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> Dans les pays industrialisés, au cours des der-
nieres décennies, I'incidence du diabéte auto-
immun insulinodépendant, ou diabete de type
1, s’est accrue de maniere importante, comme
d’ailleurs celle de la plupart des maladies auto-
immunes. Le traitement conventionnel du dia-
bete de type 1 est palliatif, reposant sur I'ad-
ministration chronique d’insuline exogene. Ce
traitement présente de nombreux inconvénients :
nécessité de recourir a des injections multiples,
risque d’hypoglycémie et, surtout, une incapacité
a prévenir completement la survenue des com-
plications dégénératives. Ces problemes expli-
quent I'attention croissante portée aux nouvelles
stratégies d’immuno-intervention utilisant des
produits biologiques tels que les anticorps mono-
clonaux anti-CD3. Ces outils sont en mesure de
«reprogrammer » le systéeme immunitaire afin
de restaurer la tolérance vis-a-vis des auto-
antigénes des cellules 3 pancréatiques. Le trai-
tement par anticorps anti-CD3, dont I'efficacité
a initialement été démontrée chez la souris, a
réecemment fait 'objet d’études cliniques qui
ont fourni des résultats tres encourageants. Les
anticorps anti-CD3 pourraient représenter une
nouvelle catégorie de médicaments permet-
tant de controler a long terme des réactions
auto-immunes pathogénes, tout en préservant la
capacité de I’hote a réagir vis-a-vis d’antigenes
exogenes. <
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n’induit pas de réponse immunitaire et, de surcroft,
produit un état réfractaire qui empéchera I'individu de
développer une réponse immunitaire contre ce méme
antigéne si celui-ci lui est ultérieurement présenté de
maniére immunogene. De fagon remarquable, cet état
réfractaire, que I’on peut en quelque sorte assimiler a
une paralysie immunitaire, est spécifique de I’antigéne
en question. On le définit comme un état de tolérance
immunitaire, et "antigéne qui I'induit est dénommé le
«tolérogene ».

De multiples conditions peuvent favoriser I'induction d’une
tolérance plutot que d’une réponse immunitaire. U'dge du
receveur, et plus généralement son niveau d’'immunocompé-
tence, sont des éléments déterminants. Les souris nouveau-
nés, dont le systéme immunitaire est encore immature, sont
particulierement sensibles a I'induction de la tolérance.
Cest d’ailleurs dans ce contexte que Peter Medawar réalisa,
dans les années 1950, les expériences qui lui valurent le

Uintroduction d’une molécule étrangére (I’antigéne)
dans I'organisme induit habituellement une réponse
immunitaire a la fois cellulaire et humorale pour
peu que la molécule ait une taille et une diversité
conformationnelle suffisantes. Il est des situations,
néanmoins, ou Iadministration d’un antigéne dans
certaines conditions, sur lesquelles nous reviendrons,
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Prix Nobel. Uadministration a des souriceaux nouveau-nés
de cellules allogéniques (exprimant des antigénes d’histo-
compatibilité distincts de ceux de I'hdte), en I'absence de
tout autre traitement immunosuppresseur, induit un état
de tolérance qui se manifeste par le fait que ces souris, une
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fois adultes, ne rejettent pas les allogreffes de peau provenant de donneurs
totalement identiques (ou histocompatibles) avec le donneur des cellules
injectées a la naissance [1, 2]. Ces observations pionniéres ont été suivies
par de nombreux travaux visant a recréer, chez I'individu adulte, un statut
immunitaire propice, comme celui du nouveau-né, a I'établissement d’une
tolérance immunitaire. Il s’est avéré qu’une administration de courte durée
de certains immunosuppresseurs, en particulier de nature biologique, tels
que des anticorps dirigés contre certains récepteurs des cellules lymphocy-
taires T, peut favoriser I'induction de tolérance.

D’autres éléments sont impliqués dans I'induction d’une tolérance:
la forme physicochimique de I’antigéne (I’élimination des agrégats
dans une préparation d’immunoglobulines hétérologues, notamment,
oriente la réponse immunitaire vers la tolérance [3]), la voie d’ad-
ministration (la tolérance obtenue est meilleure par voie intravei-
neuse que par voie sous-cutanée), I’absence d’adjuvant (qui favorise
la tolérance) et, enfin, la dose administrée (de facon générale, la
tolérance dans les modeles expérimentaux est d’autant plus aisée a
induire et durable que la dose d’antigéne est élevée).

