); damaged endothelial cells then produce chemokines (such as MCP-1 or IP-
10) which build up locally on the endothelial surface, bound to proteoglycans; under the influence
of increasing chemokine levels, the leucocyte adhering to the endothelium increase the affinity of
their integrins; these integrins bind their ligands (such as vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1 or intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) on endothelial cells, and tissue migration
of leucocytes ensues. Each leucocyte subset interacts with endothelial cells through specific

integrin-integrin ligand combinations. For instance, the integrin very late-antigen 4 (VLA-4) on
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monocytes binds the ligand VCAM-1 on endothelial cells. In the early moments following
transplantation, IRI up-regulates tissue expression and release in the plasma of several selectins
and integrin ligands, including E-selectin, VCAM-1 and ICAM-1. C5a is involved in the up-
regulation of these molecules *”. We report below the molecules for which there have been the most

therapeutic interest recently.

The induction of the integrin ligand ICAM-1 in allografts has been proposed as an important step
in the development of the immune response leading to rejection. Neutrophils and lymphocytes bind
to endothelial cells and APCs by the interaction between the integrin lymphocyte function-
associated antigen 1 (LFA-1) and ICAM-1 ®. Further damage to endothelial cells resulting from
the neutrophils and T cell infiltration up-regulates the expression of ICAM-1, perpetuating the
inflammation locally ''°. In addition to its role as a CAM, ICAM-1 supports T-cell activation by
acting as costimulatory signals. The agent efalizumab (Raptiva) is a humanized monoclonal
antibody against CD1 1a, the a.-subunit of LFA-1. Efalizumab inhibits the interaction between LFA-
1 and ICAM-1. In line with its mechanism of action, efalizumab increases lymphocyte counts in
circulation by 40% ''®. The initial market for this compound was psoriasis, but it has been tried in
combination with sirolimus in islet transplantation ''’. The drug was voluntarily withdrawn from
the market in 2009, following FDA and European Medicines Agency recommendations, because

of risks of progressive multifocal leucoencephalopathy (PML).

P-selectin is expressed early in the leucocyte recruitment process, mainly because it is pre-formed
and stored by endothelial cells, along with von Willebrand factor (vWF) in cytoplasmic granules
called Weibel-Palade bodies. Reports indicate that ligation of anti-HLA I antibody to aortic
endothelial cells leads to rapid exocytosis of P-selectin and vWF "8 In vitro and in vivo, anti-
HLA I antibodies increase P-selectin externalization and monocyte binding. Blockade of P-selectin
abolished monocyte transmigration to the allograft, but not antibody-mediated endothelial injury
19 Phase II studies testing a fusion protein of P-selectin ligand to prevent kidney delayed graft
function reported no increased adverse event rates in small multicenter cohort '*°. However there

was no impact on DGF.

Similar to cytokines, CAMs offer a great opportunity for therapeutic interventions. The major
limitation remains the ubiquitous nature of these molecules within the tissues, which increases the
risk of serious adverse events, such as progressive multifocal leucoencephalopathy (PML).

Although safe in autoimmune disease, targeting CAM found on all circulating leucocytes may
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prove to be an impossible task in transplant recipients, already under heavy maintenance
immunosuppression. One option may be to target the molecules expressed in the tissue, for instance
integrin ligands. Such a strategy, coupled with a close monitoring of polyomavirus serum load (as

now routinely done for BK and JC virus in many transplant centers) may be safe in the future.

Expert commentary

The current immunosuppression achieved great success in reducing short-term allograft rejection,
but seems powerless once chronic rejection develops. Moreover, the high burden of anti-
lymphocyte immunosuppression resulted in emergence of new viral infections and increases the
risk of cancer several fold. The use of corticosteroids in many centers contributes to an excess of

cardiovascular morbidity in transplant recipients.

