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Introduction

Avant propos

Les réponses immunitaires servent a protéger 1’organisme de tout agent potentiellement
pathogéne pour lui. L’organisme a mis en place un syst¢tme de défenses dont 1’étape
initiale consiste a déterminer ce qui est potentiellement pathogéne de ce qui ne I’est pas.
Pour cela le systéme immunitaire est basé sur un paradigme qui consiste a s’attaquer a
tout ce qu’il reconnait comme étranger (non soi) et a tolérer tout ce qu’il reconnait
comme faisant partie du soi. Ainsi le systeme immunitaire protége 1’organisme des
infections et de certains cancers. Mais il arrive que le systtme immunitaire ne contrdle
plus les réactions de défenses qu’il a lui-méme mises en place. Ces dysfonctionnements
sont a l’origine de pathologies comme les maladies inflammatoires, les maladies
allergiques ou bien les maladies auto-immunes.

Le systtme immunitaire peut étre divisé en deux phases: une réponse immunitaire
archaique qui confére une immunité innée, et une réponse immunitaire d’apparition plus
récente qui confére une immunité adaptative. Les cellules effectrices de I’'immunité innée
possédent des récepteurs pour des structures conservées par de nombreux micro-
organismes, qui leur permettent d’interagir avec les pathogénes et de les détruire. Ces
cellules sont immédiatement mobilisables et fonctionnelles. Le systéme immunitaire
adaptatif est caractérisé par des cellules effectrices spécialisées possedant des récepteurs
dont la spécificité, beaucoup plus fine, leur permet de reconnaitre les antigenes sous
différentes formes. Ce sont les lymphocytes. L’immunité adaptative est elle-méme
subdivisée en deux sous-ensembles : I’immunité cellulaire et I’'immunité humorale, ayant
pour cellules effectrices respectives les lymphocytes T et les lymphocytes B. La réponse
immunitaire adaptative est plus lente a intervenir que la réponse innée. Les cellules
dendritiques sont au carrefour de ces deux réponses. Elles se situent partout dans
I’organisme au niveau de la peau et des muqueuses, ou elles agissent comme des
sentinelles, captent les antigenes, les dégradent et les présentent aux lymphocytes T sous
forme de peptides, associés a leurs molécules d’histocompatibilité. Cette étape déclenche
la mise en place de la réponse adaptative au cours de laquelle les lymphocytes T et B
cooperent pour ¢liminer I’antigéne reconnu comme étranger. Suite a une réponse
primaire, une mémoire immunologique se met en place, qui permet lors d’une réinfection

par le méme antigéne une réponse adaptative plus rapide et plus efficace.
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Les cellules dendritiques

Définition

Les premiéres cellules de type dendritique ont été découvertes par Langerhans en 1868.
Langerhans décrit alors des terminaisons dites nerveuses dépourvues d’attaches avec les
kératinocytes, situées dans la couche de I'épiderme de Malpighi, et connues depuis sous
le nom de cellules de Langerhans. Ce n'est qu'en 1973 que Ralph Steinman et Zanvil
Cohn travaillant sur des cellules dites « accessoires », dont la présence était nécessaire
pour obtenir une réponse primaire spécifique d’un antigéne par des lymphocytes,
caractérisent les cellules dendritiques (Steinman and Cohn 1973). Ces cellules
accessoires posseédent des caractéristiques qui leur sont propres: des propriétés
d’adhérence au verre et au plastique qui permettent de les séparer des autres cellules, de
longs prolongements cytoplasmiques (>10um), une forte mobilité (Steinman 1991). Elles
ont été nommées cellules dendritiques (DC pour « Dendritic Cell ») en raison de leurs
caractéristiques morphologiques (longs prolongements cytoplasmiques ou dendrites). Ce
sont les meilleures cellules présentatrices d'antigenes (CPA) de I'organisme et les
seules cellules présentatrices capables de stimuler les cellules T naives (Banchereau
and Steinman 1998). Les DC sont des cellules complexes qui ne constituent pas une
lignée individualisée. Phénotypiquement il n'existe pas chez I’homme de marqueurs
spécifiqgues communs a toutes les cellules dendritiques. Elles possédent une certaine
versatilité, qui dépend de leur état, de leur microenvironnement cytokiniques, et de leur
localisation dans I'organisme. Il est établi que le systeme des DC comprend de
nombreuses populations possédant différentes fonctions (Banchereau and Steinman
1998). Elles peuvent étre définies au niveau fonctionnel par leur richesse en
molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de type Il et par leur
capacité de phagocytose associée a celle de présentation de I'antigéne permettant
ainsi d'initier la réponse immune adaptative. Chez I’homme les DC sont des cellules
minoritaires puisqu’elles ne représentent pas plus de 1% de I’ensemble des cellules
mononucléées circulantes. Malgré leur faible représentation périphérique, elles jouent un
role central dans Dinitiation des réponses immunitaires contre les antigénes viraux,
bactériens, tumoraux, allogéniques mais aussi dans les mécanismes de tolérance (Ueno,
Klechevsky et al. 2007).
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Classification des Cellules

dendritiques

l.1.a. Ontogenése des DC

Les DC sont continuellement produites dans la moelle osseuse a partir de cellules
souches hématopoiétiques. Aujourd’hui, le modele le plus décrit chez ’homme est celui
selon lequel il existe deux voies principales pour l'ontogenése des DC a partir des cellules
souches hématopoiétiques CD34" (CSH). Une voie qui génére les DC myéloides (mDC)
et I’autre les DC plasmacytoides (pDC). FIt3L apparait clairement comme un facteur
important pour le maintien de I’homéostasie des DC. (Maraskovsky, Brasel et al. 1996 ;
Maraskovsky, Daro et al. 2000 ; Pulendran, Banchereau et al. 2000). Le progéniteur
hématopoiétique commun (qui est aussi celui de toutes les cellules sanguines) se
différencie dans la moelle osseuse en précurseurs lymphoides communs (common
lymphoid progenitor, CLP) et en précurseurs myéloides communs (common myeloid
progenitor, CMP) qui sont respectivement a 1’origine des pDC et des mDC. Les DC
myéloides sont aussi appelées DC conventionnelles. Ces précurseurs migrent via le sang
vers divers tissus ou ils se différencient en DC immatures. La différenciation a partir des
CMP sous I’influence du GM-CSF et de TNFc. passe par 2 précurseurs différents, les
précurseurs CD14" CDl1a’ qui se transforment en cellules de Langerhans et les
précurseurs CD14" CD1a™ qui se différencient en DC immatures (Caux, Massacrier et al.
1997) et deviennent des cellules dendritiques interstitielles. Ces précurseurs peuvent aussi
générer des monocytes CD14" qui sont aussi a l'origine de DC immatures qui, elles-
mémes selon I'environnement, deviennent des DC matures ou bien des macrophages
(Randolph, Beaulieu et al. 1998).

Il faut noter qu’un autre modele de différenciation des DC est proposé. Cet autre modele
qui remet en cause l’existence de 2 voies passant par les CLP et les CMP est bien
documenté chez la souris. Dans ce modele, il semble que les DC proviennent d'une méme
lignée distincte, malgré leur hétérogénéité (Liu and Nussenzweig 2010). Les DC
dériveraient en grande majorite des CMP et elles auraient ainsi une origine myéloide
commune avec les monocytes, les macrophages et les PNN. Dans la moelle osseuse, les

CMP se différencieraient en précurseurs communs aux monocytes, aux macrophages et
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aux DC (macrophage-DC progénitors, MDP), qui a leur tour donnent lieu a des
monocytes ou a des progéniteurs des DC (CDP). Puis, les CDP pourraient se transformer
en pré-DC ou en pDC, mais pas en monocyte. Les prée-DC migreraient de la moelle
osseuse vers les tissus via le sang pour se différencier en sous-ensembles de DC avec des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles qui leur sont propres (figure 1).
Contrairement a ce qui était décrit dans le premier modele, il semblerait que les
monocytes a 1’état quiescents ne puissent pas se transformer en DC. Mais, qu’ils gardent
la plasticité nécessaire pour se différencier en DC dans un contexte inflammatoire (Liu

and Nussenzweig 2010).

Chez I’homme la différenciation des DC reste sujet a controverse et 1’existence d’un

progéniteur commun aux pDC et aux mDC n’est pas encore tranchée.

Figure 1 : Développement des DC chez la souris

-~
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Fll3L(: \,@5 La--—
A : :
Coe @o —_—i, @ e ‘
: : Infig
Qa’lbn
UG
BM Blood Periphery
Commitment Migration Differentiation
Division

Homeostasis control

D’aprés Liu et Nussenzweig (Liu and Nussenzweig 2010).

Cette figure représente le développement des mDC et des pDC a partir d’un progéniteur
commun aux DC (CDP) dans la moelle osseuse, ainsi que la flexibilité des monocytes a se
transformer en DC « inflammatoires » (Tip-DC) dans un environnement inflammatoire.
FIt3L agit comme un important facteur de croissance des DC et comme médiateur clé dans
les interactions DC/Treg.
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I.1.b. Les Cellules dendritiques conventionelles

Les DC peuvent étre separées en DC dites conventionnelles, DC plasmacytoides et DC

inflammatoires (figure 2).

Figure 2 : Sous-groupes de DC in vivo chez I’homme.

Cellules dendritiques conventionelles DC plasmacytoides
- N 4
Epidermal Dermal Blood Blood
Langerhans cells Interstitial DCs Myeloid DCs Plasmacytoid DCs

@)

DC-SIGN (DC-SIGN)

C-type lectin Langerin Mannose Receptor (Mannose Receptor) BOCA-2
CD11c
Srecte  Gom o oot ol
A Faggrs)e(sllla
TLRs 1,2, 3,6, (7), (10) 1 26.37',46 S 16,2(%)3.';'156 1,6,7,9, 10

D’apres Ueno et al. (Ueno, Klechevsky et al. 2007).

Dans la peau, deux types de mDC résident dans deux couches distinctes les cellules de
Langerhans et les cellules dendritiques interstitielles. Le sang contient deux grands types de
DC, les mDC et pDC qui expriment différents groupes de molécules dont les CLR (C-
lectines receptors) et les TLR (Toll-Like Rececptors).

1.1.b.i Les DC tissulaires
a. Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans expriment la molécule CLA (cutaneous lymphocyte
associated protein), un marqueur permettant leur migration vers la peau (Strunk, Egger et
al. 1997). Dans I’épiderme, lieu privilégié pour la surveillance immunologique, elles
forment un réseau particulier de cellules immatures (Romani, Ratzinger et al. 2001).
Aprés activation, elles migrent vers les organes lymphoides. Elles représentent 2 a 4 %
des cellules de I’épiderme et sont caractérisées par une morphologie tres étirée et une

expression spécifique de la lectine langerine (CD207) ainsi que la présence de granules

13



Introduction

de Birbeck (Valladeau, Ravel et al. 2000). Ces granules seraient un compartiment
d’apprétement antigénique, elles disparaissent rapidement lors de la maturation. La
langerine semble impliquée dans la biogenese des granules de Birbeck et dans le trafic
des antigenes extracellulaires sur le CMH de classe | (Valladeau, Duvert-Frances et al.
1999; Verdijk, Dijkman et al. 2005). Ainsi langerine et granules de Birbeck sont liées a la
présentation des complexes CMH/peptide. Les cellules de Langerhans expriment CD1a

qui intervient dans la présentation des antigeénes d’origine lipidiques (Hunger, Sieling et
al. 2004).

b. Les cellules dendritiques interstitielles

Les cellules dendritiques interstitielles (ou dermales) sont des cellules dendritiques
immatures, douées de macropinocytose (Banchereau and Steinman 1998). Les DC
interstitielles sont retrouvées dans le derme et d’autres organes comme les muqueuses des
tractus digestifs, respiratoires et génitaux qui sont également des lieux stratégiques pour
la surveillance et la capture antigénique (Caux, Vanbervliet et al. 1996). Elles colonisent
les tissus par voie hématogene et leur nombre ne dépasse pas 1 % de 1’ensemble des
cellules du tissu. Elles n’expriment pas le CDla mais expriment DC-SIGN (CD209),
CD11b, le facteur Xllla et CD14 (Geijtenbeek, Torensma et al. 2000). La molécule DC-
SIGN se fixe aux molécules ICAM-3 des lyT. Cette interaction spécifique joue un role
important dans I’initiation de la synapse immunologique entre les cellules dendritiques et

les IyT (Steinman, Turley et al. 2000).

I.1.b.ii Les DC résidentes
Des c¢DC sont également retrouvées dans les organes lymphoides. Ce sont les DC
résidentes, c’est a dire qu’elles ne proviennent pas des tissus périphériques mais se
différencient localement a partir d’un progéniteur sanguin. Les DC résidentes sont les
seules cDC retrouvées dans la rate. En effet, celle-ci ne possede pas de systeme de

drainage lymphatique (Villadangos and Heath 2005).

a. Les DC thymiques

Dans le thymus, les DC se localisent dans la zone médullaire (Inaba, Witmer-Pack et al.
1994) et surtout a la jonction cortico-médullaire, elles sont nécessaires a 1’éducation des
thymocytes et ont un réle crucial dans les phénomenes de tolérance centrale (Brocker,

Riedinger et al. 1997). Il existe trois populations distinctes de DC dans le thymus selon
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I’expression de CD11c et CD11b (Wu and Shortman 2005 ; Evans, Cameron et al. 2008).
Le groupe majoritaire est CD11c” et CD123", analogue des pDC circulantes, ces cellules
expriment le CD45RA, de faible niveau de HLA-DR et secrétent de I'IFNo quand elles
sont stimulées (Schmitt, Fohrer et al. 2000). Leur role dans le thymus reste mal compris,
elles pourraient former une protection du thymus contre les infections virales ou bien
avoir un role dans la sélection positive des LyT (Keir, Stoddart et al. 2002). En plus de
cette population, il existe deux populations de cDC résidentes qui expriment CD11c, la
premiére est HLA-DR intermédiaire et CD11c" avec un profil de DC immatures et la 2°™
exprime de fort niveau de CD11c et de HLA-DR. Cette derniére population minoritaire
dans le thymus est localisée dans la zone meédullaire thymique et peut-étre subdivisée en
2 sous-groupes grace a I’expression de CD11b (Bendriss-Vermare, Barthelemy et al.
2001; Vandenabeele, Hochrein et al. 2001).

b. Les DC de la rate

Les DC spléniques sont des cDC résidentes CD11c” avec un phénotype immature, elles
sont présentes dans la zone T périartériolaire, dans la zone B, et dans la zone marginale
(Mcllroy, Troadec et al. 2001). Lors d’infections, des DC matures s’accumulent dans les
zones T (Pack, Trumpfheller et al. 2008 ; Nascimbeni, Perie et al. 2009). Dans la zone
marginale de la rate les DC possédent des récepteurs aux fragments Fc des Ig, CD32 et
CD64. Dans les zones B, les DC ont un phénotype différent des deux autres, elles sont
CD14"™"P" cos cellules seraient plus proches des macrophages (Mcllroy, Troadec et al.
2001).

c. DC des ganglions lymphatiques

Des DC transitent en permanence de maniere constitutive des tissus périphériques vers
les ganglions lymphatiques drainants via la lymphe. Aprés leur migration les cDC se
retrouvent dans les ganglions lymphatiques au niveau des zones T. Ces DC meurent
probablement apres quelques jours, car on ne retrouve pas de DC dans la lymphe
efférente qui contient essentiellement des cellules T naives. Il a été montré que les DC du
derme migrent de préférence prés des follicules B alors que les LC migrent dans les
zones T du paracortex des organes lymphoides (Kissenpfennig, Henri et al. 2005). Cette
différence de migration implique une interaction avec des cellules différentes. Les DC du
derme stimuleraient probablement les lyB (Dubois, Barthelemy et al. 1999) tandis que les

LC stimuleraient les lyT.
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l.1.c. Les cellules dendritiques circulantes

Les DC retrouveées dans le sang représentent environ 1 % des cellules mononucléées. Les
deux sous-populations circulantes, mDC et pDC se distinguent grace a 1’expression
mutuellement exclusive de CD11c et CD123 (récepteur de 1’'IL-3) (Shortman and Liu
2002). Les DC my¢éloides circulantes se caractérisent par 1’expression d’un vaste
répertoire de TLR et la production de diverses cytokines pro-inflammatoires (TNFa, 1L-
8, IL- 6, IL-1B, MIP1a, MIP-1b) et en particulier de I'L-12 (Kadowaki et al., 2001 ; Ito
et al., 2002), cytokine clé de la voie Thl. L’utilisation d’anticorps dirigés contre les
BDCA (blood dendritic cell antigens) a permis de distinguer 3 populations de DC dans le
sang : les pDC (DC BDCA-2" BDCA-4") et deux populations de DC myéloides mDC1
(DC BDCA-1") et mDC2 (DC BDCA3") (Hart 1997 ; Robinson, Patterson et al. 1999;
Dzionek, Fuchs et al. 2000; Lindstedt, Lundberg et al. 2005). Il existe une troisieme
population de mDC qui exprime le CD16 (mDC3). Chague sous-groupe présenterait des
spécialisations fonctionnelles distinctes (MacDonald, Munster et al. 2002; Piccioli,
Tavarini et al. 2007). Dans la population des mDC, les CD16+ et les BDCA1+ sont
majoritaires. Les mDC CD16+ ont une forte activité pro-inflammatoire, alors que les DC
BDCAL (= CD1a) ont une activité plus restreinte chimioattractante (Piccioli, Tavarini et
al. 2007). Les DC BDCA-3" représentent une petite proportion des DC myéloides
circulantes. Cette population de DC BDCA-3" (ou CD141+) semble étre ’équivalent des
DC résidentes CD8o." retrouvées chez la souris. Chez ’homme, des DC BDCA3" sont
retrouvées dans les amygdales, la moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires
(Dzionek, Fuchs et al. 2000). Récemment quatre études publiées dans J.exp.Med. ont
permis de mieux les caractériser. Ces cellules sont douées de propriétés de présentation
croisée et sont de puissantes activatrices de la différenciation des lyT CD8 en cellules
cytotoxiques. Elles représentent une communication importante entre I’immunité innée et
I’immunité adaptative (Bachem, Guttler et al. 2010 ; Crozat, Guiton et al. 2010;
Jongbloed, Kassianos et al. 2010 ; Poulin, Salio et al. 2010). En effet, elles expriment le
récepteur de chemokines XCR-1 dont le ligand XLC-1 est secrété par les cellules NK et
les cellules TCD8. Le mode¢le proposé est celui de I’activation de I’immunité innée via
les cellules NK activées qui secrétent XCL-1 et attirent les DC BDCA-3" capables de
phagocyter les débris cellulaires et de présenter les Ag infectieux sur des molécules du
CMH de classe | (présentation croisée). Ainsi, les DC BDCA-3 activent la différenciation

des LyT CD8 vers la cytotoxicité.
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I.1.d. Les DC inflammatoires

Les DC inflammatoires sont des DC qui se différencient trés rapidement a partir de
progeniteurs immediats ou de monocytes dans les tissus inflammatoires notamment lors
d’infections virales ou bactériennes. Ces cellules sont recrutées via le CCR2 et jouent un
role important dans la réponse innée via la production de TNFo et de monoxyde d’azote
(NO) (Serbina and Pamer 2006). Ces DC sont également capables d’induire la réponse
adaptative aprés migration du tissu inflammatoire vers les ganglions lymphatiques
drainants. Dans ce groupes des DC inflammatoires, on distingue les TIP DC qui
produisent du TNF et du NO, des MoDC dérivees des monocytes (Shortman and Naik
2007).

Fonctions des DC myéloides

l.1.e. La capture antigénique

La capture antigénique est une caractéristique des DC immatures. Apres leur capture par
les DC, les Ag sont internalisés par pinocytose, endocytose dépendante de récepteurs, ou
par phagocytose. La pinocytose est un mécanisme de capture non spécifique permettant
d’internaliser de petites molécules. L’endocytose dépendante de récepteurs permet de
concentrer les Ag. L’endocytose peut dépendre de différents récepteurs comme la
clatherine, les récepteurs aux fragments Fc des Ig (FcyR), les récepteurs du complément,
les scavenger récepteurs ou encore les lectines. La phagocytose, mécanisme clé de la
capture des Ag, permet le nettoyage des débris apoptotiques et, alimente ainsi en Ag la
voie de présentation croisée (Albert, Pearce et al. 1998). La phagocytose est sous la

dépendance de récepteurs PRR (pour « pattern recognition receptor »).