Pour affirmer I’existence d’une tolérance, il faut montrer que la paralysie
immunitaire est bien spécifique du tolérogene, I'individu restant norma-
lement répondeur vis-a-vis de tout autre antigene exogene. Cela n’est
pas toujours techniquement facile, voire possible, en particulier lorsque
la structure moléculaire du (ou des) tolérogene(s) n'est pas connue
avec précision, comme c’est le cas de la tolérance immunitaire induite
vis-a-vis de cellules allogéniques ou de greffes d’organe. On parlera
alors de tolérance « opérationnelle », un individu présentant un état de
tolérance opérationnelle vis-a-vis d’une allogreffe lorsque I’on constate
une absence de toute réponse pathogéne vis-a-vis de I'organe greffé
apres un traitement de durée limitée, et en "absence d’une dépression
globale des réponses immunitaires a long terme, telle que I'induit I'ad-
ministration chronique d’immunosuppresseurs.

La tolérance au soi et sa rupture :
I’origine des maladies auto-immunes

Le systeme immunitaire ne développe normalement pas de réaction agres-
sive vis-a-vis des tissus de I’h6te qui I’héberge : c’est ce qu'il est convenu
d’appeler la tolérance immunitaire physiologique. Néanmoins, tout sujet
sain, indemne de pathologie auto-immune, héberge des lymphocytes
autoréactifs dirigés contre divers autoantigenes, ou antigenes du « soi ».
Uexistence de ces lymphocytes autoréactifs est attestée par la présence
d’auto-anticorps naturels et par la possibilité expérimentale d’induire
des lignées ou des clones de lymphocytes T autoréactifs a partir de sang
humain normal, ou méme de provoquer une maladie auto-immune par
I’administration d’autoantigenes a des animaux normaux, n’ayant pas
de prédisposition particuliere a développer une pathologie auto-immune
spontanée. 'absence de maladies auto-immunes malgré la présence de
lymphocytes B et T autoréactifs est un paradoxe central de I'immunologie,
dont les mécanismes sont d’autant plus importants a analyser que c’est
la rupture de cette tolérance au soi qui est responsable de I’émergence
des maladies auto-immunes. Plusieurs mécanismes, non mutuellement
exclusifs, ont été proposés.
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Les lymphocytes autoréactifs les plus dangereux, car por-
teurs de récepteurs de trés haute affinité pour les autoan-
tigenes, sont en regle générale détruits dans les organes
lymphoides centraux ol ils sont produits (le thymus pour
les lymphocytes T, la moelle osseuse pour les lymphocytes
B). Ce phénomene de sélection «négative », qui implique
une mort cellulaire par apoptose des lymphocytes auto-
réactifs concernés, est responsable de la « tolérance cen-
trale ». Le filtre de la sélection négative qui concerne les
autoantigénes spécialement représentés dans le thymus et
la moelle osseuse est cependant loin d’étre parfait, puis-
que 'on retrouve des lymphocytes autoréactifs a la péri-
phérie. Il existe des mécanismes, que Ion regroupe sous
la dénomination de mécanismes de « tolérance périphéri-
que », qui permettent de contrdler le potentiel pathogene
des effecteurs autoréactifs ayant échappé a la sélection
négative. Cet article est consacré plus particulierement
aux mécanismes de tolérance périphérique touchant les
lymphocytes T, tout en sachant que des phénomenes iden-
tiques sont opérationnels pour les lymphocytes B.

Les cellules T autoréactives peuvent ne pas «reconnaitre »
les cellules présentant les autoantigénes, dont elles portent
les récepteurs spécifiques, par un phénomene dit « d’indif-
férence immunitaire ». Cette indifférence est probablement
due, au moins en partie, au fait que la plupart des cellules
de I'organisme qui portent les autoantigénes ne les « pré-
sentent» pas de maniére adéquate, ou « professionnelle »,
aux cellules immunitaires. €n effet, seules les cellules pro-
fessionnelles de la présentation de I'antigene, c’est-a-dire
les cellules dendritiques, sont en mesure d’apporter aux
lymphocytes T ’ensemble des signaux indispensables a leur
activation. Ainsi, un état d’indifférence peut étre rompu
lorsque I'autoantigéne est présenté aux lymphocytes T d’une
fagon anormale, notamment lorsque les cellules cibles sont
localisées au sein d’un site inflammatoire, par exemple
induit par une infection virale.