The accumulating evidence that inflammation and innate immunity are essential in graft rejection
leads us to rethink our immunosuppression strategies. Although most of the data comes from animal
models, they are robust and suggest that we could maybe trade some of our antilymphocyte
immunosuppressive load for some anti-inflammatory immunosuppression. The use of anti-cytokine
agents, more specific than corticosteroids, may achieve this goal while minimizing the metabolic

side effects.

There is no doubt that the relative success of the current protocols makes both patients and
physicians reluctant to try drastic immunosuppressive changes. Therefore, innovative protocols are
hard to test and would be even harder to translate into routine practice. However, we must bear in
mind that the current protocols are plagued with premature graft loss and severe adverse effects.
We and others have demonstrated how dismal is the prognosis of patients with chronic rejection,
even those with incomplete criteria for diagnosis '™ '?'. As a community, we need to better assess
which clinical, biological and histological parameters best predict premature graft failure in patients
with apparent stable graft function. Simultaneously, we need to develop reliable tools to monitor
the immune status and determine what component of the immune system is actively damaging the
kidney in a given patient, be it a highly reactive donor-specific antibody, chronic T cell activation

or continuous subclinical inflammation due to innate immunity activation.
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5-year view

Within 5 years, the transplant community should have made significant progress in establishing
which of our biological, histological and molecular markers best identify patients in the rejection
versus non-rejection, and even tolerance state. This is the key to then target the right study
population for new immunosuppressive trials.

Several components of the innate immunity are promising targets for therapeutic interventions.
Among cellular therapies, the passive transfer of Mregs showed good feasibility and safety results.
However, the sustainability of a cellular therapy in the long run, particularly the regular need for
cells, will remain a challenge. Intense efforts will be put to define the exact role of anti-complement
therapies in rejection. Their good tolerability in the non-transplant setting makes them strong
candidates in the transplant physician armamentarium. However, their long-term safety in
combination with maintenance immunosuppression and their high cost will have to be addressed.
Finally, anti-cytokine agents have only modestly penetrated the transplant market, despite initial
enthusiasm. An improvement in our knowledge of the precise role of inflammation and monocytes
in rejection may make them an interesting option to personalize immunosuppression and reduce

anti-lymphocyte therapies in selected patients.

Key issues

e Innate immunity shapes the activation of adaptive immunity.

e Experimental studies reveal that every component of the innate immunity is involved in
transplant rejection; however some of them seem to have a dispensable role, notably NK
cells and neutrophils.

o Pilot clinical trials show that manipulating macrophages ex vivo to produce regulatory
macrophages (Mregs) and re-injecting the cells to patients is feasible and potentially
prevents rejection.

e Recognition of allogeneic non-self by monocytes have been demonstrated in mice,
challenging the concept that innate immunity only activates upon the release of non-
specific danger molecules.

e Proteins of the complement are the target of intense investigation to determine their role
in rejection. Preliminary data using anti-C5 monoclonal antibodies suggest that they may
prevent humoral rejection, but more robust data are needed.

e Anti-cytokine therapeutics are used in islet transplant with success, however such
therapies have found little use in other organs so far. Experimental and observational
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mechanistic data in patients suggest that they may be a potential target for new
immunosuppressive strategies.

Agents targeting cell adhesion molecules or their ligands have been tested in the
transplant and in the autoimmune setting, with some success. However, their ubiquitous
nature in the cells increases the risk of serious adverse effects, such as progressive
multifocal leucoencephalopathy, that occurred with anti-LFA-1 agent.

Similarly, TLRs are an interesting therapeutic target. Genotyping studies revealed
associations between specific polymorphisms of TLR4 in patients and decreased rate of
acute rejection. However, TLR therapeutics raise big challenges in terms of specificity of

action, and potential side effects as well.
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Table 1. Current and potential therapeutic applications targeting components of the
innate immune system
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Innate immune responses involved in allograft rejection. Potential
therapeutic targets are presented in grey boxes. Mregs, regulatory macrophages.
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