I.1.f. Les récepteurs de reconnaissance des pathogénes

Les PRR sont des récepteurs invariables, ils reconnaissent des motifs moléculaires
spécifiques des agents pathogenes, les PAMPs (pour « Pathogen-Associated Molecular
Patterns ») qui ne sont pas exprimés par les cellules du soi (Janeway 1989; Gordon
2002 ; Akira, Uematsu et al. 2006). Ces récepteurs peuvent reconnaitre des

motifs moléculaires au niveau membranaire ou intracellulaire. Ils sont

17



Introduction

retrouvés a la surface des monocytes, macrophages, des cellules NK, des polynucléaires
neutrophiles et des cellules dendritiques. Contrairement aux récepteurs d’antigéne de
I’immunité adaptative (TCR et BCR), 1’expression des PRR n’est pas clonale. Les
PRR permettent d’initier une réponse immédiate en induisant la phagocytose,
’activation cellulaire et le chimiotactisme. Les PRR sont regroupés en plusieurs
familles comprenant, les CLR (pour « C-type lectin receptor »), les NLR (pour «
NOD-like receptor »), les RIG-like récepteurs (RLR) et la famille la mieux
caractérisée a ce jour les TLR (pour « Toll-like Receptors ») (Kumagai and Akira
2010). Les NLR sont impliqués dans la reconnaissance du peptidoglycan des bactéries
gram+ (Martinon, Mayor et al. 2009). Les RLR font partie des récepteurs
intracytoplasmiques des virus a ARN (Kawai and Akira 2008).

L’implication des TLR dans I’immunité innée a été tout d’abord décrite chez la
drosophile (Hashimoto, Hudson et al. 1988; Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Les TLR
sont des récepteurs membranaires et intracellulaires, chez I’lhomme 10 TLR ont été
identifiés. Ces récepteurs sont des glycoprotéines de membrane de type | qui
possédent une homologie importante dans leur région cytoplasmique. lls sont spécialisés
dans la reconnaissance de PAMP particuliers (Takeda and Akira 2005) (cf. figure 3).
Les TLR sont surtout retrouvés sur les cellules myéloides (monocytes, PNN, cellules
dendritiques). Certaines cellules épithéliales (au niveau de I’intestin et des tubules
rénaux) expriment des TLR et peuvent donc répondre directement en présence d’un
agent pathogéne. La distribution des TLR a la surface des DC est variable. Les cellules
dendritiques myéloides circulantes se caractérisent par I’expression d’un vaste répertoire
de TLR (1,2,3,4,5,6,7,8,10), alors que les pDC ont un répertoire de TLR plus limité
(Jarrossay, Napolitani et al. 2001). Les TLR sont responsables de la production de
cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires et de la maturation des cellules
dendritique. Les cytokines qui sont produites par les DC lors de 1’activation par les TLR

sont responsables de 1’orientation de la réponse T spécifique.
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Figure 3 : Les récepteurs Toll et leurs ligands
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D’aprés Takeda et al. (Takeda and Akira 2005).
Les membres de la famille des TLR reconnaissent des motifs spécifiques de composants

microbiens :

TLR2 reconnait des lipoprotéines de pathogénes.

TLR1 et TLR6 cooperent avec TLR2 afin de discriminer les différences subtiles
entre les triacyl et les diacyl lipopeptides.

TLR4 reconnait le lipopolysaccharide (LPS) des bacilles gram-négatifs.

TLR9 est essentiel dans la reconnaissance de séquences d’ADN richesen motifs
CpG non méthylés qui sont caractéristiques de I’ADN bactérien.

TLR3 est impliqué dans la reconnaissance des ARN doubles brins viraux.

TLR7 et TLR8 sont impliqués dans la reconnaissance des ARN viraux simple brin,
riches en nucléotides G/U.

TLRS5 reconnait la flagelline.

19



Introduction

I.1.g. Présentation antigénique

La reconnaissance d’un signal associé a I’Ag (qui est les plus souvent un ligand de TLR)
par les DC induit leur maturation. Cette maturation s’accompagne de changements
phénotypiques et fonctionnels majeurs transformant de fagon coordonnée et séquentielle
une cellule capturant 1’antigéne en une cellule présentant ’antigéne. La maturation est
intimement liée a la migration des DC des tissus vers les organes lymphoides. Au cours
de cette étape, elles synthétisent en abondance des molécules du CMH, ainsi que des
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al.
1997). D’autres molécules, comme le récepteur de chimiokines CCR7 et la L-selectine
CD62L sont aussi régulées positivement lors de cette étape. CD62L et CCR7 sont des
molécules d’adhésions qui ont pour role d’orienter la migration des cellules dendritiques
dans les zones T des organes lymphoides secondaires via les vaisseaux lymphatiques
(Forster, Schubel et al. 1999 ; Gunn 2003). Ce passage s’cffectue au niveau d'un
endothélium spécialise, cuboide, des veinules post-capillaire (HEV pour «high
endothelial venules »). Les HEV existent dans tous les organes lymphoides secondaires a
I'exception de la rate, ou le passage des lymphocytes se fait au niveau des sinus
marginaux médullaires. C’est en effet dans les organes lymphoides secondaires que les
DC présentent les peptides antigéniques apprétés sur les molécules du CMH de classe | et
Il aux cellules T naives. Cette présentation aboutit a la mise en place de la réponse
immunitaire spécifique. L’activation spécifique des cellules T naives est une
caractéristique majeure et spécifique des DC (Banchereau and Steinman 1998). En plus
des DC, il existe 2 autres types de cellules capables de présenter les antigénes : les
macrophages et les lymphocytes B qui ont pour principale fonction d’éliminer les
pathogenes et de produire des immunoglobulines respectivement. Il existe aussi des
mécanismes de présentation dite croisée dans lesquels un Ag exogéne peut étre présenté
par les molécules de classe | apres endocytose (Vyas, Van der Veen et al. 2008).

En plus de I’activation spécifique des cellules T, les DC sont aussi capables d’entrainer
une tolérance périphérique. Plusieurs mécanismes ont été décrits. Le premier impliquerait
une population de DC dite régulatrice (Huang, Platt et al. 2000). Le second est basé sur
une bi-fonctionnalité des DC qui pourraient induire soit une réponse tolérogene soit une
réponse immunitaire. C’est 1’état de maturation ou d’activation des DC et donc,
I’environnement cytokinique qui déterminerait la fonction des DC. Ce modéle fait une

distinction entre DC immatures et matures qui induisent respectivement la tolérance ou
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I’immunité (Steinman, Turley et al. 2000 ; Dhodapkar, Steinman et al. 2001). Les DC
immatures pourraient induire la tolérance en tuant ou en rendant anergiques les cellules T
et en génerant des cellules T régulatrices (Roncarolo, Levings et al. 2001). Cependant il a
aussi été proposé que la tolérance soit induite par des DC dites semi-matures (Albert,

Jegathesan et al. 2001 ; Steinman, Hawiger et al. 2003).

Les DC plasmacytoides

Les pDC sont retrouvées dans les ganglions, le sang, la moelle osseuse et le thymus. Elles
expriment spécifiguement BDCA-2, une lectine de type C, et BDCA-4 ou neuropiline-1
(Dzionek, Fuchs et al. 2000). Initialement ces cellules ont été identifiées dans les zones T
des ganglions, et nommées cellules T plasmacytoides en raison de leur morphologie
(noyau excentré et réticulum endoplasmique trés développé). Puis, la découverte de
I’expression du CMH de classe II et de I’absence d’expression du récepteur T a leur
surface, a conduit a la dénomination de monocytes plasmacytoides (Facchetti, de Wolf-
Peeters et al. 1988). Elles ont ensuite été caractérisées comme une population de DC
immatures CD11c™ ayant une faible capacité stimulatrice des IyT (O'Doherty, Peng et al.
1994). Par la suite, le lien a été établi avec les cellules productrices d’interféron de type I
(Siegal, Kadowaki et al. 1999). Les pDC ont aussi été nommées pré-DC2, pour
précurseurs de DC de type 2, en raison de leur capacité a induire une différentiation Th2
en réponse a certains stimuli (Rissoan, Soumelis et al. 1999). La caractéristique de ces
cellules est de produire de grandes quantités d’IFNa en réponse a une stimulation virale
ou bactérienne (Hubert, Voisine et al. 2004). Récemment Di Pucchio et al. ont montré
que les pDC possédent la capacité de mettre rapidement en place une réponse T CD8
spécifique d’un antigéne viral en apprétant puis en présentant via des molécules du CMH
de classe | les antigénes viraux (Di Pucchio, Chatterjee et al. 2008). Les pDC jouent donc
un role central dans les réponses anti-virales (Dalod, Salazar-Mather et al. 2002). Elles
ont également une importance dans la physiopathologie du lupus érythémateux disséminé
(LED) au cours duquel elles produiraient de fagon excessive de I’IFNa. Les pDC ont un
répertoire de TLR limité (elles expriment surtout les TLR 7, 9 et plus faiblement les TLR
1, 6 et 10), et constitué essentiellement de TLR endosomaux reconnaissant des acides

nucléiques d’origine virale ou bactérienne. Dépourvues de TLR 2, 4, 5, les pDC ont des
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capacités de reconnaissance des composants provenant des parois bactériennes ou
fungiques limitées.

Les pDC peuvent se distinguer en deux groupes en fonction de 1’expression de CD2.
Seules les pDC CD2" qui représentent 20 & 30% de I’ensemble des pDC circulantes
expriment le lysozyme et sont capables de tuer efficacement une cellule cible de maniére
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) dépendante. De plus, elles sécrétent
des niveaux ¢élevés d’IL12, et sont plus efficaces dans le déclenchement de la
prolifération des cellules T naives (Matsui, Connolly et al. 2009). Ces pDC CD2+
seraient la contrepartie des IFN-producing Killer DC (IKDC) identifiées chez la souris.

DC et maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes (MAI) sont des maladies inflammatoires chroniques dues a
une réponse inappropriée vis-a-vis d’un auto-antigéne. Comme pour toute réponse
spécifique, D’initiation d’une réponse lymphocytaire auto-immune nécessite une
présentation antigenique par des DC. Il a été montré que des DC qui présentent des auto-
antigénes sont capables d’induire une réponse auto-immune dans des modéles murins de
cardiomyopathie auto-immune (Eriksson, Ricci et al. 2003) ou de lupus érythémateux
disséminé (LED) (Banchereau, Pascual et al. 2004). Une des étapes clé dans le
déroulement des MAI est un déséquilibre de production de cytokines (Banchereau,
Pascual et al. 2004). Par exemple, le role d’un déséquilibre de production de TNFo dans
la polyarthrite rhumatoide (PR) a ét¢ démontré dans différentes études chez ’homme,
ainsi que dans différents modéles animaux (Feldmann and Maini 2003). La meilleure
preuve du role du TNF dans la PR étant sans doute 1’effet bénéfique des anti-TNF chez
les malades (Feldmann and Maini 2003). La production excessive de TNFa pourrait étre
due a une maturation anormale ou incontr6lée des DC ou a un défaut de tolérance
périphérique. Les DC elles-mémes pouvant représenter la source majeure de
TNFo. Cependant, la MAI pour laquelle le réle des DC a été le mieux caracterisé est le
LED.

Exemple du role des DC dans la physiopathologie du LED :
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Le LED est caractérisé par la présence d’auto-anticorps dirigés contre les acides
nucléiques et les protéines qui y sont associées, la formation de complexes immuns,
directement responsables des lésions rénales associées a cette maladie, ainsi que par
I’inflammation de nombreux organes. L’IFNo joue un role central dans la pathogenése
du LED (Blanco, Palucka et al. 2001). En effet, la plupart des patients présentent des taux
¢levés d’IFNa et de genes induits par I’IFN qui sont corrélés a la gravité de la maladie et
aux quantités d’auto-anticorps anti-nucléaires (Bengtsson, Sturfelt et al. 2000 ; Baechler
et al , 2003 ; Ronnblom, Eloranta et al. 2006 ; Ronnblom and Pascual 2008). L’IFNa a de
nombreuses actions immuno-régulatrices qui peuvent initier ou participer au processus
d’auto-immunité, notamment I’induction de protéines, source importante de production
d’auto-antigénes (Baccala, Kono et al. 2005 ; Theofilopoulos, Baccala et al. 2005). De
plus, le polymorphisme de plusieurs genes codant pour des molécules clés impliquées
dans la production d’IFN est fortement associé au SLE (Sigurdsson, Nordmark et al.
2005). Enfin, dans un essai clinique de phase I, I’administration d’anti-IFNa a montré
une efficacité prometteuse chez les patients atteints de LED (Yao, Richman et al. 2009).
Dans le cas du lupus, il a été montré que les pDC sont capables de reconnaitre des
fragments d’ADN via le TLR 9 et le récepteur pour le fragment Fc des Ig de type II. Les
complexes immuns contenant de I’ADN peuvent donc activer les pDC (Boule, Broughton
et al. 2004). Cependant alors que de nombreux arguments indirects plaident en faveur du
role des pDC dans la surproduction d’IFNa chez les patients lupiques, 1’analyse des DC
circulantes montre que leur nombre est réduit en phase active de la maladie, mais aussi
qu’elles ont in vitro des capacités diminuées pour produire de I’IFN (Blanco, Palucka et
al. 2001). Cet apparent paradoxe est attribué a un phénomene de «désensibilisation» des
pDC suite a leur stimulation persistante in vivo via les TLR. Toutefois, on ne peut exclure
que les techniques de purification des cellules dendritiques circulantes utilisées dans ces
travaux aient pu contribuer a altérer leurs fonctions (Gerrits, Athanassopoulos et al.
2007). L’IFNa. produit par les pDC entraine d’une part 1’activation et la maturation des
mDC qui stimulent les lymphocytes T autoréactifs et d’autre part la différenciation des
lymphocytes B autoréactifs en plasmocytes qui sont a 1’origine de la formation des
complexes immuns (Blanco, Palucka et al. 2001). Un tel réseau d’interactions cellulaires
permet d’entretenir 1’auto-immunité conduisant au caractere chronique du LED. Le
mécanisme responsable de la premicre activation des pDC au contact avec I’ADN du soi

dans le cadre du LED reste a définir. Cependant une étude suggére que la protéine
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nucléaire HMGB1 (Highmobility group box 1) qui est relarguée par les cellules
nécrotiques s’associe aux complexes immuns et se fixe a son récepteur RAGE (receptor
for advanced glycation end-products) conduisant a 1’activation des pDC et constituerait

1I’élément déclencheur dans la rupture de tolérance (Tian, Avalos et al. 2007).

Polarisation de la réponse T

La réponse immunitaire adaptative est caractérisée par la spécificité de la réponse a un
antigene grace a des récepteurs clonaux et par 1’établissement d’une mémoire
immunitaire (Kaech, Hemby et al. 2002). Les principaux acteurs de I’immunité
adaptative sont les 1yT et les lyB qui expriment des récepteurs spécifiques d’un seul
déterminant antigénique donné : le récepteur des cellules T (TCR) ou le récepteur des
cellules B (BCR). Les lymphocytes B reconnaissent directement le déterminant
antigénique a la surface des pathogenes alors que les lymphocytes T reconnaissent les
antigenes lorsqu’ils sont présentés sous forme de peptides associés aux molécules du
CMH (Kourilsky and Claverie 1989). La réponse spécifique des antigénes se met en
place parallelement a la réponse précoce innée indépendante des antigénes. Lors de la
rencontre entre le lymphocyte T et la CPA, la reconnaissance par le TCR d’un complexe
CMH-peptide entraine 1’activation du lymphocyte T. L’engagement du TCR et de
différentes molécules membranaires conduit & une série de modifications moléculaires au
niveau membranaire, cytoplasmique, et nucléolaire qui permettent, au lymphocyte T
d’acquérir ses fonctions effectrices. Ces événements conditionnent la mise en place de la

réponse immunitaire adaptative.

Les lymphocytes T effecteurs

Une fois sortis du thymus ou ils ont acquis le répertoire T et la tolérance au soi
grace aux mécanismes de sélection positive et négative, les IyT matures naifs sont
exportés dans le reste de l'organisme. lls vont y patrouiller, recirculant a travers les
organes lymphoides secondaires via le réseau lymphatique et la circulation sanguine, a la
recherche de leur antigéne. La rencontre avec ce dernier provoque une intense
prolifération donnant lieu a une expansion clonale. Elle aboutit, grace a un mecanisme de

différenciation, a la génération de lymphocytes T effecteurs et de lymphocytes T
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mémoires. Les lymphocytes T effecteurs ont pour mission d'‘éliminer immédiatement
I'antigene et se répartissent en plusieurs sous-populations aux caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles différentes, selon la nature du pathogene qu'ils détectent :

- Les pathogénes qui se multiplient dans le cytosol des cellules (virus essentiellement)

sont détectés par les lymphocytes T CD8*cytolytiques ou CTL (pour « cytotoxic T
lymphocytes »). Ces pathogénes sont pris en charge par la voie de routage des
antigenes de classe | du CMH. Puis, ils sont apprétés par les molécules du CMH de
classe 1, ils sont reconnus par le TCR du CTL de fagon spécifique. CTL, dont la
fonction est de lyser les cellules infectées.

- Les pathogenes qui se multiplient dans les vésicules intra-cellulaires, et ceux qui
proviennent de bactéries ou de toxines extra-cellulaires phagocytées, rejoignent la
voie de routage des antigenes de classe Il du CMH, et sont présentés aux lymphocytes

T CD4%auxiliaires. Ces lyT auxiliaires ou "helper” (Th) ont pour mission de recruter,
d'aider et d’activer les autres cellules immunocompétentes. Les lyTh peuvent
emprunter différentes voies de signalisation selon le pathogéne ou le contexte dans
lequel se fait la présentation antigénique. Cette polarisation de la réponse immune
peut se faire selon 4 profils principaux : les lyT auxiliaires 1 (Thl), les IyT
auxiliaires 2 (Th2), les lyT auxiliaires 17 (Th17) et les cellules T régulatrices
(Treg).

Activation des lymphocytes T

L’interaction moléculaire entre TCR et le CMH-peptide active différentes voies de
signalisation. Ces voies de signalisation ont pour finalité d’activer plusieurs facteurs de
transcription qui décideront de ’orientation de la réponse de la cellule T: prolifération,
différenciation, production de cytokines ou encore mise en place du potentiel
cytotoxique. La génération de lymphocytes T effecteurs actifs nécessite la présence de
trois signaux : la reconnaissance de l'antigéne, un co-signal et I’action de cytokines.