Mais comment expliquer que la seule thymectomie réalisée
chez une souris normale dans les jours suivant sa naissance
induise un syndrome poly-auto-immun [4] ? Il est apparu
que cette thymectomie précoce prévient la dissémination a
la périphérie d’une catégorie fonctionnelle particuliére de
lymphocytes T, aux propriétés régulatrices qui contrélent
I'autoréactivité physiologique. U'auto-immunité peut donc
découler d’un défaut ou d’un débordement de mécanismes
d’immunorégulation qui modulent 'intensité des réponses
immunitaires. Lexistence d’une telle immunorégulation est
désormais bien prouvée. Elle fait intervenir les cellules T
caractérisées par I'expression du marqueur CD25 (la chaine
o du récepteur de I'interleukine-2), souvent appelées Treg,
et qui sont d’origine thymique : ce sont ces cellules dont il
était question, ci-dessus, dans le cas de la thymectomie.
Il existe également une pléiade d’autres cellules T régu-



latrices telles que les cellules Th2 (productrices d’IL-4 et
d’IL-10), les cellules exprimant la L-sélectine (CD62L"), les
cellules Trl (productrices d’IL-10 et de TGFf (transforming
growth factor 3), les cellules Th3 (productrices de TGF]3),
les cellules T YO et, enfin, les lymphocytes invariants NKT
(natural killer T cell) [5, 6].

Quel que soit le mécanisme sous-jacent a I’éclosion de
la réponse auto-immune pathogene, rupture de I'indiffé-
rence immunitaire ou défaillance de I'immunorégulation,
la question est de savoir si la restauration de la tolérance
au soi ne pourrait pas contribuer favorablement au trai-
tement des maladies auto-immunes en tant qu’approche
thérapeutique. Cela éviterait le recours aux médicaments
immunosuppresseurs conventionnels, non spécifiques de
I'antigene, avec leur cortege d’effets secondaires directs
(comme la néphrotoxicité de la ciclosporine ou la myélo-
toxicité et la carcinogénicité du cyclophosphamide) ou
liés a la «surimmunosuppression » engendrée par leur
administration chronique, et conduisant a une incidence
augmentée d’infections et de tumeurs (souvent des lym-
phomes liés a des réactivations virales mal controlées,
lymphomes induits par le virus d’Epstein Barr).

Dans le cas du diabete insulinodépendant, ou diabete de
type 1, deux stratégies sont en cours de développement
clinique dans ce but. La premiére consiste en I"admi-
nistration des autoantigénes cibles sous forme «tolé-
rogene ». La seconde repose sur I'utilisation d’anticorps
monoclonaux anti-cellules T, et plus particulierement
celle d’anticorps dirigés contre la molécule CD3.

Les tentatives de restauration de la tolérance
par ’administration d’autoantigénes solubles

Le diabete insulinodépendant résulte de la destruction
sélective des cellules B des flots de Langerhans, pro-
ductrices d’insuline, par des lymphocytes T autoréactifs
CD4* et CD8* [7]. Notre connaissance actuelle des
mécanismes physiopathologiques de la maladie a gran-
dement bénéficié de I’étude de modeles animaux tels
que la souris NOD (non obese diabetic) qui développe
spontanément un diabete auto-immun.
U'administration de certains antigénes présents dans les
cellules B des Tlots de Langerhans, tels que insuline, la
décarboxylase de I'acide glutamique (GAD) ou la protéine
de choc thermique hsp60, induit chez la jeune souris NOD
un état de tolérance qui prévient "apparition du diabéte,
habituellement observée entre 3 & 9 mois d’dge [8-11].
Cette tolérance fait intervenir, pour I’essentiel, la diffé-
renciation de cellules Th2, spécifiques de I'autoantigene
administré, productrices d’IL-4 et d’IL-10 [10, 12].

Cette stratégie est logique. Elle a I'avantage thérapeuti-
que d’étre dispensée de toxicité, notamment du risque de
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surimmunosuppression, méme si certains résultats (rapportés au cours
d’essais effectués dans la sclérose en plaques) ont indiqué la survenue
d’épisodes d’anaphylaxie, voire d’aggravation de la maladie plutdot que
Peffet curatif espéré [13].

€n tout état de cause, méme si les études de phase I/1l menées dans cet
esprit avaient suggéré des tendances encourageantes [14-17], aucun
des essais cliniques contr6lés engagés par la suite n’a donné de résul-
tats probants [13, 18-201, exception faite d’un essai utilisant le peptide
p277, issu de la protéine de choc thermique hsp 60, chez des patients
présentant un diabéte de type 1 de diagnostic récent; les résultats de
cet essai doivent cependant étre confirmés [21]. De fait, qu’il s’agisse
de la voie orale, pourtant tres prometteuse dans les modeles expéri-
mentaux de peptides modifiés (APL, altered peptide ligand [22]) pour
réduire leur immunogénicité, des fragments peptidiques des autoanti-
genes ou de la molécule entiére, les résultats obtenus dans le diabéte de
type 1, mais aussi dans d’autres pathologies auto-immunes telles que la
sclérose en plaques ou les uvéites, se sont révélés pour I'instant négatifs,
ou peu concluants. Cette déception peut trouver plusieurs explications :
traitement de malades a un stade trop avancé de la maladie, doses
d’autoantigéne administré insuffisantes (surtout par rapport & celles
utilisées chez la souris). Des essais sont toujours en cours, notamment
dans le diabete, qui tentent de surmonter ces difficultés.