Seules les DC sont capables d’apporter ces 3 signaux de maniere optimale.

o Signal 1 : reconnaissance de I’antigéne
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Dans les organes lymphoides secondaires, la reconnaissance du complexe
CMH/peptide par le TCR constitue le signal 1 de [D’activation du lymphocyte.
L’agrégation lyT-DC est entrainée par de nombreuses molécules d’adhésion de part et
d’autre, telles que CD2/LFA-3 (Leucocytes Function Ag-3), ICAM-1 (Intercellular Cell
Adhesion Molecule-1 ou CD54) et ICAM-2 (CD50)/LFA-1, ICAM-3/DC-SIGN.
L’ensemble de ces interactions stabilise le contact entre la DC et le lyT. Cette zone de
contact cellulaire dans laquelle a lieu la transmission du signal est appelée synapse
immunologique (Norcross, et al 1984). Parallélement, I’engagement des co-récepteurs
CD4 ou CD8 qui se lient respectivement au domaine 32 du CMH de classe Il ou au
domaine a3 du CMH de classe I augmente 1’affinité du TCR pour le complexe CMH-
peptide. Cet engagement potentialise alors 1’activation de la cellule T. En retour, les
lymphocytes T peuvent activer les DC via CD40 ligand (CD40L). La liaison de CD40L a
CD40 conduit & I’augmentation de I’expression des molécules de co-stimulation
CDS80/CDS86 et a la sécrétion de cytokines comme I’IL-1, le TNFa, I'IL-12 et de
chimiokines (Cella, Scheidegger et al. 1996). L’activation compléte du lyT naif nécessite
la synthése de I’IL-2 et I’expression du récepteur de haute affinité a I’'IL-2 (CD25).
L’interaction de 1’IL-2 avec son récepteur permet alors 1I’expansion clonale et la phase

effectrice de la réponse immune.

o Transduction du signal
Lorsque le TCR reconnait I'antigéne présenté par les molécules du CMH, cela provoque
I’agrégation des domaines extra-cellulaires et des portions intra-cytoplasmiques des sous-
unités de signalisation qui leur sont associées. 1l y a alors transmission des signaux de
I'extérieur vers l'intérieur de la cellule T. L'engagement du TCR par I'antigene donne lieu
a une importante diversité de réponses, qui conduisent soit a la prolifération et a la
différenciation cellulaire, soit a I’anergie lymphocytaire, soit enfin a la mort cellulaire par
apoptose (AICD pour « activation induced cell death »). Cet engagement entraine la
transformation d’un signal mécanique, en un signal chimique. En effet, la signalisation
est sous la dépendance de la phosphorylation de protéines qui résulte de la balance entre
I'activité de kinases, et de phosphatases. Une protéine phosphorylée devient un site de
recrutement pour une autre protéine. La phosphorylation permet donc des interactions
entre protéines intra-cellulaires. Cette cascade de phosphorylation aboutit au recrutement
de molécules adaptatrices et est a l'origine de voies métaboliques qui propagent les

signaux dans les cellules. L'activation cellulaire aboutit donc a I'expression de génes

26



Introduction

cellulaires responsables de la synthese de protéines (cytokines, récepteurs de cytokines,
Kinases et cyclines) intervenant dans la différenciation et la prolifération cellulaire.
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o Signal 2 : Les signaux de Costimulation :

Le signal fournit par le TCR n’est pas suffisant pour I’activation compléte du lymphocyte
T. En effet, la liaison du TCR en I’absence de signal de costimulation induit
généralement 1’apoptose ou un état d’anergie des lymphocytes T (Allison 1994). Dans un
premier temps, la liaison du co-récepteur CD28 a ses ligands CD80 ou CD86 présents sur
les CPA augmente considérablement I’amplitude de la réponse. La fonction principale de
CD28 est d’augmenter et de soutenir la réponse T initiée par le TCR, en promouvant la
survie cellulaire, I’expansion clonale et la différenciation (Sharpe and Freeman 2002).
CD28 est present constitutivement sur les lymphocytes T CD4 et la majorité des cellules
CD8. Son expression diminue au cours du processus de différenciation des cellules T en
cellules mémoires effectrices, CD28 est donc une molécule essentiellement impliquée
dans I’activation des cellules T naives. Il existe d’autres co-récepteurs activateurs comme
ICOS (pour « Inducible Costimulatory Molecule »). ICOS, a I'inverse de CD28, n'est pas
exprimé sur les lyT naifs (Rudd and Schneider 2003). En effet, I’expression d’ICOS est
rapidement induite sur les lyT apres activation et est influencée a la fois par la
signalisation du TCR et de CD28. ICOS comme CD28, induit I’activation et la
différenciation des IyT et le développement de la réponse immunitaire B. Mais, ICOS
n’induit pas la synthése d’IL-2. Par contre, il induit celle d’IL-10 et de cytokines Th2
(Hutloff, Dittrich et al. 1999). ICOS-L est exprimé constitutivement sur les cellules
dendritiques, les monocytes et les lymphocytes B non stimulés, mais également sur des
cellules non hématopoiétiques comme le rein, le foie, le cceur ou le cerveau (Swallow,
Wallin et al. 1999). Dans une deuxiéme phase, la régulation de la réponse immune a lieu
grace aux signaux inhibiteurs activés par des co-récepteurs inhibiteurs comme CTLA-4
(pour « Cytotoxic T lymphocyte Antigen-4 ») ou PD-1 (Freeman, Long et al. 2000).
CTLA-4 possede une affinité beaucoup plus importante que CD28 pour CD80 et CD86,
mais exerce une activité opposée a la sienne (figure 3). Il est absent sur les cellules T au
repos, sauf sur les cellules régulatrices. Son expression, induite par 1’activation du TCR,
est amplifiée par le signal 2. Apres interaction avec ses ligands CD80 et CD86, les lyT
exprimant CTLA-4 sont inhibés : ils subissent un arrét de la progression dans le cycle

cellulaire et de la synthése d’IL-2 (figure 4).
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Figure 4 : Roles de CD28 et CTLA4 dans la régulation de I’activation T
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D’apreés Sharpe et Abbas. (Sharpe and Abbas 2006)

Les DC a I’état quiescent expriment un faible niveau de molécules de costimulation et ne
peuvent pas activer les cellules T naives (en haut). Quand les DC sont activées apres
reconnaissance et phagocytose des pathogénes, I’expression des molécules B7 de
costimulation (CD80 et CD86) est augmentée. Puis, les interactions B7/CD28 entrainent
P’expansion et la différenciation des cellules T naives (au milieu). CTLA4, le récepteur de

haute affinité, pour CD80 et CD86, inhibe la réponse T (en bas).
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o Signal 3 : Les cytokines

Le signal 3 correspond a la production de cytokines par les DC. Ce signal oriente les
cellules T vers un phénotype effecteur. Ainsi, ¢’est I’environnement cytokinique produit

par les DC qui détermine 1’orientation du profil des cellules effectrices (figure 5).

Figure 5 : La polarisation des réponses T par les DC est dépendante des pathogenes.

D’aprés Kapsenberg (Kapsenberg 2003)

Le signal 1 est le signal spécifique de I'antigéne, il passe par la reconnaissance des
complexes CMH/peptide issus des pathogénes suite a leur internalisation et leur
reconnaissance par les PRR des DC. Le signal 2 est le signal de costimulation,
principalement obtenu par Pinteraction entre le CD28 et CD80 ou CD86 exprimés par les
DC. Le signal 3 est délivré par les cytokines qui orientent la réponse T. La nature du signal
3 dépend de I'activation des DC par les TLR et les autres PRR.
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o Leslymphocytes T mémoires :
Une fois les antigénes éliminés et la réponse inflammatoire jugulée, la grande
majorité des lymphocytes T activés meurent par apoptose, tandis qu’un petit nombre
constitue un groupe de cellules mémoires. Pour les IyT mémoires, la stimulation ne
nécessite pas la présence du second signal (Croft, Bradley et al. 1994). Si I’IL-2 n’est
donc pas primordiale, la prolifération des lyT mémoires est assurée par 1’IL-7 ou I’IL-
15 (Geginat, Sallusto et al. 2001). Lors de la réintroduction de I’Ag, les cellules
mémoires conférent une protection immédiate, précoce et plus intense que la réponse
primaire. Cette fonction de mémoire est portée par deux types cellulaires distincts. La
mémoire protectrice est exercée par des cellules T effectrices mémoires (Tem) qui
migrent dans les tissus sur le lieu de l’infection et exercent une fonction effectrice
immédiate. Tandis que la mémoire réactive est portée par les cellules T centrales
mémoires (Tem) qui migrent vers les organes lymphoides secondaires, et ont peu ou pas

de fonction effectrice (Sallusto, Lenig et al. 1999).

Le paradigme Thl/Th2 et ses

paradoxes

En réponse a la stimulation antigénique, les cellules T CD4 naives proliferent et se
différencient en cellules T effectrices qui se distinguent par leur production de cytokines
et leurs fonctions. En 1986, Tim Mosmann et al. proposérent un modéle de
différenciation des cellules T CD4 qui permettait de relier la fonction des effecteurs T
CD4 et la nature de la réponse immunitaire induite, réponse a médiation cellulaire ou
humorale. Les cellules T effectrices ont été classées en deux catégories, les cellules Thl
qui produisent principalement de I’IFNy et les cellules qui produisent essentiellement de
I’IL-4, de I’'IL-5 et de I'IL-13 (Mosmann, Cherwinski et al. 1986 ; Mosmann and
Coffman 1989).

I.1.h. La voie Th1
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Les cellules Th1 activent les fonctions bactéricides des macrophages et peuvent détruire
les cellules infectées (via FasL ou TRAIL). Elles jouent un rdle majeur dans le controle
des bactéries intracellulaires, des virus et I’hypersensibilité retardée. Elles induisent une
forte inflammation et des Iésions tissulaires. Les cellules Thl sécretent de I'lFNy, de I’TL-
2, du TNFa, et du TNFB. L’IFNy permet I’activation des macrophages en augmentant
leur activité phagocytaire et leur pouvoir bactéricide (Nathan, Murray et al. 1983;
Robinson, Hamid et al. 1992; Karupiah, Xie et al. 1993) et, favorise la production d’IgG
qui permet 1’opsonisation et la phagocytose des pathogenes. L’IL-2 et I'lFNy induisent la

différenciation des lymphocytes T CD8 en cellules cytotoxiques actives.

l.1.i. La voie Th2

Inversement, les cellules Th2 favorisent la commutation isotypique et la production
d’IgGl, IgE et IgA et, ont donc un role majeur dans le controle de certains pathogenes
extracellulaires et des helminthes. En effet, les cellules Th2 sont caractérisées par la
production d'IL-4, d’IL-5 et d’IL-13. L’IL-4 favorise la commutation isotypique en IgE,
qui a un role prépondérant dans la dégranulation des mastocytes. Les Th2 favorisent la
production d’IgG4 par les lymphocytes B. L’IL-5 est la principale cytokine responsable
de la différenciation, de I’activation et du recrutement des €éosinophiles. Quant a 1’'IL-13,
elle est, comme I’IL-4, importante pour stimuler la croissance et la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE.

Ce modeéle dichotomique a été étudié dans de nombreuses circonstances pathologiques.
Ainsi, chez I’Homme et chez la souris, I’asthme allergique résulte d’une exacerbation de
la réponse Th2 (Robinson, Hamid et al. 1992). En revanche, de nombreuses études
suggerent que le développement de pathologies auto-immunes comme la sclérose en
plaques, le lupus érythémateux disséminé, le diabéte insulino dépendant, ou la
polyarthrite rhumatoide résulte d’une activation incontrdlée d’effecteurs Thl spécifiques
d’antigénes du «soi» (Szabo, Sullivan et al. 2003). Mais ces données ont récemment été

remises en question par la découverte des Th17.

I.1.j. Facteurs influengant la différenciation des lymphocytes T CD4
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Les sous populations de DC peuvent étre spécialisées dans 1’induction de réponses T
distinctes (REIS e SOUSA 2006). Les DC sont définies par des marqueurs, des profils de
TLR et cytokiniques différents. Les pDC qui expriment TLR7 et TLR9 reconnaissent les
virus et produisent de I’INFy, alors que les mDC qui expriment préférentiellement TLR1,
2, 3, 4 et 5 reconnaissent les bactéries et produisent des cytokines proinflammatoires
TNFo, IL-12, IL-6. De plus les conditions de stimulations influencent la réponse
immunitaire. En effet, les mDC ont toutes la capacité de produire de 1I’'IL-12 qui polarise
la réponse immunitaire vers un profil Thl. Cependant, en fonction du pathogéne
rencontré la réponse est différente. Ainsi, le LPS d’E. coli ou de T. gondii induit un profil
Th1, alors que celui de Candida Albicanes induit un profil Th2 (Kadowaki 2007).

I.1.j.i Ladifférenciation Thl
L’IL-12 I’IFNy et I’IL-18 sont des cytokines importantes dans la différenciation Thl
(Hsieh, Macatonia et al. 1993 ; Boehm, Klamp et al. 1997 ; Yoshimoto, Takeda et al.
1998). L’IL-12 joue un rdle central en promouvant la différenciation des lymphocytes T
CD4 naifs en cellules effectrices Thl matures. De plus, I’IL-12 stimule la production
d’IFNy par les cellules NK (Natual Killer) et les lyT CD8. L’IFNy est une cytokine
pléiotropique qui joue un rdle essentiel a la fois dans la réponse immunitaire innée et
adaptative (Boehm, Klamp et al. 1997). Les NK, les T CD8 et les Th1 sont les sources les
plus importantes d’I[FNy. L’IFNy induit I’expression du facteur de transcription T-bet,
essentiel au développement des Thl (Szabo, Kim et al. 2000), qui entraine une sécrétion
autocrine d’TFNy (Mullen, High et al. 2001) créant ainsi une boucle de régulation positive
de différenciation Thl. Parallelement, T-bet réprime GATA-3, facteur clé de la
différenciation Th2 (Hwang, Szabo et al. 2005), ainsi que le géne de I’'IL-4 (Djuretic,
Levanon et al. 2007). L’IL-18 sert de co-facteur pour I’induction des Th1 via I’'IL12 et
pour I’augmentation de la production d’IFNy par les Thl effecteurs. L’IL-18 est produite

essentiellement par les macrophages et les cellules dendritiques.

I.1j.ii Ladifférenciation Th2
L'IL-4 est la cytokine clé du développement des Th2. Les lymphocytes T CD4 naifs
semblent en étre la source initiale (Ansel, Djuretic et al. 2006). L'IL-4 peut-&tre
également produite par les mastocytes, les basophiles, les éosinophiles et les cellules
NKT. Une nouvelle population de cellules de I’immunité innée source d’IL-4 et nomée

nuocyte a été décrite recemment (Neill, Wong et al.). L’IL-4 conduit a I'activation de
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facteur de transcriptions dans les LyT naifs qui induisent 1’expression de cette dernicre et
du facteur de transcription GATA-3 (Zheng and Flavell 1997). GATA-3 favorise la
réponse Th2 en induisant la transcription de I’IL-5 et de I’IL-13 et prévient la réponse

Th1 en inhibant I’expression de la chaine 8 du récepteur a I’'TL-12.

I.1.k. Les cellules Th17

Découverte des cellules Th17

La découverte de I’IL-17 et celle de IL-23 ainsi que ses liens avec I’'TL-12, ont amené &
reconsidérer les mécanismes de 1I’'immunité cellulaire. Ce sont les résultats supposés
contradictoires de plusieurs études sur le role de la voie Thl et de L’IL-12 dans
I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) qui ont, entre autre, conduit a la
découverte de la voie Thl7. En effet, certains modéles murins déficitaires en 1L-12
entrainent une résistance a I’EAE alors que d’autres la favorisent. L’IL-12 est une
cytokine hétérodimérique formée d’une chaine p35 et d’une chaine p40. Or, les modéles
résistants a I’EAE sont ceux ou les souris sont génétiquement déficientes pour la chaine
p40. Alors que les souris déficientes pour la chaine p35, exprimant aussi une perte
d’expression de I’'IL-12 et un défaut de différenciation Thl, sont susceptibles de
développer une EAE. De méme, les souris susceptibles a ’EAE sont déficientes pour
I’TFNy, le récepteur de I’'IFNy ou le facteur de transcription STAT1 (Ferber, Brocke et al.
1996; Bettelli, Sullivan et al. 2004). En revanche, des souris déficientes pour T-bet, le
facteur de transcription initiateur de la différenciation Thl, ou STAT4, le facteur de
transcription intervenant en aval du récepteur de I’IL-12, sont résistantes a I’EAE
(Chitnis, Najafian et al. 2001 ; Bettelli, Sullivan et al. 2004). Il était donc difficile de
conclure quant au role direct des cellules Thl dans ces pathologies auto-immunes. La
découverte de I’'TL-23 a permis de résoudre certains de ces paradoxes (Oppmann, Lesley
et al. 2000). L’IL-23 fait partie de la famille des cytokines hétérodimeriques 1L-6/I1L-12.
Elle est constituée de la chaine p19, homologue de la chaine p35, et de la chaine p40 de
I’IL-12. Ainsi, les souris invalidées pour la chaine p40, résistantes a ’EAE sont
déficientes a la fois pour I’'IL-12 et I’IL-23, alors que I’invalidation de la chaine p35, qui
est associée a une susceptibilité accrue a I’EAE, induit uniquement la perte d’IL-12. Ces
observations suggéraient donc un role essentiel de I’'IL-23 et non de I'IL-12 dans le
développement de I’EAE, rdle confirmé par la résistance a ’EAE des souris invalidées

pour la chaine IL-23p19 (Cua, Sherlock et al. 2003). Des résultats similaires sont obtenus
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dans un modele murin de Rhumatisme Articulaire induit par l'injection de collagene
(Cua, Sherlock et al. 2003). Parallélement, il a été montré que 1’IL-23 induit la production
d’IL-17 et non d’IFNy, par des cellules T CD4 effectrices ou mémoires (Aggarwal,
Ghilardi et al. 2003). De plus, les souris déficientes pour I’IL-17 sont résistantes a I’EAE.
Ces travaux sur des mod¢les murins d’encéphalite expérimentale et de polyarthrite ont
donc révélé que ces modeles de pathologies inflammatoires étaient essentiellement
dépendants de I’IL-23 et non de I'IL-12, et du développement de cellules T CD4
productrices d’IL-17 ainsi que de I’IFNy, ouvrant ainsi la voie a une nouvelle lignée
lymphocytaire effectrice appelée Th17 (Harrington, Hatton et al. 2005 ; Park, Li et al.
2005).

Fonctions physiologiques des cellules Th17

Le développement des cellules Th17 est sous la dépendance du TGFj, et nécessite
¢galement la présence de I’'IL-6, IL-1 et I’IL-23 (Manel, Unutmaz et al. 2008 ; Volpe,
Servant et al. 2008 ; Yang, Anderson et al. 2008). La famille de I’IL-17 est composée de
6 membres, dont L’TL-17A appelée IL-17 cytokine effectrice de la voie Th17 (Kolls and
Linden 2004). Les cellules Th17 produisent aussi I’'IL-17F, trés homologue a I’IL-17A.
IL-17A et IL-17F se lient au méme récepteur, I’IL-17RA, dont I’expression est
relativement ubiquitaire bien que plus prononcée dans les poumons et les intestins. Dans
ces tissus I’'IL-17 a pour cible essentielle les cellules épithéliales dans lesquelles elle
induit la production de facteurs de croissance, de chimiokines et de mucines au niveau
des cellules épithéliales bronchiques. L’IL-17 est une cytokine pro-inflammatoire, qui
selon la cellule cible, induis I’expression de d’IL-6, de TNFa, d’IL-1f et de chimiokines,
permettant ainsi le recrutement de cellules de I’'immunité innée comme les neutrophiles
(Chakravarti, Allaeys et al. 2007). Les lymphocytes Th17 participent ainsi au niveau des
épithéliums a la défense contre les bactéries extracellulaires (Ouyang, Kolls et al. 2008).
De plus, I'IL-17 et I’'TL-22, également sécrétée par les Thl7, rétablissent les jonctions
entre cellules épithéliales. Ceci suggére un réle essentiel des cellules Thl7 dans le
contréle des procaryotes extracellulaires au niveau des épithéliums. Or, les cellules Th17
sont naturellement presentes dans les organes lymphoides du tractus intestinal et I'TL-17
est constitutivement exprimee dans ce tissu, suggerant un role essentiel de cette
population dans le maintien de I’intégrité et de I’homéostasie de la barriére intestinale.
Ces cellules ont donc des propriétés pro-inflammatoires marquées et contrélent les

bactéries extracellulaires principalement a la surface des épithéliums.
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Le rble de la lignée Th17 dans les pathologies auto-immunes chez I’homme est suggéré
par de nombreux travaux, notamment dans la Polyarthrite Rhumatoide (Chabaud,
Lubberts et al. 2001 ; Hwang and Kim 2005) et les maladies inflammatoires du tube
digestif (Fujino, Andoh et al. 2003 ; Baumgart and Carding 2007 ; Seiderer, Elben et al.
2008), mais aussi dans la Sclérose en Plaque (Matusevicius, Kivisakk et al. 1999), le
Psoriasis (Homey, Dieu-Nosjean et al. 2000 ; Arican, Aral et al. 2005), et le Lupus
Erythémateux Disséminé (Wong, Lit et al. 2008). De plus il a été mis en évidence que
I’induction de lymphocytes Th17 ou de Treg est sous la dépendance du TGF [} mais qu’en
fonction des conditions de stimulation les lymphocytes T naifs étaient orientés vers une
différenciation soit Thl7 soit Treg, celles-ci apparaissant mutuellement exclusives
(Bettelli, Carrier et al. 2006).

Conclusion :

L’induction de la différenciation des lymphocytes T naifs vers un phénotype Thl, Th2,
Th17 ou Treg est en grande partie sous le contrdle des cellules présentatrices d’antigénes
via le mode de présentation antigénique, la délivrance de co-signaux d’activation
membranaire et la sécrétion de cytokines spécifiques (figure 6). Chacune des sous-
populations Thl, Th2, Thl7 est capable de promouvoir son propre développement et
d’inhiber le développement des autres sous-populations via les cytokines qu’elles
sécrétent. L'orientation des réponses immunitaires est donc sous le contrdle d'un équilibre
entre les voies Thl Th2 et Th17 et, un déséquilibre vers I'une de ces voies est susceptible

d'affecter le développement de la réponse immune.
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Figure 6: Différenciations des lymphocytes T naifs.
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A la suite de la stimulation par la CPA, les cellules T CD4 naives se différencient en cellules
effectrices définies par les cytokines qu’elles produisent :

- L’IFNy : produit par les cellules T naives et d’autres cellules de I’immunité innée,
permet I’activation du facteur de transcription STAT1. Conjointement aux signaux
du TCR, STAT1 initie la différenciation Thl en induisant I’expression de T-bet et
de la chaine du récepteur de I’TL-12 (IL-12Rp2). Ces cellules engagées vers la voix
Th1 se différencient en effecteurs Th1 sous I’influence de I’IL-12 qui active STAT4.

- L’IL-4: produit par les cellules T naives et d’autres types cellulaires, induit
I’activation de STATG6 et ainsi I’expression de GATA3 et donc une différenciation
Th2.

- TGFp, IL-6, I'IL-23, ’'IL-1PB: induisent la différenciation Th17, caractérisée par
I’expression du facteur de transcription RORyt, potentialisé par I’IL-2 et inhibé par
le TGFg, I'IL-4 et ’IL-12.

- Le TGFp seul induit ’expansion de cellules T régulatrices exprimant le facteur de

transcription FOXP3.
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L’Auto-immunité

Introduction :

L’auto-immunité concerne toutes les réactions immunitaires développées vis-a-vis de
constituants du soi. L’auto-immunité dite naturelle est présente chez tous les individus
et, la regulation de la réponse immunitaire physiologique est responsable dans la
majorité des cas d’une homéostasie qui ne permet pas le développement de pathologies
auto-immunes. Cependant dans certain cas une auto-immunité pathologique survient,
entrainant le développement de maladies auto-immunes. Les MAI représentent le 3™
grand processus pathologique avec une prévalence globale de 6 a 7 % de la population
dans les pays occidentaux (aprés les maladies cardiovasculaires et cancéreuses). La
mortalité associée a ces maladies est tres élevée et leur fréquence ne cesse d’augmenter
depuis ces 30 dernieres années. Les 6 pathologies auto-immunes les plus fréquentes sont
la polyarthrite rhumatoide, ’hyperthyroidie de Basdow, le diabéte de type 1, I’anémie de
Biermer, le lupus érythémateux disseminé et la sclérose en plaques, elles représentent a
elles seules la moitié des MAI. Ces pathologies sont caractérisées par leur caractere
chronique, conséquence de 1’impossibilité d’éradiquer I’Ag. Au plan épidémiologique, il
existe des variations géographiques, avec un gradient Nord sud. Les facteurs mis en cause
sont des facteurs de prédisposition génétique et des facteurs environnementaux comme
I’exposition a certains toxiques ou aux maladies infectieuses. Bien que la réponse auto-
immune implique I’ensemble des acteurs de la réponse immune, les lymphocytes T CD4"
jouent un réle majeur et central dans cette réponse. Les MAI sont classées, en fonction du
spectre des auto-anticorps, en deux groupes : les MAI spécifiques d’organe comme le
diabete de type I, le syndrome de Goopasture ou 1I’Anémie de Biermer et les MAI
systémiques comme la polyarthrite rhumatoide, la sclérodermie, le lupus érythémateux

disséminé ou les vascularites a ANCA (VAA).

38



Introduction

Les facteurs favorisant 1’ auto-

immunité

Les maladies auto-immunes ont des origines « multifactorielles » (figure 7). A de
rares exceptions prés (FOXP3, AIRE, FASL), il n’existe pas de géne unique ou de
pathogéne environnemental entrainant systématiquement une MAI. Les genes de
susceptibilités interférent avec les voies de la tolérance et entrainent une persistance des
IlyT et B auto-réactifs. Les stimuli environnementaux, principalement les infections

agissent comme des facteurs déclenchants.

I.1.I. Prédisposition endocrinienne

Les MALI s’observent préférentiellement chez la femme. Pour le LED par exemple, le
sexe ratio est de 9 femmes pour 1 homme ; pour la sclérodermie, il est de 3 a 6 femmes
pour 1 homme. La prédominance féminine qui se retrouve dans certaines maladies auto-
immunes s’explique par l’imprégnation hormonale qui favorise certaine de ces
pathologies. Les r6les parfois aggravants de la grossesse et de la contraception
hormonale confirment I’importance des hormones dans la physiopathologie des MAI. De
facon générale, les oestrogénes sont impliqués dans le déclenchement de I'auto-immunité.
Ils jouent trés probablement le role de facteur déclenchant révélant la présence d'un
terrain auto-immun sous-jacent. Cependant, la prédominance femme/homme n’est pas

évidente dans toutes les MAI, elle n’est pas observée dans les VAA.

I.1.m. Prédispositions génétiques

L’observation de formes familiales et la concordance des MAI chez les jumeaux
homozygotes (25 % de concordance dans le LED) montrent 1’importance du terrain
génétique comme facteur prédisposant dans les MAIL De plus, 1’association des MAI
avec certains phenotypes du CMH vient renforcer cette théorie. Ces associations
MAI/HLA sont variables selon les MAI étudiées. Il a été montré une association forte
entre la polyarthrite rhumatoide et les alleles HLA-DR1 DR4 (Gregersen, Silver et al.

1987). Dans le cas du DID, I’association aux alléles DR3 et DR4 et plus précisément, aux
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alleles DQBL1 peut étre une association protectrice ou une association de susceptibilité en
fonction de I’acide aminé exprimé en position 57 sur ce géne (Kukreja and Maclaren
1999). Les polymorphismes sont des variations présentes dans I’ADN avec une fréquence
allélique supérieure ou égale a 1% dans la population. Parmi les genes candidats aux
MALI on retrouve fréeqguemment des polymorphismes dans les génes des récepteurs des 1g,
des cytokines, des facteurs de I’apoptose, de molécules d’activation des lymphocytes
CTLA4 ou de CD40L. Certains polymorphismes peuvent étre des facteurs prédisposant
pour plusieurs MAI en méme temps. Par exemple, les variants du géene codant pour
CTLA4 sont associés au diabéte auto-immun, a I’hyperthyroidic de Basdow et a la
cirrhose biliaire primitive (Awata, Kurihara et al. 1998 ; Agarwal, Jones et al. 2000;
Kouki, Sawai et al. 2000). Ce point peut expliquer 1’observation de 1’existance de
susceptibilité familiale pour des MAI différentes (Ginn, Lin et al. 1998). Plus récemment,
une autre source de variabilité génétique a été décrite, il s’agit de « La variation du
nombre de copies » (ou CNV pour « copy number variations »). Les CNV sont définies
comme des répétitions de segments d’acides nucléiques de plus de 1 kbase a quelques
mega bases en comparaison a un génome référent (Beckmann, Estivill et al. 2007). Ces
variations affectent des régions beaucoup plus grandes dans I’ADN. Les implications
d'une telle variation sont encore incertaines, mais certains variants de nombre de copies
ont clairement un effet fonctionnel. Par exemple, le nombre de copies de CCL3L1 a été
associé a une susceptibilité pour le LED (Mamtani, Rovin et al. 2008), la PR et le diabéte
de type 1 (McKinney, Merriman et al. 2008). 11 faut noter aussi qu’il existe une
vulnérabilité des organes cibles qui peut étre génétiqguement déterminée. Ainsi, pour une
méme anomalie sérologique, on observe des expressions cliniques variables (Liao,
Sindhwani et al. 1995). Les maladies auto-immunes sont donc des maladies

polygéniques.

I.1.n. Facteurs environnementaux

Il existe aussi, pour de nombreuses MAI, un gradient géographique de fréquence
Nord/Sud. Ce gradient géographique suggeére une implication des facteurs génétiques
mais aussi environnementaux. Les facteurs environnementaux comprennent les
infections, les médicaments ou les substances toxiques. L'implication des infections est
suggérée par des arguments indirects, comme, par exemple, une fréguence anormalement

élevée d'anticorps anti-virus d'Epstein-Barr dans la polyarthrite rhumatoide et la sclérose
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en plaques. Les infections peuvent expliquer une rupture de tolérance par plusieurs
mécanismes qui sont précisés dans le chapitre suivant. A coté des infections, certains
médicaments peuvent induire ’apparition d’auto-Ac et de certaines manifestations
cliniques de maladies auto-immunes. C’est le cas de médicaments récents comme 1'IFNa
prescris dans le traitement des hépatites virales ou du mélanome et qui peut induire une
auto-immunité biologique et plus rarement, des manifestations cliniques d’auto-
immunité. Parmi les substances toxiques, I'exposition a la silice est retrouvée chez les
patients présentant une sclérodermie, une PR ou une vascularite a ANCA. Les rayons
ultraviolets font aussi partis des facteurs environnementaux qui peuvent déclencher une

maladie auto-immune, notamment les éruptions cutanées photosensibles du lupus.

Mécanismes mis en cause dans les

maladies auto-immunes

I.1.0. Role des infections

Les agents pathogénes peuvent initier une réponse auto-immune par I’intermédiaire de
différents mécanismes :

- Mimétisme moléculaire

Lorsqu’un Antigeéne exogene présente des similitudes de structure avec un Ag du soi, il
peut y avoir des réactions croisées entre ces deux Ag. Les lyT reconnaissent 1’épitope
étranger non toléré et peuvent alors coopérer avec les lyB dirigés contre 1’épitope
commun au soi et a I’Ag exogene. Ceci permet aux lyB de produire des auto-Ac. Le
prototype de la MAI avec mimétisme moléculaire est le rhumatisme articulaire aigu.
Cette maladie provoquée par des streptocoques était trés fréquente aux Etats-Unis et en
Europe jusqu'aux années 1950. Sa gravité, en I'absence d'antibiothérapie, est liée a ses
conséquences cardiaques. Celles-ci sont dues a une réaction auto-immune dirigée contre
différentes parties du cceur. Une réaction croisée avec des Ag du streptocoque et la
myosine cardiaque a été décrite (Froude, Gibofsky et al. 1989 ; Galvin, Hemric et al.
2000 ; Malkiel, Liao et al. 2000). De tels mimétismes moléculaires ont aussi éte décrits ou
proposés dans le syndrome de Guillain-Barré entre le ganglioside GM1 humain et le
lipopolysacharide de C. Jejuni (Yuki 1999), dans le diabéte auto-immun entre un peptide

dérivé de I’acide glutamique décarboxylase et le virus de Coxsakie (Richter, Mertens et al.
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1994) et dans la sclérose en plagques entre un peptide de la protéine basique de la myéline

et des peptides du virus d’Epstein-Barr, de I’influenza virus type A et du papillomavirus.

- Activation polyclonale de IyT auto-réactifs par des superantigénes

Les superantigénes sont des molécules capables de se lier directement a certaines chaines
V[ du TCR et capables de stimuler de fagon polyclonale I’ensemble des lyT exprimant ce

segment Vf3 indépendamment de leur spécificité pour I’antigeéne.

- Rupture des barriéres tissulaires

La rupture de barriéres tissulaires provoquée par des infections au niveau de sites
privilégiés peut entrainer une libération d’Ag séquestrés et provoquer une réaction
immunologique vis-a-vis de ces Ag jusque la « ignorés ». C’est le mécanisme mise en

cause dans I’ophtalmie sympathique (Dreyer, Zegarra et al. 1981).

- Inflammation de l'organe cible et libération de médiateurs favorisant 1’auto-

immunité
L'infection de certains organes par divers agents infectieux entraine une inflammation
locale qui peut induire 1’expression aberrante de molécules de co-stimulation a la surface
des cellules infectées. Ainsi, une cellule infectée par un virus peut devenir plus
«immunogeénique», et peut provoquer une réponse auto-immune qui ne serait pas
survenue sans l'infection virale. L’inflammation locale peut aussi provoquer des dégats
tissulaires et la libération d'antigénes séquestrés aboutissant a la re-stimulation de cellules

T auto-réactives au repos.

I.1.p. Modification de I'antigéne

La modification physique par les UV ou chimique par des médicaments hapténiques d’un
auto-antigene peut aussi déclencher une auto-immunisation. C’est ce qui se passe dans les
anémies hémolytiques suite au traitement par 1’alpha-méthyl-dopa, par les pénicillines ou
par les cephalosporines. Ces molécules se fixent sur les hématies et forment de nouveaux
antigénes qui entrainent la formation d’auto-antigénes responsables de 1’anémie

hémolytique (Arndt, Leger et al. 1999).

42



Introduction

Figure 7 : Origines multifactorielles des maladies auto-immunes

a
Genotype | Disease state
(for example, AIRE mutation) (for example, APS-1)
b
Genetic factors Environmental factor

’ ((otyc{ya;,v)gc pathogen exposure)
WA

Random
events
enoxype
Gene
Abnormal innate response
Decrease in thymic
Genotype expression in seif antigens
FGene 2
Reduced activation threshold ui":“"“
of self-reactive lymphocytes d'iseoa's"e"s'r:t:

enotype Defective inactivation or
“Gene 3 elimination of

— self-reactive lymphocytes ,‘
= y
Hormone leyels o ‘
;Eﬁf Genotype 4
\ ene 4 M P

Other environmental factors
(for example, smoking, diet)

Environmental factor
(for example, pregfiancy)
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A, La relation entre le génotype et la maladie peut étre déterminante. B, Plus fréquemment
la maladie résulte d’interaction entre de multiples génotypes et l'environnement. Des
génotypes individuels peuvent affecter un ou plusieurs composants du systéme

immunitaireu adaptatifu ou innéu et conduire a une réponse auto-immune.
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I.1.q. Mécanismes effecteurs |ésionnels des maladies auto-immunes

Les cellules T auto-réactives et les auto-anticorps peuvent étre responsables des lésions

tissulaires.

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ peuvent entrainer la lyse des cellules cibles
par nécrose suite a la libération de perforines ou, par apoptose suite a la libération de
granzymes B (Thomas and Kay 2000). Les cytokines secrétées par les ly CD4 ont
aussi un réle direct dans la formation des lésions tissulaires (Juedes, Hjelmstrom et al.
2000).

Les auto-anticorps peuvent étre directement pathogenes et étre responsables des
Iésions observées dans les MAL. lls peuvent bloquer ou stimuler les récepteurs. Dans
la myasthénie, les Ac anti-récepteurs de 1I’acétylcholine sont bloquants (Balasa and
Sarvetnick 2000). Alors que, dans la maladie de Basdow des anti-TSH sont
stimulants (Takasu, Oshiro et al. 1997). Les auto-Ac peuvent aussi bloquer des
molécules circulantes. Par exemple, dans I’anémie de Biermer les auto-anticorps se
fixent au facteur intrinséque empéchant ainsi I’absorption de la vitamine B12. Ces
Ac peuvent entrainer une cytolyse directe de la cellule cible ou indirecte par
opsonisation. Dans 1’anémie hémolytique auto-immune, la fixation des auto-Ac sur
les globules rouges entraine une lyse complément dépendant. Alors que dans le
Purpura thrombopénique auto-immun (PTAI), I’auto-Ac fixé sur la plaquette joue le
réle d’opsonine qui favorise la phagocytose par les macrophages (Chong and Ho
2005). L’importance des anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (ANCA)
dans D’initiation de la formation des Iésions des vascularites a ANCA est bien
documentée. (Ce point est rediscuté plus loin dans le chapitre consacré aux
vascularites a ANCA). Enfin, les Ac peuvent déclencher et entretenir les réactions
inflammatoires a cause de la formation de complexes immuns (CI) responsables
d’une réaction localisée dans les tissus ou ils s’accumulent, c’est ce qui se passe

dans les néphropathies glomérulaires lupiques.
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Mécanismes de rupture de

tolérance

I.1.r. Tolérance

La tolérance est caractérisée par I’absence de réponse immunitaire dirigée contre un
antigéne donné, tout en conservant les réponses contre d’autres antigénes. Ces antigénes
appartiennent au soi, et le but de la tolérance est d’éviter les maladies auto-immunes. |l
existe une tolérance centrale dans le thymus ou les lymphocytes T auto-réactifs sont
éliminés (sélection négative) et une tolérance périphérique au cours de laquelle les IyT
effecteurs sont rendus inactifs par tolérance passive ou bien sous contrdle de ly
régulateurs. Les DC jouent un réle essentiel dans le contrdle de la tolérance centrale et

périphérique.

I.L.r.i  Tolérance centrale
Les lymphocytes T se développent dans le thymus a partir de précurseurs provenant de la
moelle osseuse. Les réarrangements des génes du TCR se produisent lors du
développement du lyT dans le thymus et conduisent a 1’établissement d’un large
répertoire T. Une fois leur TCR réarrangé, les lyT sont sélectionnés dans le thymus. Au
cours de ce processus de sélection, plus de 90 % des cellules T sont éliminées. La
sélection positive permet de conserver les thymocytes capables de reconnaitre via leur
TCR un peptide associé a une molécule du CMH du soi (Fink and Bevan 1978 ; Starr,
Jameson et al. 2003). Au cours de ce processus, les cellules épithéliales du cortex
thymique présentent aux cellules T des complexes CMH/peptide et fournissent un signal
de survie aux cellules capables d’interagir avec les molécules du CMH du soi (Benoist
and Mathis 1989). Les cellules T qui reconnaissent les molécules du CMH du soi de
maniere trop faible meurent par apoptose dans le cortex. C’est aprés cette étape de
sélection positive, que le répertoire T subit difféerents mécanismes de tolérance. Au cours
de la sélection négative, les thymocytes avec un TCR de haute affinité pour les antigénes
du soi sont éliminés (Sprent, Lo et al. 1988). Ceci entraine 1’élimination de plus de la

moitié des thymocytes sélectionnés positivement (van Meerwijk, Marguerat et al. 1997).