Leffet surprenant des anticorps anti-CD3
chez la souris NOD présentant un diabéte déclaré

Dans le prolongement des expériences réalisées en immunité de trans-
plantation avec les anticorps monoclonaux anti-T mentionnés plus haut,
il était tentant de restaurer la tolérance au soi dans les maladies auto-
immunes avec I'un des plus puissants de ces anticorps, I’anticorps anti-
CD3. La molécule CD3 est en fait un complexe moléculaire étroitement
associé au récepteur des cellules T pour la reconnaissance de I'antigéne,
dont il représente I’élément de transduction du signal, délivré lors de la
reconnaissance du peptide antigénique présenté par la molécule d’histo-
compatibilité a la surface de la cellule présentatrice de I'antigéne [23].
De maniére intéressante, I’administration isolée d’anticorps anti-CD3 a de
jeunes souris NOD, a I’dge ou les autoantigénes solubles sont protecteurs,
ne prévient pas la survenue du diabéte [24]. €n revanche, et de fagon
totalement surprenante, un traitement de courte durée (seulement cing
jours) de souris NOD récemment devenues diabétiques induit une rémission
compléte et définitive de la maladie [25]. La rémission est déclenchée par
la disparition de Iinfiltrat de cellules T des flots (ou insulite), une dispari-
tion toutefois transitoire, qui n’est donc pas impliquée dans I'effet théra-
peutique a long terme. Dés 2 semaines apres la fin du traitement, I'insulite
récidive mais sous forme d’un infiltrat périphérique qui n’envahit pas les
flots et ne détruit pas les cellules B résiduelles [25, 26]. Leffet théra-
peutique initial est relayé par la différenciation de cellules T régulatrices,
dont nous avons montré qu’elles dépendaient étroitement de la production
du TGF B [26, 27]. Lanticorps induit bien un état de tolérance (au moins
opérationnelle), puisque les lymphocytes T des souris protégées du diabéte
ne répondent pas de maniere pathogéne vis-a-vis des antigenes d’ilots,
tandis qu’elles récupérent une capacité absolument normale de rejeter
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des greffes de peau allogéniques [25]. Cette tolérance est bien « active »,
c’est-a-dire dépendante de cellules T régulatrices, puisqu’elle est abrogée
par I'administration de cyclophosphamide [24, 26], un agent alkylant
connu pour son effet sélectif sur les lymphocytes T régulateurs [28, 29].
Uinduction d’un tel état de tolérance par I'administration d’un anticorps
sans spécificité pour les autoantigénes des cellules 3 peut surprendre.
Sans doute I"anticorps agit-il sélectivement sur les cellules T activées qui
prédominent dans les lots chez ces souris, ce qui lui conféere sa spécificité.
Cette interprétation explique aussi I"absence d’efficacité de I'anticorps
chez les jeunes souris, dont les cellules T infiltrant les Tlots sont peu ou pas
activées (a ce stade, Iinsulite n’est pas invasive ni destructrice).

Les anticorps anti-CD3 ont été largement utilisés chez ’homme dans les
années 1980 pour le traitement et la prévention du rejet d’allogreffes d’or-
ganes, sous la forme de '0KT3 [30, 31]. U'efficacité en avait été remarqua-
ble, mais I'activation des cellules T et la libération massive de cytokines
qui en découlait avaient limité son utilisation et empéché son application
aux affections auto-immunes [26, 32, 33]. Les résultats décrits ci-dessus
obtenus chez la souris NOD, qui ont été reproduits dans d’autres modéles
expérimentaux tels que 'encéphalomyélite allergique expérimentale [34]
et la colite inflammatoire [35], ont constitué le rationnel préclinique pour
étendre I'application des anticorps anti-CD3 a Iauto-immunité. Cela a
par ailleurs été rendu possible par la disponibilité d’anticorps anti-CD3
humanisés par génie génétique, et présentant des mutations dans leur
fragment Fc (la partie constante des anticorps) empéchant leur fixation
aux macrophages, une étape indispensable a I’expression de leurs proprié-
tés d’activation [26, 36, 37]. Ces anticorps anti-CD3 humanisés sont donc
beaucoup moins activateurs que I’OKT3, et de ce fait bien tolérés en clini-
que [38, 39]. Le champ était ainsi ouvert pour Putilisation des anticorps
anti-CD3 dans les maladies auto-immunes chez I’homme. C’est ce qui a
été réalisé avec succes dans le diabéte de type 1.