45



Introduction

La sélection négative ou délétion clonale permet 1’¢élimination des lyT ayant une forte
affinité pour les antigénes du soi et donc potentiellement auto-réactifs (Matzinger,
Zamoyska et al. 1984 ; Rammensee and Bevan 1984). Cette sélection est exercee par les
cellules épithéliales de la médulla et par les DC thymiques (Anderson, Partington et al.
1998). L’impact crucial de la médulla sur la sélection négative s’explique par une
propriété exclusive des cellules eépithéliales thymiques médullaires (mTEC), qui
présentent des antigénes de facon ectopique, c'est-a-dire des antigenes exclusivement
exprimés dans certains tissus, comme I’insuline, un antigene spécifique des Tlots
pancréatiques (Kyewski, Derbinski et al. 2002 ; Gotter, Brors et al. 2004) (figure 8). Ce
phénomeéne est sous le contrdle du facteur de transcription AIRE (autoimmune regulator),
qui semble étre a I’origine d’une dérégulation transcriptionnelle menant a 1’expression de
nombreux antigénes extrathnymiques par les cellules épithéliales de la médulla thymique
(Anderson, Venanzi et al. 2002 ; Anderson, Venanzi et al. 2005). En absence du gene
AIRE, on observe un échappement a la délétion clonale de thymocytes auto-spécifiques
(Liston, Lesage et al. 2003). Chez I’homme, il existe un syndrome de transmission
autosomique récessive, lié aux mutations du géne AIRE : le syndrome auto-immun
polyendocrinien appelé APECED (pour « auto-immune polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy »). Il entraine des maladies d’une grande variabilité phénotypique
allant des formes pauci symptomatiques atypiques a des formes graves avec des atteintes
potentiellement létales (hépatite ou syndrome de malabsorption sévére). Les patients
présentent généralement 1’association d’une candidose cutanéomuqueuse chronique,
d’une hypoparathyroidie et d’une insuffisance surrénale d’origine auto-immune
(Nagamine, Peterson et al. 1997). En outre, I’implication d’une déficience dans
I’expression ectopique d’un antigéne a été démontrée dans plusieurs pathologies auto-
immunes (Kyewski and Derbinski 2004). Cependant, il a été estimé que le nombre de
mTEC exprimant un type d’antigéne spécifique d’organe était faible, de I’ordre du millier
chez I’homme (Hanahan 1998). Un thymocyte devra donc « scanner » I’ensemble de ces
mTEC afin d’avoir une vision globale du répertoire des peptides du soi. 1l semble que les
DC puissent collaborer avec les mTEC afin d’augmenter la présentation des antigénes
specifiques de tissus en présentant a leur tour ces Ag et induisant ainsi a la delétion des
thymocytes auto-réactifs (Humblet, Rudensky et al. 1994 ; Peterson and Alpert 1998).
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Figure 8 : Induction de la tolérance au soi dans la médullaire thymique
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D’apres Kyewski (Kyewski and Derbinski 2004)

L'induction de la tolérance au soi dans la médullaire thymique fait intervenir au moins
deux populations de cellules, les cellules épithéliales thymiques médullaires (NTEC) et les
cellules présentatrices d'antigéne, comme les cellules dendritiques (DC). Et, deux
mécanismes, la délétion et I'induction de cellules T CD4" CD25" régulateurs (Treg). Les
MTEC sont compétentes de maniére autonome pour supprimer les cellules T auto-réactives.
Les mTEC sont aussi efficaces pour sélectionner des Treg spécifiques d’antigénes dont
Pexpression est limitée aux mTEC. En outre, la présentation croisée d’auto-antigénes
dérivés des mTEC par les DC a été mise en évidence in situ et dans un modéle transgénique.
De méme, les CPA hématopoiétiques peuvent induire la sélection des cellules Treg. A
I'heure actuelle, les différents types de cellules stromales qui contribuent a la présentation
des antigenes ectopiques ne sont pas connues. La redondance apparente de présentation de
I'antigéne est cependant limitée par le flux unidirectionnel de I'antigéne de mTEC aux DC.

TSA=Ag tissulaire ; mTEC=cellule épithéliale médullaire ; AIRE=auto-immunregulator
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L.1.r.ii Tolérance périphérique
La présentation d’une grande variété d’antigénes du soi permet donc de sélectionner
négativement les lymphocytes T auto-spécifiques. Cependant, tous les antigenes
tissulaires ne sont pas exprimés dans le thymus ou, sont exprimés a des niveaux
insuffisants pour induire la délétion de I’ensemble des cellules auto-réactives. Il existe
donc en peériphérie des lymphocytes T matures auto-réactifs (Peterson, DiPaolo et al.
1999 ; Bouneaud, Kourilsky et al. 2000). La mise en place de mécanismes de tolérance
périphérique est donc nécessaire. Les lyT auto-réactifs peuvent étre rendus tolérants de
manicre passive par anergie et par délétion ou, de maniére dominante par I’action de

cellules T dites régulatrices ou suppressives (figure 8).

a. Tolérance périphérique passive

- L’ignorance

Le phénoméne d’ignorance antigénique peut avoir lieu dans des sites dits "privilégiés",
non accessibles aux cellules T auto-réactives tels que 1’oeil ou les testicules (Niederkorn
2006). De plus, 1’absence ou la faible expression de molécules du CMH de classe I a la
surface des neurones et des cellules oculaires permet une protection de ces cellules vis-a-
vis des CTL. Ce mécanisme est un point sensible de développement de 1’auto-immuniteé,
la levée de I’ignorance par exemple lors d’infections virales ou d’un traumatisme peut
conduire au développement de maladies auto-immunes (Streiff 1955 ; Oldstone,
Nerenberg et al. 1991).

- Tolérance périphérique par anergie des lyT
L’anergie est un état d’inactivation fonctionnelle de la cellule T, qui devient réfractaire a
toute re-stimulation par I’antigéne (Schwartz 2003). Les lyT deviennent alors incapables
de proliférer et de produire de 1’11-2. Bien que la simple absence de costimulation suffise
a induire I’anergie in vitro, I’engagement de CTLA-4 semble étre nécessaire pour
permettre 1’anergie des lymphocytes T naifs in vivo. En effet, le blocage de CD80 et
CD86 inhibe I’induction de tolérance et le blocage de CTLA-4 perturbe 1’induction
d’anergie (Perez, Van Parijs et al. 1997). La molécule PD-1, fortement exprimeée sur les
cellules anergiques, a également été reconnue pour son implication dans 1’induction De
I’anergie (Khoury and Sayegh 2004). Des souris déficientes pour cette molécule
développent différents syndromes auto-immuns. Il a été suggéré que PD-1 fonctionne en

inhibant la sécrétion de cytokines ou en induisant I’arrét du cycle cellulaire. Il a aussi été
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montré que la phagocytose de corps apoptotiques par les DC induisait un état de tolérance
(Steinman and Nussenzweig 2002). En effet les DC qui ingérent des cellules apoptotiques
n’évoluent pas vers un phénotype mature mais malgré tout acquicrent I’expression de
CCR7 qui leur permet de migrer vers les organes lymphoides secondaires (Gallucci,
Lolkema et al. 1999 ; Hirao, Onai et al. 2000). Il y aurait donc une migration vers les
ganglions lymphatiques de DC semi-matures incapables d’activer les lyT et donc
potentiellement tolérogenes. Les DC jouent un réle important dans la tolérance
périphérique, mais les mécanismes restent mal connus. Elles agissent en induisant

I’anergie ou la délétion des lyT (Steinman, Hawiger et al. 2003).

- Tolérance périphérique par délétion clonale des IyT

La facon la plus directe de prévenir I’auto-immunité est I’élimination physique des
lymphocytes T auto-réactifs (ou délétion). Les DC peuvent conduire a la mort des lyT par
différents mécanismes :

oMort cellulaire induite par activation (ou AICD pour « activation-induced cell

death »), mécanisme mettant en jeux le systeme Fas/FasL. Un défaut d'AICD
aboutit a l'expansion de cellules T auto-réactives. Chez les souris, le déficit
d’expression de Fas ou de FasL conduit a une maladie auto-immune proche du
lupus érythémateux (Watanabe-Fukunaga, Brannan et al. 1992). Tandis que chez
I’Homme, un défaut dans la signalisation induite par Fas est a I’origine d’un
syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS). Ce syndrome associe au défaut
d’apoptose lymphocytaire, une lymphoprolifération non maligne et des phénomenes
auto-immunitaires atteignant surtout les cellules sanguines avec de Véritables auto-
anticorps dirigés contre les hématies, les neutrophiles et les plaquettes (Fisher,
Rosenberg et al. 1995).

olDO : Les DC pourraient aussi par le biais d’une signalisation inhibitrice (passant
par CD80 et CD86) induire I’activit¢ de I’enzyme IDO (I’indoleamine 2,3-
dioxygénase). IDO catalyse 1’¢limination du tryptophane, un acide aminé essentiel,
et augmente la production de métabolites immuno-régulateurs (kynurénines) qui
inhibent la prolifération des cellules T et induisent ’apoptose des cellules T
activées (Terness, Bauer et al. 2002). Les DC CD123"CCR6" peuvent acquérir
I’expression d’IDO aprés stimulation avec de I’IFNy ou de la PGE2 ou apreés liaison
avec CTLA-4 (Terness, Bauer et al. 2002 ; Braun, Longman et al. 2005 ; Fallarino,
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Grohmann et al. 2003 ; Mellor, Baban et al. 2003 ; Munn, Sharma et al. 2004). 1l est
intéressant de noter ici que I’expression d’IDO par les DC serait un des mécanismes
de suppression des lymphocytes Treg. Chez I’homme les cellules T CD4"
régulatrices peuvent réguler les réponses des cellules T CD8" 4 travers I’induction
de DC exprimant IDO (Munn, Sharma et al. 2004).

b. Tolérance périphérigue dominante

Contrairement aux autres mécanismes de tolérance périphérique, il s’agit d’un processus
actif dans lequel une population de cellules contréle ou régule I’activité d’une autre
population. A I’heure actuelle, différentes populations de lymphocytes T avec des
capacités régulatrices leur permettant de contréler les réponses immunitaires normales et
pathologiques ont été identifiées. Ces cellules jouent un réle indiscutable dans la
tolérance périphérique, notamment en prévenant le développement de maladies auto-
immunes. Ces cellules T régulatrices sont classées selon deux catégories : les cellules
induites et les cellules T régulatrices naturellement présentes dans l’organisme. Les
cellules Treg naturelles sont originaires du thymus et font 1’objet du prochain chapitre.
Les cellules régulatrices induites acquiérent des fonctions régulatrices suite a une
stimulation antigénique spécifique dans des milieux cytokiniques particulier. Elles se
distinguent donc des Treg dit « naturels », comme une sous-population de cellules T
distincte et spécialisée dans la fonction suppressive aprés induction. Ces cellules
régulatrices induites comprennent les lymphocytes TCRafy CD4+ sécréteurs d’IL-10
appelés Tri, les cellules régulatrices T helper 3 (Th3), les cellules TCRof CD8" CD2§",
les cellules TCRaf CD4°CD8", les cellules natural killers T ou NKT (Hammond,
Poulton et al. 1998 ; Lehuen, Lantz et al. 1998) et les cellules Tyd (Girardi, Lewis et al.
2002 ; Jameson, Witherden et al. 2003). Les cellules Trl ont été décrites par le groupe de
Roncarolo qui a montré que des cellules T CD4+ murines activées en présence d’1L-10 se
différencient en cellules régulatrices produisant de forts taux d’IL-10, capables d’inhiber
la colite auto-immune (Roncarolo, Gregori et al. 2006). Les Th3 sont des cellules qui ont
¢été identifiées initialement chez la souris, ou I’administration orale de MBP les protégeait
du développement de ’EAE (Chen, Kuchroo et al. 1994), puis chez ’homme (Fukaura,
Kent et al. 1996). Elles sont caractérisées par leur forte production de TGF-R. Les cellules
dendritiques sont fortement impliquées dans la tolérance et dans I’induction des cellules

régulatrices (Roncarolo, Levings et al. 2001). En effet, I’équipe de Yamazaki a montré
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qu’en présence de TGFP les DC étaient capables d’induire la transformation de LyT

CD4"Foxp3 en LyT CD4 Foxp3* (Yamazaki, Bonito et al. 2007).

Figure 9 : Mécanismes périphériques d’induction de la tolérance
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D’aprés Kamradt et Mitchison (Kamradt and Mitchison 2001)

Sur cette figure sont représentés plusieurs mécanismes périphériques d’induction de la

tolérance :

- L’ignorance immunologique : les cellules T sont séparées physiquement de leur
antigene.

- La délétion clonale par apoptose : l’interaction entre les cellules T qui expriment FAS
(CD95) et les CPA exprimant FAS ligand entraine la mort par apoptose des cellules T.

- L’anergie : Une inhibition de P’activation peut-étre obtenue aprés interaction entre
CTLA-4 (CD152) du LyT et la molécule CD80 exprimée par la CPA.

- Des cellules T régulatrices peuvent aussi inhiber ou supprimer d’autres cellules T.
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Les lymphocytes T régulateurs CD4*CD25"s"FOXP3*

Les cellules T régulatrices expriment le facteur de transcription forkhead box P3
(FOXP3) et sont naturellement présentes dans le systéme immunitaire. Elles jouent un
role considérable dans la tolérance périphérique des cellules T en contrdlant notamment
I’effet potentiellement délétere des cellules T auto-réactives qui ont échappé a la délétion
thymique. Elles sont donc indispensables pour le maintien de la tolérance au soi
(Sakaguchi 2004). Leur dysfonctionnement entraine des maladies auto-immunes qui
peuvent étre fatales (Bennett, Christie et al. 2001 ; Wildin, Ramsdell et al. 2001). Les
cellules Treg FOXP3+ expriment le CD25 (chaine o du récepteur de 1L-2). Elles peuvent
supprimer l'activation, la prolifération et les fonctions effectrices des ly T, des cellules
natural Killer (NK) et des cellules NKT, des cellules B et des cellules présentatrices
d'antigene in vitro et in vivo (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008). C’est cette capacité
unique de contréle des réponses immunitaires qui fait des Treg un acteur central dans la
physiopathologie des maladies auto-immunes, de I’allergie ainsi que dans le maintien de
la tolérance d’allogreffe et de la tolérance faeto-maternelle pendant la grossesse (Baecher-
Allan, Wolf et al. 2006). D’un autre c6té, les Treg peuvent aussi avoir des effets déléteres
en supprimant les réponses immunitaires antitumorales favorisant ainsi la progression des

tumeurs.

Origine et mécanisme d’action

des Treg:

l.1.s. Développement des cellules Treg « naturelles »

Avant la découverte et la caractérisation des cellules Treg naturelles (nTreg), la cause
des maladies auto-immunes spontanées était attribuée un probléme de tolérance centrale.
Plusieurs études chez la souris et le rat thyméctomisés montrent que le thymus normal
produit des cellules T caractérisées par leur fonction de prévention dans I’auto-immunité
(Nishizuka and Sakakura 1969 ; Penhale, Irvine et al. 1976 ; Penhale, Stumbles et al. 199
0; Fowell and Mason 1993). Chez ’homme, des thymocytes immatures FOXP3" ont été
identifiés (Fattorossi, Battaglia et al. 2008 ; Tuovinen, Kekalainen et al. 2008 ; Tuovinen,
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Pekkarinen et al. 2008 ; Lee and Hsieh 2009). Mais les exigences nécessaires au
développement des cellules Treg thymiques chez I'hnomme sont peu connues. Le
développement des nTreg commence in utero dans le thymus (Darrasse-Jeze, Marodon et
al. 2005). Les cellules dendritiques activées par une lymphopoiétine thymique
contribueraient a la sélection positive de thymocytes auto-réactifs et a leur transformation
en cellules Treg FOXP3" matures (Watanabe, Wang et al. 2005 ; Liu, Soumelis et al.
2007).

1.1.t. Les Trégulateurs FOXP3 induits

Chez ’homme les personnes agées de plus de 70 ans possedent un groupe de cellules
CD4*CD25"%" régulatrices fonctionnellement actif dans le sang, malgré I'involution du
thymus (Vukmanovic-Stejic, Zhang et al. 2006). L'explication probable est la génération
thymo-indépendante de Treg ou iTreg (Treg induit). Quand le géne FOXP3 est transduit
dans des cellules T CD4'CD25, ces cellules acquicrent I’expression de CD25 et d'autres
caractéristiques phénotypiques des nTreg ainsi que leurs capacités suppressives (Chen,
Jin et al. 2003). Des études chez I’homme et chez la souris montrent que plusieurs
cytokines sont nécessaires pour la production d’iTreg extra-thymique, les stimuli
essentiels comprennent TGF-B, I'l[FN-y, ou la stimulation d'anticorps anti-CD3/CD28
antigene specifique (Horwitz, Zheng et al. 2003). Chez I’homme, la mise en évidence ces
iTreg FOXP3" se heurte aux manques de marqueurs spécifiques des Treg. Les iTreg ont
donc des propriétés semblables aux nTreg générées dans le thymus. Les deux types de
cellules sont anergiques, ne proliferent pas apres stimulation du TCR et peuvent inhiber
la prolifération des cellules T CD4 CD25". Il est donc admis que les Treg FOXP3*
circulants sont issus de Treg naturels issus du thymus et de Treg induits issus de cellules
FOXP3™ périphériques. Il n’existe pas a I’heure actuelle de marqueurs permettant de les
distinguer (Yamazaki and Steinman 2009). Ainsi, dans le travail effectué sur les
vascularites, quand nous parlons de Treg, cela comprend donc probablement des cellules
T CD4 + CD25""FOXP3" régulatrices naturelles et induites (nTreg et iTreg).
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I.1.u. Mécanismes de suppression des Treg

L’activité suppressive des Treg nécessite une stimulation spécifique via le TCR et semble
ensuite s'exercer essentiellement via des molécules membranaires de maniére non
specifique (Sanchez-Fueyo, Sandner et al. 2006). Une étude de Caramalho et al.
(Caramalho, Lopes-Carvalho et al. 2003) a montré que la stimulation in vitro des
lymphocytes T régulateurs naturels CD4*CD25" par de fortes doses de LPS, via son
ligand le TLR4, induisait leur prolifération et augmentait leur capacité suppressive, méme
sans CPA. Il a également été montré récemment que la protéine heat shock 60 pouvait
stimuler la capacité suppressive des lymphocytes T CD4*CD25"" via le TLR2 (Zanin-
Zhorov, Cahalon et al. 2006). Par conséquent, des signaux non spécifiques passant par les
TLR pourraient aussi moduler ’activation et la fonction des cellules Treg. Les Treg
peuvent supprimer leurs cibles soit par sécrétion de cytokines inhibitrices, soit par
cytolyse directe des cellules cibles, soit par déprivation métabolique ou enfin, par
modulation des DC (figure 10) (Vignali, Collison et al. 2008).

Figure 10 : Principaux mécanismes suppresseurs utilisés par les Treg
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a. Sécrétion de cytokines inhibitrices IL-10, IL-35 et TGF-B
b. Cytolyse

c. Perturbation du métabolisme des effecteurs

d. Modulation des cellules dendritiques
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a) Sécrétion de cytokines immunosuppressives

Les Treg secrétent les cytokines immunosuppressives TGF-p et IL-10 (Levings,
Sangregorio et al. 2002 ; Dieckmann, Plottner et al. 2001). Cette propriété va a I’encontre
du dogme qui distingue les Treg naturels des autres cellules régulatrices grace leur
mécanisme d’action contact-dépendant (Dieckmann, Plottner et al. 2001). Le blocage de
ces cytokines par des Ac ainsi que 1’utilisation de souris déficientes en IL-10 ou TGFf ne
permet pas de bloquer ’activité des Treg (Piccirillo, Letterio et al. 2002 ; Shevach 2002).
Ces résultats montrent que le TGFB et I’'IL-10 auraient une place mineure dans les
mécanismes de suppressions des Treg.
- L1-10
L’IL-10 est capable d’influencer la différenciation et les fonctions effectrices de la
plupart des cellules immunitaires et elle est essentielle a leur efficacité dans le modéle
murin de la gastrite auto-immune dans lequel les cellules TCD4"CD25" contrélent la
réponse immune par production d’IL10 (Asseman, Mauze et al. 1999 ; Suri-Payer and
Cantor 2001). L’implication de I’'IL-10 semble toutefois varier selon les pathologies.
Cette implication pourrait étre fonction de la composante inflammatoire induite par des
pathogenes ou des agressions de I’environnement. En plus de son action inhibitrice sur
les cellules T, I’IL-10 aurait un effet d’atténuation des fonctions des DC les rendant
tolérogenes (Moore, de Waal Malefyt et al. 2001). Une partie de I’effet de 1’IL-10
pourrait également découler de I’induction de 1yT Trl. Les DC et les Trl ainsi induits
produisent a leur tour de I’'IL-10 et participeraient a une boucle d’amplification de la
suppression (Kryczek, Wei et al. 2006).
- LeTGFp

La fixation du TGFp a la surface des Treg a une importance cruciale dans la fonction des
Treg (Nakamura, Kitani et al. 2001; Green, Gorelik et al. 2003). Le TGFf intervient,
entre autres sur la maturation des DC (Yamaguchi, Tsumura et al. 1997) et participe a la
génération de novo de Treg a partir de lyT CD4"Foxp3'(Chen, Jin et al. 2003). De méme
que pour I’IL-10 une boucle amplificatrice d’un micro-environnement tolérogéne pourrait
faire suite a la sécrétion de TGFp par les DC. Le TGFf joue donc un r6le dans les
mécanismes immunosuppresseurs des Treg soit par action indirecte en modulant
I’activation des DC et en favorisant la synthése de Treg induit, soit en agissant

directement sur les cellules cibles.
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- L’IL-35:

Plus récemment une nouvelle cytokine immunosuppressive est venue rejoindre I’IL-10 et
le TGF-B : I'IL-35 (Collison, Workman et al. 2007). L’IL-35 appartient & la famille de
I’IL-12, son expression semble spécifique aux Treg (Collison, Workman et al. 2007 ;
Gavin, Rasmussen et al. 2007). Une expression ectopique d’IL-35 confére une activité
régulatrice et 1’IL-35 recombinante supprime la prolifération des cellules T in vitro
(Collison, Workman et al. 2007).
- les galectines

Les galectines, membres de la famille des lectines, ont treés récemment été proposees
comme nouvelles molécules suppressives employées par les Treg. Ainsi, la neutralisation
de la galectine-1, diminuerait I’activité suppressive des Treg in vitro (Garin, Chu et al.
2007). La galectine-1 entraine une diminution de la production des cytokines pro-
inflammatoires, 1’anergie, voire la mort cellulaire (Perillo et al, 1995 ; Rabinovich, Ariel
et al. 1999).

b) cytotoxicité

Les Treg seraient doués de propriétés cytotoxiques et entraineraient la mort des cellules T
et des lyB effectrices par apoptose grace a un mécanisme perforine/granzyme dépendant
(Grossman, Verbsky et al. 2004 ; Gondek, Lu et al. 2005 ; Zhao, Thornton et al. 2006).
Mais les Treg pourraient aussi exercer leur activité cytotoxique via la voie FAS/FASL

(Strauss, Bergmann et al. 2009).

¢) Perturbation du métabolisme des effecteurs :

Plusieurs mécanismes mettant en cause une perturbation du métabolisme des effecteurs
sont décrits. Le premier est une consommation de 1’IL-2 par les Treg qui expriment le
récepteur de 1’IL-2 de haute affinité. Cette consommation entrainerait une diminution de
la transcription de 1’IL-2 par les cellules cibles (Thornton and Shevach 1998; Dieckmann,
Plottner et al. 2001). Derniérement, une étude a montré que le TGF exercait son action
inhibitrice sur les premiers stades d’activation des cellules effectrices seulement en cas de
déprivation de I’'IL-2 (Wang, Khattar et al.). La déprivation d’IL-2 serait alors une
condition nécessaire mais pas suffisante pour que les Treg puissent inhiber les IyT
effecteurs.

Deux autres mécanismes faisant intervenir la libération d’adénosine ont été décrits.

L’adénosine relarguée par les cellules apoptotiques lors de 1’inflammation constitue un
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mécanisme physiologique de rétrocontrdle sur les lyT activés qui expriment le récepteur
A2A. Or, la coexpression des ectoenzymes CD39 et CD73 par les Treg permet la
transformation de I’ATP en adénosine (Kobie, Shah et al. 2006 ; Borsellino,
Kleinewietfeld et al. 2007 ; Deaglio, Dwyer et al. 2007). De plus, la fixation de
I’adenosine a son récepteur entrainerait aussi la génération de Treg induites en inhibant
I’IL-6 et en favorisant la sécrétion de TGFB (Zarek, Huang et al. 2008). Ainsi, la
production d’adénosine orienterait les lyT vers la voie régulatrice tout en inhibant les
différenciations Thl et Th17. L’adenosine pourrait aussi moduler 1’activation des DC en

faveur d’un phénotype tolérogenique (Wilson, Ross et al. 2009).

d) Modulation des cellules dendritiques

Plusieurs études ont montré le réle immunmodulateur que les Treg exercent sur les DC
(Serra, Amrani et al. 2003 ; Misra, Bayry et al. 2004 ; Lewkowich, Herman et al. 2005 ;
Houot, Perrot et al. 2006 ; Kryczek, Wei et al. 2006). Une étude chez la souris a montré
le role crucial de CTLA-4 dans le mécanisme de suppression des Treg in vitro et in vivo
(Wing, Onishi et al. 2008). CTLA-4 exprimé par les Treg, peut moduler I’expression de
CD80 et CD86 sur les DC, et ainsi inhiber D’activation des cellules T effectrices
(Cederbom, Hall et al. 2000; Paust, Lu et al. 2004). Chez I’homme il faut noter que seuls
les Treg CD45RO*FOXP3"" expriment de haut niveau de CTLA-4 (Miyara, Yoshioka et
al. 2009). L’utilisation d’Ac bloquant le CTLA-4 ou de Treg déficients en CTLA-4
entraine une diminution de 1’activité suppressive de ces Treg (Serra, Amrani et al. 2003)
(Oderup, Cederbom et al. 2006). De plus la liaison de CTLA-4 aux DC, induit
I’expression d’IDO par ces derniéres, qui via la déplétion en tryptophane et la synthése de
kynurénines contribue a la création d’un environnement inhibiteur (Fallarino, Grohmann
et al. 2003; Mellor and Munn 2004). Les Treg pourraient aussi moduler les fonctions des
DC par I’intermédiaire de LAG3 (pour « lymphocyte activation gene 3 »). LAG3 est un
homologue de CD4 qui se lie avec une trés forte affinité aux molécules de classe Il du
CMH et qui est nécessaire pour une activité optimale des Treg (Huang, Workman et al.
2004). Or, la liaison de LAG3 au CMH Il des cellules dendritiques entraine une
suppression de la maturation et des propriétés stimulatrices des DC (Liang, Workman et
al. 2008).
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Conclusion

Les Treg posseédent donc plusieurs mécanismes d’actions (cf. tableau 1) qui semblent
s’adapter au microenvironnement et a la spécificit¢é de leurs cibles cellulaires.
L’importance de la composante inflammatoire et la rapidit¢ de la progression de la

pathologie peuvent notamment influencer les mécanismes a mettre en jeu.

Tableau 1 : Mécanismes de supression des Treg

MOLECULE(S) | FONCTION
Mécanismes de suppression contact dépendant

CTLA4 (CD152) Régulation & la baisse des signaux de co-stimulation des DC
Interaction avec CD80 et CD86 sur les cellules T
conventionelles

CD73-CD39 Hydrolyse de I’ATP extracellulaire

LAG3 Induction de signaux inhibiteurs par les molécules de classe
Il du CMH

Granzyme B (souris) et Lyse des cellules T conventionnelles

granzyme A (homme)

CD95-CD95 ligand [nduction de I’apoptose des cellules T conventionnelles

Mécanismes de suppression médiés par les cytokines

TGFp et LAP Induction de FOXP3 dans les cellules T conventionnelles

IL-10 Attenuation de la fonction des DC
Conversion les cellules T conventionnelles en cellules Tgr1

Galectinel Arrét du cycle cellulaire et apoptose des cellules T
conventionnelles

CD25 Adsorption de I’IL-2

IL-35 Induction d’1L-35 par les cellules T conventionnelles

D’aprés Sakaguchi et al. (Sakaguchi, Miyara et al. 2010)
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Phénotype des Treg

L’identification des Treg in vitro reste sujet a controverse. Les Treg n’ont pas un
phénotype unique et clairement déefini. La recherche de marqueurs caractéristiques des
Treg fait suite aux travaux publiés chez la souris qui ont montre que les Treg de souris
expriment de maniere constitutive la chaine a du récepteur a I’'IL-2 (IL2Roc = CD25)
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Plusieurs études, cette fois-ci chez I’homme ont
caractérisé les Treg comme des cellules T CD4"CD25" (Dieckmann, Plottner et al. 2001 ;
Levings, Sangregorio et al. 2001 ; Taams, Vukmanovic-Stejic et al. 2002). Mais chez
I’homme, seules les cellules exprimant fortement le CD25 (CD25"") possedent des
propriétés suppressives (Baecher-Allan, Brown et al. 2001), alors qu’un niveau
d’expression intermédiaire correspond aux cellules activées. Ainsi, contrairement aux
Treg murins il n’est pas possible d’identifier les Treg humains avec CD25 comme unique
marqueur. Le facteur de transcription FOXP3 apparait comme le marqueur le plus
specifique (Bettini and Vignali 2010). Régulierement de nouveaux marqueurs des Treg
sont découverts mais ils ne sont pas exclusifs des Treg. Les marqueurs exprimeés par les
Treg sont récapitulés dans le tableau 2 (Sakaguchi, Miyara et al. 2010). Les marqueurs
FOXP3, GITR et CTLA-4 sont aussi exprimés par les T activés (Sakaguchi, Miyara et al.
2010). Les Treg peuvent étre caractérisés par 1’absence ou le faible niveau d’expression
de CD127, la chaine a du récepteur a I’IL7 (Codarri, Vallotton et al. 2007). L’absence de
CD127 semble étre un bon marqueur, car 1’expression de CD127 est inversement corrélée
avec I’expression de FOXP3 et la fonction suppressive des Treg (Liu, Putnam et al.
2006). Mais, CD127 ne peut pas étre utilisé seul parcequ’il est diminué aprés activation
(Mazzucchelli and Durum 2007 ; Aerts, Dombrecht et al. 2008). Le CD62L pourrait étre
utilisé en complément du CD25 et du CD127. En effet, méme si ce marqueur n’est pas
exclusif des Treg, son expression sur les cellules conventionnelles T CD4" activées est
faible (CD62L'"). Ainsi les Treg peuvent étre définies comme des cellules
CD4'CD25""CD127"°"CD62L" (Hamann, Klugewitz et al. 2000 ; Sakaguchi, Miyara et
al. 2010).
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Tableau 2 : Marqueurs des Treg

Facteur de Activation et Homing et | Fonctions suppressive | Apoptose, survie
transcription mémoire origine et effectrice et autres
FOXP3 CD45RA CD62L CTLA4 CD27
CD45RO CCR4 ICOS 0X40
CD25 CCR6 CD39-CD73 CD95
HLA-DR CCR9 LAP PD1
absence de CD127 [CD103 Granzyme B GITR
CD69 CD304 Galectin 1 Galectin 3
CD31 Galectin 10 GARP
absence de [TRANCE MS4A4B
CD49d CD80 and CD86 IL-1R
IL-10 CD6
IL-17
CD2
Lack of IL-2

CCR : CC-chemokine receptor; CTLAA4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4; FOXP3 :

forkhead box P3; GARP, glycoprotein A repetitions predominant; GITR : glucocorticoid-
induced TNF-receptor-related protein; ICOS, inducible T cell co-stimulator; LAP, latency-
associated peptide; MS4A4B, membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4B,;

PD1, programmed cell death 1; R, receptor; TRANCE, TNF-related activation-induced
cytokine

D’aprés Sakaguchi et al. (Sakaguchi, Miyara et al. 2010)

Différentes sous populations de

Treg

Parallelement a la recherche de marqueurs spécifiques, des travaux ont montré que les
Treg forment une population hétérogene et réguliérement, de nouveaux sous-groupes
fonctionnels sont identifiés.

Ainsi LAP (Latency-associated peptide) est retrouvé sur les Treg qui expriment de fort
niveau de FOXP3, GITR et CTLA-4 (Chen, Yan et al. 2008), et permet de distinguer un
sous-groupe de Treg qui exprime le TGFf. Ce sous-groupe a un pouvoir de suppression
important dans les modéles d’EAE (Encéphalite expérimentale auto-immune).

Toujours dans ’EAE, des Treg exprimant le CCR6 s’accumulent dans le systéme
nerveux central des souris malades. Ces Treg CCR6" sont minoritaires en périphérie et
pourraient avoir un role important dans le contrdle des réponses immunitaires au niveau

des tissus inflammatoires (Kleinewietfeld, Puentes et al. 2005).
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L’ectoenzyme CD39 permet aussi de distinguer un sous-groupe de Treg CD39" qui
seraient capables de supprimer 1’activation des Th17 contrairement aux Treg n’exprimant
pas le CD39 (Borsellino, Kleinewietfeld et al. 2007 ; Mandapathil, Lang et al. 2009). Or,
cette sous population de Treg CD39" est trés diminuée dans la SEP au moment des
poussées (Fletcher, Lonergan et al. 2009).

Treqg naifs et Treq effecteurs :

Plusieurs ¢études montrent que 1’utilisation de CD45RA et de CD45RO serait
particuliérement intéressant combinées au CD25 et a I’expression de FOXP3 pour
distinguer des Treg dit naifs (CD45RACD45R0O") des Treg dit effecteurs (CD45RA
CD45R0O") (Valmori, Merlo et al. 2005; Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006 ; Miyara,
Yoshioka et al. 2009). Les Treg naifs possedent aussi des fonctions suppressives et sont
caractérisées par un niveau faible d’expression de FOXP3, ce sont des cellules
CD4*CD45RAFOXP3'" (Fritzsching, Oberle et al. 2006 ; Miyara, Yoshioka et al.
2009). Apres stimulation via leur TCR, elles se convertissent en cellules Treg effectrices
a forte activité suppressive in vitro CD4'CD45RO*CD25""FOXP3"" (Miyara,
Yoshioka et al. 2009). Ces cellules Treg effectrices ont les caractéristiques de cellules
récemment activées et leur prévalence augmente chez 1’adulte et les personnes agées
contrairement aux cellules Treg naives qui prédominent in utero (Sakaguchi, Miyara et
al. 2010). L’expression de HLA-DR permet de distinguer, les Treg effecteurs HLA-DR*
qui sont plus efficaces pour la suppression in vitro, de celles qui ont perdu I’expression de
HLA-DR et qui se différencient vers un stade Treg effecteurs terminal (Baecher-Allan,
Wolf et al. 2006).

R6le des Treg dans la prévention

des MAI

Chez ’homme, la mutation du géne FOXP3 est a I’origine d’un syndrome auto-immun
polyviscéral de transmission récessive liée a 1’X associant une maladie auto-immune
polyendocrinenne, une entéropathie inflammatoire et un terrain allergique (syndrome de
I’'IPEX pour « immune disorder polyendocrinopathy enteropathy X linked syndrome »)
(Powell, Buist et al. 1982 ; Bennett, Christie et al. 2001; Wildin, Ramsdell et al. 2001).

Dans le syndrome d’IPEX, les taux de Treg sanguin restent normaux et c’est un déficit
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fonctionnel qui est a 1’origine des signes cliniques plus qu’un défaut de différenciation
des Treg (Bacchetta, Passerini et al. 2006). Chez ces patients, la greffe de moelle
allogenique entraine une correction des dysfonctionnements et la guérison clinique ainsi
qu’une régénération de cellules T régulatrices CD4+CD25™" (Wildin, Smyk-Pearson et
al. 2002; Zhan, Sinclair et al. 2008).

De plus, plusieurs défauts fonctionnels et/ou quantitatifs ont été observés dans différentes
maladies auto-immunes. Dans le diabéte de type 1, un déficit fonctionnel des Treg a été
observé (Lindley, Dayan et al. 2005). Une étude récente montre que la réversion du
diabéte par I’IL-2 chez les souris NOD, passe par une augmentation des Treg au niveau
du pancréas (Grinberg-Bleyer, Baeyens et al. 2010). Dans la maladie de Kawasaki, un
déficit quantitatif accompagné d’une diminution de [’expression de FOXP3 a été
observée en phase aigué de la maladie (Furuno, Yuge et al. 2004). Dans D’arthrite
juvénile, il a ét¢ démontré que les formes les plus séveéres s’associaient a un nombre
réduit de cellules T CD4'CD25" et que ces cellules avaient un déficit fonctionnel (de
Kleer, Wedderburn et al. 2004). Dans la SEP, si les Treg sont identifiées comme des
cellules T CD4"CD25" elles présentent un déficit fonctionnel, alors que lorsqu’elles sont
identifiées comme T CD4*CD25'CD127""" elles ont les mémes capacités suppressives
que les Treg de témoins (Michel, Berthelot et al. 2008). Dans la polyarthrite rhumatoide,
les études quantitatives ne vont pas toutes dans le méme sens. Une majorité des études ne
montre pas de différences significatives du nombre de Treg circulants (Cao, Malmstrom
et al. 2003 ; Ehrenstein, Evans et al. 2004 ; van Amelsfort, Jacobs et al. 2004 ; Aerts,
Dombrecht et al. 2008). Par contre, une augmentation du nombre de Treg dans le liquide
synovial, accompagné d’un déficit fonctionnel est retrouvée dans plusieurs études (van
Amelsfort, Jacobs et al. 2004 ; Mottonen, Heikkinen et al. 2005 ; Lawson, Brown et al.
2006). De plus, dans la PR, il a aussi été observé une résistance des cellules effectrices
circulantes a la suppression exercée par les Treg (van Amelsfort, Jacobs et al. 2004).
Dans cette pathologie le TNF est surexprimé et les traitements par anti-TNF ont fait leur
preuve. Or il a été montré, que sous I’action du TNF, les Treg des patients expriment
moins de FOXP3 et que cette diminution entraine une diminution de 1’activité
suppressive des Treg (Valencia, Stephens et al. 2006). Chez ’homme, la mise en
évidence des mécanismes par lesquels le déficit des Treg joue un role dans la
physiopathologie du lupus est sujet a controverse. Les études quantitatives sur les Treg
donnent des résultats divergents. Les premiéres études, dans les quelles les Treg sont

identifiés par cytométrie comme CD4°CD25" ont montré une diminution (Crispin,
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Martinez et al. 2003 ; Fathy, Mohamed et al. 2005 ; Yang, Lu et al. 2005 ; Lee, Wang et
al. 2006). Par la suite plusieurs équipes ont signalé une diminution du pourcentage des
cellules CD4*CD25""FOXP3* (Liu, Wang et al. 2004 ; Miyara, Amoura et al. 2005;
Mellor-Pita, Citores et al. 2006; Barath, Aleksza et al. 2007; Lyssuk, Torgashina et al.
2007; Valencia, Yarboro et al. 2007; Bonelli, von Dalwigk et al. 2008; Lee, Hong et al.
2008). Quatre de ces groupes ont montré une corrélation inverse entre le pourcentage de
cellules CD4"CD25" et l'activité de la maladie (Miyara, Amoura et al. 2005; Valencia,
Yarboro et al. 2007; Bonelli, von Dalwigk et al. 2008; Lee, Hong et al. 2008). Deux
groupes ont révélé une augmentation des cellules CD4*CD25"9" chez les patients lorsque
la maladie en phase de rémission (Miyara, Amoura et al. 2005; Lin, Chen et al. 2007).
Les corticoides influenceraient aussi le nombre de Treg en les augmentant. (Suarez,
Lopez et al. 2006 ; Yates, Whittington et al. 2008). Etant donné que le nombre total de
cellules T chez les patients atteints de LED actif est diminué, le nombre absolu de
cellules CD4*CD25"9" circulantes devrait étre diminué. Malgré tout, des études récentes
rapportent le contraire : le nombre de cellules Treg chez des patients lupiques serait
similaire a celui de témoins sains (Alvarado-Sanchez, Hernandez-Castro et al. 2006;
Venigalla, Tretter et al. 2008; Yates, Whittington et al. 2008). Enfin un troisiéme groupe
montre que bien que le pourcentage de cellules CD4*CD25"%" chez les patients atteints
de LED actif soit normal, le nombre relatif (par rapport aux cellules effectrices) de ces
Tregs est en fait diminué en raison d'une expansion des Lymphocytes T effecteurs (Zhao,
Li et al. 2008). La fonction suppressive des Treg a aussi €té largement étudiée dans le
LED et donne aussi des résultats contradictoires. Certaines études ont trouvé que cette
fonction était altérée (Lyssuk, Torgashina et al. 2007; Valencia, Yarboro et al. 2007 ;
Bonelli, von Dalwigk et al. 2008 ; Venigalla, Tretter et al. 2008). Dans la majorité des cas
le déficit était attribué aux Tregs, mais un groupe a signalé une résistance accrue des T
effecteurs a la suppression (Venigalla, Tretter et al. 2008).

Aujourd’hui, il semble clair que les lymphocytes Treg jouent un roéle dans la
physiopathologie des MAI. Mais I’ensemble de ces résultats montrent qu’il est difficile
d’explorer quantitativement et qualitativement les Treg dans 1’auto-immunité. En effet,
de nombreux parameétres influencent ces resultats. Certain sont intrinséques aux patients
(traitement immunosuppresseurs, stade de la maladie) et d’autres sont dépendants des
conditions expérimentales. Les divergences de résultats entre les différentes études
peuvent s’expliquer par des différences de marquage et de définition des cellules Treg.

Certaines études ont été faites en tenant compte de la totalité des CD4"CD25". Or, il a été
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montré que 1’activité suppressive des Treg et 1’expression de FOXP3 se trouvait dans la
fraction CD25"9" de ces cellules. Le probléme est qu’il n’existe pas de marqueur unique

permettant de définir les Treg.