Les anticorps anti-CD3J induisent
une rémission durable du diabéte humain établi

Les résultats d’une étude de phase | utilisant 'anticorps OKT3yl Ala-Ala
chez 12 patients traités et 12 sujets contrdles non traités [40] ont confirmé
la bonne tolérance du produit, tout en suggérant la présence d’un effet
thérapeutique favorable un an apreés le traitement [40]. Cette tendance
a été confirmée par le suivi a deux ans d’un nombre plus important de
patients [41]. €n collaboration avec des cliniciens et des biologistes belges,
allemands et anglais, nous avons conduit une étude de phase Il contrdlée,
randomisée contre placebo, incluant un total de 80 patients et utilisant un
autre anticorps humanisé, ChAglyCD3 [42]. Uanticorps ou le placebo ont été
administrés pendant 6 jours consécutifs (8 mg/jour). Le traitement préserva
trés efficacement la production d’insuline endogene (mesurée par le taux de
peptide C aprés stimulation par du glucose intraveineux) 6, 12 et méme 18
mois apres le traitement. Une diminution significative des doses d’insuline
exogene a également été observée [42]. De maniére remarquable, a 18 mois,
75 % des patients traités par I'anticorps qui présentaient au début du trai-
tement une masse de cellules [3 plus importante montraient des besoins en
insuline inférieurs ou égaux a 0,25 U/kg/jour, ce qui est une dose proche de
Pinsulino-indépendance [42].
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Concernant les effets secondaires, nous avons observé
une libération de cytokines modérée, survenant apres les
premiéres injections et provoquant des symptomes limités.
€n deuxieme lieu, les patients ont montré, deux a trois
semaines apres le traitement, une réactivation transitoire
du virus d’€pstein-Barr (EBV), accompagnée de signes cli-
niques passagers de mononucléose infectieuse. La réaction
s'est éteinte en 2 a 3 semaines, avec le retour a la normale
des copies d’€BV (devenues indétectables) du fait de 'ap-
parition d’une réponse immunitaire humorale et cellulaire,
spécifique de I'€BV, efficace [42]. Cette réponse anti-EBV
est, pour des raisons évidentes, trés importante du point de
vue de la bonne tolérance de I'anticorps. Elle atteste, par
ailleurs, d’une situation proche de celle observée chez la
souris, ou I"anticorps anti-CD3 semble induire un effet spé-
cifique des autoantigenes d’flots, puisqu’un effet durable est
observé sur le diabete, la maladie auto-immune, alors que
les patients sont répondeurs, tres rapidement apres la fin du
traitement, vis-a-vis d’autres antigénes tels que I'EBV.

Conclusions

La possibilité qu’offrent les anticorps anti-CD3 de
restaurer la tolérance vis-a-vis des antigénes du soi
représente une étape importante du développement
de I'immunothérapie des maladies auto-immunes, qui
ouvre de trés nombreuses perspectives.

Au niveau pharmacologique, la recherche sur les anticorps
anti-CD3 va probablement susciter un intérét croissant
pour le développement d’agents permettant d’augmenter
le nombre ou de stimuler la capacité fonctionnelle de
cellules T régulatrices. Les données expérimentales indi-
quent clairement que les anticorps anti-CD3 suscitent
un effet thérapeutique qui est spécifique de I’antigene
par leur capacité a stimuler sélectivement des cellules T
régulatrices capables de contrdler localement, au niveau
de 'organe cible, les effecteurs pathogenes.

Du point de vue thérapeutique, les anticorps anti-CD3
pourraient permettre a I'avenir de réduire I’administration
chronique d’immunosuppresseurs chimiques, qui constituent
encore le traitement de base de nombreuses pathologies
auto-immunes. Dans ce contexte, les résultats spectaculai-
res obtenus dans le traitement du diabete insulino-dépen-
dant de diagnostic récent sont extrémement encourageants.
Ces résultats peuvent certainement étre encore améliorés en
étant plus strict sur la sélection des patients et, peut-étre,
en tirant partie d’associations thérapeutiques (notamment
avec des autoantigénes solubles).

Enfin, au vu des résultats expérimentaux disponibles,
P'utilisation des anticorps anti-CD3 pourrait s’étendre
rapidement a d’autres indications en auto-immunité,
ainsi qu’en transplantation. ¢
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