Physiopathologie des vascularites a ANCA
Introduction

Les vascularites associées aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires
neutrophiles (ANCA) constituent un groupe d’affections systémiques caractérisées par
une atteinte inflammatoire et nécrosante des vaisseaux de petit calibre. Les vascularites
associees aux ANCA (VAA) sont les vascularites des petits et moyens vaisseaux les plus
répandues chez I’homme. En Europe et aux Etats-Unis, 1’incidence annuelle est de 1 a 5
cas pour 100 000 habitants (de Lind van Wijngaarden, van Rijn et al. 2008). Ces
vascularites a ANCA sont des maladies auto-immunes caractérisées par des auto-
anticorps, dirigés contre les constituants cytoplasmiques des neutrophiles (Kallenberg,
Brouwer et al. 1994). Elles conduisent a une occlusion des vaisseaux et a des lésions
potentiellements importantes dans de nombreux organes (Jennette and Falk 1997). Ces
vascularites regroupent trois maladies majeures : la granulomatose de Wegener (GW), la
polyangéite microscopique (PAM) et le syndrome de Churg-Strauss (SCS).

Les Anticorps anti-cytoplasme des

polynucléaires neutrophiles

Les ANCA ont été découverts par hasard en 1982 par Davies et al (Davies, Moran et al.
1982). Alors qu’ils étudiaient les anticorps antinucléaires, par immunofluorescence
indirecte (IFI), dans des sérums de patients atteints de glomérulonéphrite nécrosante
segmentaire, ils ont observé sur des frottis de neutrophiles une image cytoplasmique
diffuse, mais non nucléaire. En 1985, I’équipe de van der Woude constate que les ANCA
cytoplasmiques sont produits principalement chez des patients avec une granulomatose

de Wegener (van der Woude, Rasmussen et al. 1985). Puis c’est en 1988, que Falk et
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Jennette retrouvent dans le sérum d’un patient atteint de vascularite systémique
idiopathique et d’une glomérulonéphrite nécrosante en croissant, des ANCA avec une
image périnucléaire dont la cible antigénique est la myéloperoxydase (MPO) (Falk and
Jennette 1988). Deux ans plus tard, la protéinase 3 (PR3) a été reconnue comme I’auto
antigéne majeur dans les WG avec des ANCA de type cytoplasmique (Jennette, Hoidal et
al. 1990; Pettigrew 1990). Aujourd’hui il existe plusieurs études qui montrent que les
ANCA sont directement impliqués dans la pathogénie des VAA. Au total, les ANCA sont
donc dirigés contre des composants des granules primaires des neutrophiles et des
monocytes : la protéinase 3 (PR3) et la my¢loperoxydase (MPO). Il existe d’autres cibles
antigéniques qui sont accessoires : 1’¢lastase, la cathepsine G, la BPI (pour bactericidal
permeability increasing), la lactoferrine et LAMP-2 (Kain, Matsui et al. 1995). Deux
types de marquages sont reconnus en immunofluorescence indirecte sur frottis de PNN:
une image cytoplasmique (CANCA) et une image périnucléaire (PANCA) (Figure 11).
L’image périnucléaire est un artefact dii a une réorganisation des composants du PNN
suite a la fixation a 1’éthanol. En effet, la fixation des neutrophiles dans 1’éthanol
perméabilise les membranes des organelles intracellulaires et entraine le déplacement des
composes chargés positivement (comme la MPO) vers la membrane nucléaire chargée
négativement. Grace a cet artefact, les anti-MPO et les anti-PR3 donnent deux images
différentes en IFI, respectivement pANCA et cANCA. L’identification de la cible
antigénique MPO ou PR3 se fait par des techniques immuno-enzymatiques. Dans la GW,
les ANCA sont le plus souvent de fluorescence cytoplasmique et de spécificité anti-PR3;
ils sont présents dans plus de 80 % des cas en phase active, et sont des marqueurs de la
maladie. Dans la polyangeéite microscopique, ils sont généralement de spécificité anti-
MPO avec une image de p-ANCA (Hoffman and Specks 1998). En plus de la spécificité
des ANCA, D’affinité de ces ANCA pour leur cible est importante. Ainsi, Yoshida et al
ont monté que les anti-MPO pouvez étre classés en deux groupes en fonction de leur
affinité, ¢élevée ou basse et que I'importance de I’affinité corrélait avec I’activité de la

maladie (Yoshida, Sasaki et al. 2009).
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Figure 11: Aspect des ANCA sur frottis de PNN fixés a I’éthanol par
immunofluorescence indirecte

- Aspect pANCA (1 et 2) : La fluorescence est localisée soit sur la périphérie du

noyau, soit sur la totalité du noyau. L’antigéne reconnu par les pANCA est souvent
la MPO.

- Aspect cANCA (3): La fluorescence est localisée dans le cytoplasme des PNN,
I’antigéne est souvent la PR3. Ces anticorps sont trés évocateurs de la

granulomatose de Wegener.
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Classification des wvascularites

Les criteres de classification pour les grandes formes de vascularites ont été établis par
I'’American College of Rheumatology (ACR) en 1990 (Hunder, Arend et al. 1990 ;
Leavitt, Fauci et al. 1990). Ces criteres sont fondés sur des données prospectives a partir
d'une banque de données de 800 patients atteints de vascularite. Ils déterminent des
caractéristiques cliniques, biologiques et histologiques qui peuvent aider a distinguer
notamment la maladie de Wegener et le Syndrome de Churg et Strauss d’autres
vascularites. Les critéeres proposés ne permettent pas de différencier parfaitement les
différents types de vascularites des petits vaisseaux et notamment ne différencient pas un
purpura rhumatoide d'une maladie sérique. En 1994, la Conférence de Consensus de
Chapel Hill propose de nouveaux criteres de nomenclature des vascularites systémiques
et établit officiellement le concept de la polyangéite microscopique (PAM). Cette
nomenclature est basée sur des données anatomopathologiques et cliniques. Elle identifie
trois groupes selon la taille des vaisseaux les plus souvent touchés (Jennette, Falk et al.
1994 ; Jennette and Falk 1997) (figure 12). Cependant dans une méme maladie il peut y
avoir des chevauchements importants de la taille des vaisseaux touchés. Ce consensus ne
prend pas en compte les données immunologiques, en particulier la présence d’ANCA.
Les vascularites a ANCA sont classées dans le groupe des « vascularites des petits
vaisseaux » atteignant les petites arteres, les artérioles et les capillaires. Dans ce groupe,
I’atteinte rénale est trés fréquente et constitue un élément de gravité de la maladie. C’est
le résultat de la biopsie rénale et la présence d’ANCA qui permet de distinguer deux sous
groupes de vascularites des petits vaisseaux : un premier groupe de vascularites avec
dép6t de complexes immuns, sans ANCA, qui comprend les cryoglobulinémies mixtes,
les vascularites lupiques et le purpura rhumatoide, et un deuxiéme qui comprend les
vascularites sans dépbts glomérulaires, avec des ANCA, appelées aussi vascularites
« pauci-immune ». Les derniers critéres de classification validés par 1’agence de
médecine européenne tiennent compte des criteres de I’ ACR, de ceux de la conférence de
consensus de Chapel Hill, de la présence d’ANCA et de marqueurs cliniques
caractéristiques. Ces criteres ont donné lieu a un algorithme qui permet une classification
mais qui doit encore étre révisé (Watts and Scott 2009).

Pour ce qui est du diagnostic, en pratique clinique il repose essentiellement sur

I’interprétation rigoureuse des données anatomopathologiques dans un contexte clinique
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¢évocateur ou la présence d’ANCA vient conforter le diagnostic de VAA. L’activité de la
maladie peut étre quantifiee par le BVAS (pour « Birmingham Vasculitis Activity
Score ») (Jayne, Rasmussen et al. 2003).

Figure 12 : Classification de Chapel Hill.
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Clinique des VAA

1.1.v. Manifestations communes aux VAA

Les vascularites associees aux ANCA sont souvent graves et parfois fatales, elles doivent
donc étre diagnostiquées et traitées rapidement. Ces pathologies évoluent sous traitement
en périodes de rémissions entrecoupées de rechutes. Il peut y avoir atteinte de plusieurs
organes en méme temps ou d’un organe isolé (cf.tableau 3). Les signes cliniques résultent
de l’atteinte inflammatoire des différents organes, une VAA peut donc étre suspectée
chez tout patient présentant des signes cliniques d’une maladie multi-systémique tel que :

- Des signes cutanés qui traduisent la vascularite et qui sont en rapport avec la
taille des vaisseaux intéressés.

- Des arthralgies qui peuvent étre inaugurales.

- Des manifestations neurologiques, le plus souvent périphériques rarement
centrales.

- Une atteinte musculaire.

- Une atteinte pulmonaire avec des infiltrats pulmonaires.

- Une atteinte rénale, caractérisée par une glomérulonéphrite nécrosante et
proliférative extra-capillaire (Jennette, Falk et al. 1994), qui est une cause
majeure d’insuffisance rénale terminale en 1’absence d’instauration rapide de
traitement.

Les symptomes généraux (fievre et amaigrissement) sont également communs.

l.1.w. La granulomatose Wegener

C’est Friedrich Wegener qui réalisa 1’étude détaillée de la maladie dans les années 1936-
39 et qui donna son nom a la maladie. Cette vascularite est aussi appelée vascularite
granulomateuse idiopathique (VGI). La maladie de Wegener est caractérisée par une
granulomatose avec rhinite et néphropathie. Les signes d’appels peuvent étre oto-rhino
laryngés (ORL) (Angel, Chen et al. 2009) ou pulmonaires. Les manifestations ORL
peuvent persister de facon isolée sans que le diagnostic de la malade soit pose. C’est la
survenue de nouvelles manifestations qui fait suspecter une GW. Ces signes ORL se

manifestent le plus fréquemment par une sinusite ou une rhinite trainante et plus rarement
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par des épistaxis ou une surdité. Des lésions de destruction osseuse peuvent étre
observées a ce stade. Les signes d’appel pulmonaires ne sont pas spécifiques et peuvent
se manifester sous forme de toux, de dyspnée, de douleurs thoraciques ou d’hémoptysie,
avec des nodules a la radiographie. L’atteinte pulmonaire, sous forme de capillarite
alvéolaire nécrosante, peut mettre le pronostic vital en jeu en évoluant en hémorragie
alvéolaire diffuse (Cordier, Valeyre et al. 1990). Les atteintes pulmonaires et ORL sont
trés souvent associées a une atteinte rénale. L’atteinte rénale caractérise la majorité des
formes systémiques de la maladie et peut entrainer une glomérulonéphrite rapidement
évolutive a la suite d'une glomérulonéphrite nécrosante en croissant pouvant conduire a
une insuffisance rénale terminale (figure 13). Dans les formes généralisées de GW, les
ANCA anti-PR3 sont présents dans 80 a 90 % des cas et les ANCA anti-MPO dans 10 %
des cas (Hoffman, Kerr et al. 1992 ; Matteson, Gold et al. 1996). Les formes localisées de
la granulomatose de Wegener sont habituellement limitées aux yeux, aux oreilles, au nez
et aux poumons et les ANCA ne sont détectees que dans 60 % des cas. Histologiquement,
la WG est caractérisée par une inflammation granulomateuse touchant les voies
respiratoires et une vascularite nécrosante touchant les vaisseaux de petits et moyens
calibres. 1l est intéressant de noter que le pronostic dépend de I’atteinte clinique. Ainsi
I’atteinte rénale a prédominance granulomateuse serait un facteur de mauvais pronostic,
alors qu’une atteinte ORL avec une prédominance vasculaire serait un facteur de bon

pronostic.

Figure 13 : Glomérulonéphrite nécrosante en croissant

Image issue de la bibliothéque d’image du CRI rubrique VAA par Loic Guillevin
Biopsie rénale montrant une glomérulonéphrite extracapillaire avec un croissant cellulaire
occupant une large place dans le glomérule.
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l.1.x. La polyangéite microscopique

Dans la polyangéite microscopique, 1’atteinte rénale est presque constante et caractérisée
par une vascularite nécrosante pauci-immune des petits vaisseaux sans formation de
granulomes (Savage, Winearls et al. 1985). Le spectre clinique est semblable a celui de la
WG, bien que I’atteinte ORL et pulmonaire soit beaucoup moins fréquente, I’atteinte
rénale peut donc étre la seule manifestation. Environ la moitié des patients atteints de
PAM développe des hémorragies pulmonaires induites par une capillarite alvéolaire
nécrosante (Jayne 2004). La PAM est la cause la plus fréquente de syndrome pulmonaire
et rénal. Les ANCA sont présents dans 60 % a 75 % des cas et ils sont essentiellement de
type anti-MPO (Guillevin, Durand-Gasselin et al. 1999).

l.1.y. Le Syndrome de Churg-Strauss

Le SCS est caractérisé par un asthme grave associé a une hyperéosinophilie sanguine et
pulmonaire. La glomérulonéphrite rapidement progressive et 1’hémorragie pulmonaire
sont moins fréquentes que dans la GW et dans la PAM. Les caractéristiques
histopathologiques typiques du SCS comprennent une hyperéosinophilie, une
inflammation granulomateuse touchant les voies respiratoires et une vascularite
nécrosante touchant les petits et moyens vaisseaux. L'histoire naturelle du SCS est
caractérisée par trois stades cliniques : une phase prodromique composée d'un asthme
sévere (99 % des patients), suivie par l'infiltration d'éosinophiles dans les tissus (par
exemple, des infiltrats pulmonaires) et enfin, une vascularite systémique associée a des
anticorps anti-MPO touchant essentiellement la peau, les reins et les nerfs périphériques
en plus de 1’éosinophilie périphérique et de l'asthme. Il peut y avoir une maladie
granulomateuse lors de la troisiéme étape. Toutefois, les trois étapes peuvent survenir
indépendamment les unes des autres. Le tableau clinique differe selon la présence ou
I’absence d’ANCA : les patients dépourvus d’ANCA présentent des manifestations liées
a I’infiltration éosinophilique présente soit au niveau cardiaque avec une myocardiopathie
ou une pericardite, soit au niveau pulmonaire sous la forme de pleuresie éosinophilique
(Sable-Fourtassou, Cohen et al. 2005). Les patients ayant des ANCA ont plus volontiers
des manifestations directement liées a la vascularite : glomérulonéphrite, hémorragie

alvéolaire, purpura. Les ANCA sont presents chez environs 40 % des patients, dans plus
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de 75 % des cas ces ANCA sont dirigés contre la MPO, le reste étant dirigé contre la PR3
(Sinico, Di Toma et al. 2005).
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Tableau 3 : Manifestations cliniques, biologiques et histologiques des VAA.

Granulomatose de Wegener

Micropolyangéite

Syndrome de Churg-Strauss

ANCA Positivité | 80-90 % ANCA 50-70 % ANCA 35-45 % ANCA
Spécificité | 90 % cANCA-PR3 80 % pANCA-MPO 75 % pANCA-MPO
10 % pANCA-MPO 10 % cANCA-PR3 10 % cANCA-PR3
Histologie Vascularite nécrosante des petits | Vascularite nécrosante des Vascularite nécrosante des

vaisseaux
Une atteinte des arteres de moyen
calibre est possible

petits vaisseaux

Une atteinte des arteres de
moyen calibre est possible

petits vaisseaux
Infiltrat vasculaire et
tissulaire riche en

Inflammation granulomateuse Absence de aranulome éosinophiles
g Granulomes extra-
vasculaires
Atteinte ORL 80-90 % 20-30 % 50-80 %

Rhinorrhée chronique, crolteuse
et sanglante, sinusite, ulcérations

Ulcération buccale, épistaxis,
sinusite

Rhinite allergique, polypose
nasale, sinusite, perte

nasales ou buccopharyngées, d'audition
perforation de la cloison nasale,
affaissement de I'ensellure nasale,
otite séreuse, perte d'audition,
sténose sous glottique
Atteinte 50-80 % 20-60 % 96-100 %
pulmonaire Infiltrat, nodules volontiers Infiltrat, hémorragie alvéolaire, | Asthme
excaves, épanchement pleural 40-70 %

Hémorragie alvéolaire

Infiltrat fugace, pleurésie,
hémorragie alvéolaire

Atteinte rénale

50-80 %
Glomérulonéphrite
extracapillaire, rares granulomes

90-100 %
Glomérulonéphrite
extracapillaire

15-40 %
Glomérulonéphrite
extracapillaire

Atteinte cardiaque | 10-20 % 10-20 % 20-45 %
Péricardite, valvulopathie, Peéricardite Cardiomyopathie spécifique,
infarctus péricardite

Atteinte SNP 10-50 % 15-60 % 70 %
Multinévrite, polyneuropathie Multinévrite, polyneuropathie | Multinévrite,

sensitivomotrice

sensitivomotrice

polyneuropathie
sensitivomotrice

Atteinte SNC

10 %
Atteinte de paires craniennes,
masse, pachyméningite

10 %
Atteinte ischémique
encéphalique

15 %
Atteinte du systéme nerveux
central

Atteinte 50-80 % 30-70 % 25-60 %
articulaire Avrthralgies, arthrites Avrthralgies, arthrites Arthralgies, arthrites
Atteinte cutanée | 30-60 % 40-70 % 50-80 %

Purpura, ulcérations, nodules
granulomateux sous cutanés

Purpura, papules, ulcérations

Purpura, papules, ulcérations

Atteinte oculaire

30-60 %

Sclérite, épisclérite, uveite,
pseudotumeur granulomateuse
rétro-orbitaire

20-30 %
Sclérite, épisclérite, uvéite

10 %
Sclérite, épisclérite, uvéite

Age moyen 47 ans 49 ans 47 ans
Sexe 54 % H 59%H 51%H
Eosinophilie Rare Absente 90-100 %

Manifestations cliniques, biologiques et histologiques des VAA a partir de plus de 1600

observations issues de littérature. D’aprés Puéchal (Puéchal 2007)

SNP : systeme nerveux périphérique ; SNC : systéme nerveux central.
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I.1.z. Traitement des vascularites a ANCA

Actuellement, les immunosuppresseurs combinés avec des corticoides forment la pierre
angulaire du traitement des VAA. lls sont choisis et adaptés en fonction de la maladie
concernée, de la sévérité, de I’extension de la maladie et du terrain. Le traitement
comporte deux phases, une phase d’induction qui doit étre débutée en urgence afin de
limiter les séquelles et dont le but est d’obtenir la rémission, puis un traitement
d’entretien de limiter les rechutes. Pour les formes systémiques de GW et les cas de
mauvais pronostic des PAM et de SCS la corticothérapie associée au cyclophosphamide
permet d’assurer une rémission prolongée (Jayne, Rasmussen et al. 2003 ; Mukhtyar,
Guillevin et al. 2009). Dans la GW, ces traitements permettent d’obtenir une rémission
dans plus de 80 % des cas et entrainent une amélioration spectaculaire de la survie.
Néanmoins 25 % des patients font des événements graves (infections, néoplasies) liés aux
effets indesirables du traitement. Le taux de rechute a 5 ans est de 50 % dans la GW. Les
rechutes menacent le pronostic vital a court terme et sont la source de seéquelles viscérales
irréversibles (Hoffman, Kerr et al. 1992). Des rechutes répétées de la maladie conduisent
alors a une intensification des immunosuppresseurs toxiques. Malgré les progres réalisés,
grace a la recherche clinique, la prise en charge de ces patients reste donc difficile.
Cependant, ’avénement des immunosuppresseurs a apporté un regard nouveau sur cette
maladie qui est passée d’une maladie d’évolution rapide et fatale, a une maladie
chronique. Le probléme majeur, a I’heure actuelle, étant la survenue des récidives qui
nécessitent la prolongation des immunosuppresseurs, et donc la survenue d’effets
secondaires graves. Une récente étude faite au Royaume Unis montre une augmentation
de la prévalence de la maladie de Wegener de 28.8 cas par million a 64.8 cas par million
entre 1990 a 2005 malgré une incidence constante de la maladie (a 8.4 par million). Cette
é¢tude prouve que I’amélioration de la prise en charge de ces malades entraine
I’augmentation de leur durée de vie (Watts, Al-Taiar et al. 2009). La toxicité du
cyclophosphamide a conduit a la recherche de nouveaux traitements. Ainsi en relais de ce
dernier pour le traitement d’entretien, I’ Azathioprine ou le methotrexate sont utilisés. De
méme, les immunoglobulines par voie intraveineuse peuvent étre utilisées chez les
malades en rechute (Jayne, Chapel et al. 2000 ; Ito-lhara, Ono et al. 2006). En cas
d'atteinte rénale sévere, des échanges plasmatiques sont également indiqués (Mukhtyar,
Guillevin et al. 2009). De nouvelles biothérapies sont testées dans le cadre d’essais

cliniques. Ainsi les anti-TNF semblent donner de bons résultats (Bartolucci, Ramanoelina
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et al. 2002). Les anti-CD20 semblent eux aussi donner de bons résultats, notamment dans
I’induction de rémission de vascularites réfractaires (Keogh, Wylam et al. 2005), et font
actuellement 1’objet de 4 essais cliniques indépendants (Mukhtyar, Guillevin et al. 2009).
Les résultats de deux de ces essais comparant les effets du rituximab a ceux du
cyclophosphamide administré par voie intraveineuse ou par voie orale, montrent une
efficacité du rituximab comparable a celle du cyclophosphamide dans 1’induction d’une
rémission de la maladie. Le rituximab pourrait donc étre utilisé en premiere ligne comme
une alternative au cyclophosphamide pour induire une rémission dans les VAA.
Cependant, I’utilisation combinée de rituximab avec les corticoides plus ou moins le
cyclophosphamide doit encore étre déterminée (Falk and Jennette ; Jones, Cohen Tervaert
et al.; Stone, Merkel et al.). Ces résultats soulignent le fait qu’il manque encore
aujourd’hui de bons marqueurs biologiques de rémission et de rechute. Une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques des VAA permettrait d’identifier de
nouveaux marqueurs, d’anticiper les rechutes et ainsi d’adapter le traitement

immunosuppresseur de maniére optimale, afin d’en limiter les effets secondaires.

R6le des polynucléaires
neutrophiles et des ANCA dans
les VAA

Les ANCA jouent un réle effecteur déterminant dans la maladie. Ils sont capables
d’entrainer I’activation des PNN qui peuvent exprimer a leur surface la MPO et la PR3
apres une exposition a des cytokines pro-inflammatoires. Les ANCA sont principalement
de sous-classe 1gG1 et 1gG4 (Brouwer, Tervaert et al. 1991 ; Clayton and Savage 2000).
Plusieurs modeles animaux démontrent le réle joué par les ANCA. Ainsi, I’injection de
splénocytes de souris déficientes pour la MPO et immunisées avec de la MPO, a des
souris sauvages ou déficientes pour le géne de recombinaison Rag (sans lymphocytes B
ou T) entraine un phénotype trés proche de celui des vascularites a ANCA, avec des
Iésions granulomateuses pulmonaires, une glomérulonéphrite et des ANCA anti-MPO
(Xiao, Heeringa et al. 2002). Le transfert d’immunoglobulines purifiées des souris

immunisées entraine également des Iésions et ce modele, est dépendant de 1’activation du
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complément et de la présence de neutrophiles (Xiao, Heeringa et al. 2005). Un tel modéle
n’a toutefois pas été reproduit dans les vascularites avec anti-PR3 (Huugen, Tervaert et
al. 2004). Chez la souris, le transfert d’ANCA murins anti-PR3 montre seulement une
amplification de I’inflammation locale provoquée artificiellement par injection de TNFa
(Pfister, Ollert et al. 2004).

D’un point de vue clinique, les ANCA sont souvent reliés a I’activité de la maladie et aux
rechutes (Tervaert, van der Woude et al. 1989). Chez les malades 1’administration
d’immunosuppresseurs a titre préventif, lors de I’augmentation du titre d’ANCA, permet
de prévenir les rechutes (Kallenberg 2008). Mais ce point reste controversé (Tervaert,
Huitema et al. 1990 ; Schmitt and van der Woude 2004 ; Finkielman, Merkel et al. 2007).
Ainsi la diminution du taux d’ANCA n’est pas toujours associée a une rémission plus
rapide et I’augmentation n’est pas toujours associée a une rechute (Finkielman, Merkel et
al. 2007). De plus, les traitements par anti-CD20 entrainent une diminution du taux
d’ANCA et une rémission maintenue de la maladie tant que les lymphocytes B sont
absents (Keogh, Wylam et al. 2005). Chez I’homme un cas de transfert intra-placentaire
d’ANCA antti-MPO d’une mére ayant une vascularite en phase active, vers son bébé,
ayant entrainé chez celui-ci une hémorragie pulmonaire ainsi qu’une glomérulonéphrite,
est sGrement la meilleure preuve in vivo du réle pathogene des ANCA anti-MPO (Bansal
and Tobin 2004).

Des études in vitro ont permis de montrer que la présence d’ANCA stabilise 1’adhésion
des neutrophiles aux cellules endothéliales et favorise leur migration a travers les couches
de cellules endothéliales (Radford, Luu et al. 2001 ; Calderwood, Williams et al. 2005).
Puis, ’adhésion des PNN conduit au détachement et a la lyse des cellules endothéliales
(Savage, Pottinger et al. 1992). Il a aussi été montré que les PNN expriment la PR3 et la
MPO a leur surface lorsqu’ils sont activés avec de faibles doses de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa (Falk, Terrell et al. 1990). Les ANCA se lient d’une part
a la PR3 et a la MPO, externalisées a la surface des PNN ainsi qu’aux récepteurs Fc
(Mulder, Heeringa et al. 1994 ; Williams, Ben-Smith et al. 2003). Les PNN sont activés
et produisent alors des radicaux oxygénés, relarguent des enzymes lytiques comme
I’¢élastase et la PR3 et des cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-8 (Falk, Terrell et al.
1990 ; Harper, Cockwell et al. 2001 ; Hattar, Bickenbach et al. 2002 ; van Rossum, Rarok
et al. 2004). De plus, le processus normal d’élimination des PNN par les phagocytes est
altéré par les ANCA ce qui entraine une nécrose au point de départ de I’inflammation

(Harper, Ren et al. 2000 ; Harper, Cockwell et al. 2001). L’ensemble de ces résultats
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montre que les PNN ont un role déterminant dans les VAA en tant que cellule effectrice.
En présence de TNFq, ils peuvent étre activés par les ANCA, et s’accumuler au niveau
de I’endothélium vasculaire (figure 14). Cette activation est a 1’origine d’une cascade
d’événements allant de 1’inflammation des vaisseaux a une altération de 1’endothélium
vasculaire pouvant entrainer une nécrose et une atteinte de 1’organe touché.

Les facteurs déclenchant la production d’ANCA ne sont pas encore connus. Le role
d’¢épisodes infectieux précédents le déclenchement de la maladie est suggéré notamment
dans la GW (Pinching, Rees et al. 1980). Une étude intéressante montre que in vitro les
ANCA anti-PR3 ne seraient que de faibles activateurs directes des PNN et des monocytes
mais, exerceraient un role important en favorisant et en potentialisant la réponse de ces
leucocytes aux PAMP. Ceci, en entrainant I’augmentation de 1’expression des PRR a leur
surface. Ainsi les ANCA et les PAMP pourraient agir de concert en entrainant une
exacerbation de la maladie au cours des infections et contribuer a la persistance des

phénomenes inflammatoires (Uehara, lwashiro et al. 2007).
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Figure 14 : Facteurs impliqués dans la pathogenie des vascularites a ANCA
Environmental factors (infections, silica, drugs, etc.)
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Représentation schématique des facteurs qui sont potentiellement impliqués dans la
pathogénie des VAA. Les facteurs environnementaux, tels que des agents infectieux, la silice
et les drogues, peuvent induire le développement d’ANCA.

A : Les cytokines pro-inflammatoires (TNFa) libérées, par exemple a la suite d’infections,
entrainent I’augmentation de I’expression des molécules d'adhérence endothéliale.

B : Le priming des neutrophiles entraine I’augmentation de 1'expression des molécules
d'adhésion des PNN et la translocation des Ag de leurs compartiments lysosomales a la
surface cellulaire.

C : L'engagement du complexe ANCA avec son antigéne et les récepteurs Fc a la surface du
PNN, entraine I’activation des PNN, une augmentation de leur transmigration et augmente
leur adhésion aux parois des vaisseaux.

D : Cet engagement peut aussi provoquer la libération de radicaux oxygénés par les PNN et
entrainer leur dégranulation. La libération d'enzymes protéolytiques conduit a une

vascularite.
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Importance des facteurs
environnementaux dans la

physiopathologie des VAA

.1.aa. ROle des infections

I.1.aa.i La piste du Staphylococcus Aureus

Dans les VAA et en particulier dans la GW une attention particuliére a été apportée au
Staphylococcus Aureus (S. Aureus). Dans la GW, le portage nasal de S. Aureus est
fréquent (63 % des patients contre 25 % des contrdles), et s’associe a un risque majoré de
rechute (Stegeman, Tervaert et al. 1994 ; Popa, Stegeman et al. 2002). Une
antibiothérapie préventive permet de réduire de 60 % le risque de rechute (Stegeman,
Tervaert et al. 1996). Le mécanisme expliquant le lien entre S. Aureus et GW n’est pas
clairement élucidé. Cela pourrait passer par un mécanisme de super antigéne qui
stimulerait les lyB ou T. En effet, 82 % des patients ayant une WG chronique ou
intermittente sont porteurs de S. aureus et 72,5 % ont eut au moins une souche dans
laquelle il est retrouvé un super antigene (Popa, Stegeman et al. 2007). De plus, la
présence de la toxine TSST-1 (toxic-shock-syndrome toxin-1) spécifique de S. aureus,
qui constitue un superantigéne, est associée a un risque important de rechutes (Popa,
Stegeman et al. 2007). Cependant il n’existe pas de biais du répertoire TCR V3 associé
au portage du super antigene de S. Aureus (Popa, Stegeman et al. 2003). D’autres
mécanismes peuvent étre évoqués. Par exemple, il pourrait y avoir une stimulation
polyclonale des lyB par des composants de la paroi bactérienne. S. Aureus pourrait aussi
directement entrainer 1’expression de la PR3 a la surface des PNN qui seraient alors la
cible directe des ANCA (Kallenberg, Heeringa et al. 2006). Enfin, les enzymes
cationiques (phosphatase) de S. aureus, qui peuvent se lier aux cellules endothéliales,
notamment dans les glomérules, pourraient étre a 1’origine de Iésions rénales. En effet,
des Ac anti-phosphatase sont présents chez les patients atteints de GW, ils pourraient
donc se lier aux dép6ts de phosphatase dans le rein. De plus, chez le rat vacciné par la
phosphatase, une perfusion rénale de cette enzyme entraine de graves glomérulonéphrites

nécrosantes qui sont comparables histopathologiquement aux lésions rénales des patients
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atteints de GW (Brons, Bakker et al. 2000). Finalement, il a été recemment montré que
I’immunisation par le peptide complémentaire de la PR3 pouvait induire des anticorps
anti-PR3, et que ce peptide présentait une forte homologie avec certains peptides de S.
aureus. Si ce mécanisme proche du mimétisme moléculaire intervient effectivement dans
I’induction et I’entretien de I’auto-immunité dans les VAA, les raisons du développement
d’une réponse anormale a un agent infectieux aussi ubiquitaire ne sont pas connues
(Pendergraft, Preston et al. 2004). Par ailleurs, il a aussi été montré que chez les patients
atteints de GW, la muqueuse du tractus respiratoire et les fonctions ciliaires respiratoires
étaient altérées (Ullrich, Gustke et al. 2009 ; Laudien 2010). Cette altération pourrait
favoriser la colonisation de S. Aureus (Laudien, Gadola et al. 2010). Ce qui modifierait la
perception de la place de S. Aureus dans la physiopathologie des VAA, le placant plus
comme une conséquence et non comme un phénomene déclenchant. Dans tous les cas la
présence du S. Aureus dans le tractus respiratoire favorise et facilite 1’inflammation

chronique, ainsi que la formation de granulomes dans la GW.

l.1.aa.ii La piste du bacille gram négatif
En 1995 I’équipe de Kain a identifié de nouveaux ANCA anti-LAMP-2 (Lysosome-
associated Membrane Proteine-2), détectés chez une majorité de patients atteints de
glomérulonéphrite nécrosante chez lesquels la présence d’ANCA (MPO ou PR3) était
aussi retrouvée (Kain, Matsui et al. 1995). LAMP-2 est une protéine lysosomiale
impliquée dans 1’adhésion cellulaire et I’homéostasie. Plus récemment cette méme équipe
a mis en évidence, de fagon élégante, dans un modele de glomérulonéphrite nécrosante,
un mimétisme moléculaire entre le composant FimH de bactéries gram négatif et la
protéine LAMP-2. LAMP-2 posséde une homologie de 100 % avec I1’adhésine
bactérienne FimH, et les anticorps anti-LAMP-2 reconnaissent également cette protéine
bactérienne (Kain, Exner et al. 2008). Chez le rat, I’injection d’ANCA anti-LAMP-2 ou
du composant FimH induit une glomérulonéphrite nécrosante et les Ac anti-FimH
produits lors de cette immunisation reconnaissent la protéine LAMP-2 humaine (Kain,
Exner et al. 2008). Cette découverte d’un mimétisme moléculaire entre la protéine
LAMP-2 et le composant bactérien FimH suggére fortement 1’implication des bactéries

Gram négatif dans la pathogenese des VAA.
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I.1.aa.iii La piste infectieuse
Une étude, qui consistait a mesurer de maniére systématique les immunoglobulines
dirigées contre un panel de virus et de bactéries chez des patients atteint de VAA, a
montré une augmentation du titre d’Ig vis a vis de Toxoplama gondii, du cytomegalovirus
(CMV), de I’Epstein—Barr virus (EBV), du virus de I’hépatite C (HCV) et d’Helicobacter
pylori chez les patients atteint de GW. Mais, pas de différence du taux d’Ig dirigé contre
Treponema pallidum et le virus de I’hépatite B (HBV). Cette étude montre aussi un lien
entre certaines localisations cliniques et le taux d’Ig contre certain virus : manifestations
gastro-intestinales et CMV ; manifestations rénales et infection & EBV ancienne ;
Manifestations ORL et infection & EBV récente (Lidar, Lipschitz et al. 2009). Cette étude
suggere donc I’importance de 1’implication des infections notamment HCV, H. pylori,

T.goodii, CMV et EBV dans I’initiation et les exacerbations de VAA.

I.1.bb. Place de I'exposition a la silice dans les VAA

Le lien avec I’exposition a la silice et les maladies auto-immunes est aujourd’hui
démontré. Chez les hommes, le risque de développer une sclérodermie aprés une
exposition prolongée a la silice est multiplié par 25 a 39, celui de développer un lupus est
multiplié par 10 (D'Cruz 2000). De plus, il a été retrouvé des auto-anticorps chez les
patients exposés a la silice (Otsuki, Maeda et al. 2007). Plusieurs études montrent un lien
étiologique entre I'exposition a la poussiére de silice et les vascularites a ANCA
(Chevailler, Renier et al. 1991; Chevailler, Carrere et al. 1994 ; Neyer, Woss et al. 1994 ;
Hogan, Satterly et al. 2001). Le potentiel toxique de la silice dans les vascularites a
ANCA a été démontré par des études sur des modeles animaux. L’exposition aigué a la
silice chez des souris BALB.wt induit une apoptose des lyT CD4" dans les ganglions
lymphatiques drainant la silice et dans les granulomes inflammatoires pulmonaires
(Borges, Lopes et al. 2002). Dans ce modéle, le traitement in vivo par des inhibiteurs de
caspases réduit I’afflux des PNN dans le tissu pulmonaire. Par conséquent, 1’apoptose
induite par la silice pourrait avoir un role important dans I’inflammation et provoquer des
désordres immunologiques dans les ganglions lymphatiques régionaux drainant la silice.
Chez des souris NZM (pour « New Zeland mixed » souris développant spontanément une
maladie proche du LED) exposées a la silice Pfau et al. ont retrouvé des auto-anticorps

qui reconnaissent des antigenes sur les cellules apoptotiques (Pfau, Brown et al. 2004). Il
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est donc possible que l'accumulation de cellules apoptotiques dans un environnement
inflammatoire conduise a la présentation d'auto-antigenes et a la production d'auto-
anticorps. La silice entraine la mort des macrophages qui la phagocyte normalement et
provoque une inflammation chronique alimentée par sa re-libération. L’apoptose a
répétition des cellules pourrait entrainer la présence d’un exceés d’antigéne, sans arrét

présenté au systeme immunitaire et a terme rompre la tolérance immune (Pernis 2005).

l.1.cc. Place des médicaments dans la physiopathologie des VAA

Le développement d’ANCA a été associé a plusieurs médicaments : le propylthio-uracile
(PTU), I’hydralazine, les anti-TNFo, la D-penicillamine et les minocyclines (Chen and
Kallenberg 2010). La prévalence des ANCA induits par PTU est comprise entre 4 et 46
% (Slot, Links et al. 2005). Mais, les patients qui ont des ANCA induit par le PTU ne
développent pas tous des vascularites. Ce sont les ANCA induits de spécificité anti-MPO
qui entrainent plus souvent le développement de VAA. La clinique, des VAA induites par
le PTU, differe des VAA primaires. Les patients touchés sont plus jeunes et sont plus
souvent des femmes. De plus, les ANCA induit par le PTU reconnaissent souvent
plusieurs Ag. Les titres d’anti-MPO sont supérieurs a ceux qui sont rencontrés dans les
VAA primaires mais, ils ont une moins grande avidité (Zhao, Chen et al. 2006). La
physiopathologie des VAA induites par le PTU n’est pas claire. Certains auteurs
incriminent les métabolites du PTU (Jiang, Khursigara et al. 1994). En effet, il a été
proposé que la MPO puisse convertir le PTU en produit immunogeénique susceptible

d’activer les lyT.
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Facteurs génétiques associés aux

vascularites a ANCA

Comme dans toutes les maladies auto-immunes, le terrain génétique semble étre un
facteur important. Ainsi, une étude montre que le risque relatif dans la GW est de 1,56
pour les parents au 1% degré de patients ayant eux-mémes une GW (Knight, Sandin et al.
2008). De plus, 1l existe une signature génétique caractéristique des patients atteints de
VAA dans les PNN. En effet, une étude qui a exploré le profil d’expression génique, de
patients avec ANCA en comparaison de patients atteints de LED ou de contréles sains,
montre plus de 200 génes caractéristiques des VAA (Alcorta, Barnes et al. 2007).

[.1.dd. Systéme HLA

Les genes du CMH jouent un role clé dans I’activation du systéme immunitaire. Des
associations positives entre 1’alléle HLA-DR4 (Stassen, Cohen-Tervaert et al. 2009) et
HLA-DR9 (Cotch, Fauci et al. 1995) ont été retrouvé respectivement chez des patients
originaires des pays-bas et des sujets caucasiens d’Amérique du Nord. Le lien de
I’association HLA-DR4 et vascularites est renforcé par deux études, 1’une portant sur des
populations d’origines italiennes, I’autre allemandes, qui montrent un risque accru de
développer un SCS et des manifestations vasculaires chez les porteurs de cet alléle
(Vaglio, Martorana et al. 2007; Wieczorek, Hellmich et al. 2008). Deux études chez des
malades originaires d’Allemagne rapportent une forte association positive entre WG et
HLA-DPB1*0401 (Jagiello, Gencik et al. 2004 ; Heckmann, Holle et al. 2008). Chez les
patients originaires des Pays-Bas il existe des différences de distribution des antigénes
HLA entre les GW, la MPA et le SCS. HLA-DR8 serait associé au SCS, et une
diminution de HLA-DR1 est observée dans la GW (Stassen, Cohen-Tervaert et al. 2009).
Chez les Britanniques, une association positive avec HLADQw?7 et DRI, ainsi qu’un
effet protecteur de HLADR3 ont été retrouvé dans la GW (Papiha, Murty et al. 1992 ;
Spencer, Burns et al. 1992). L’association protectrice HLA-DR3 est retrouvée chez des
patients atteints de SCS (Vaglio, Martorana et al. 2007). Dans la population japonaise,
I’association HLA-DRB1*0901 a été retrouvée avec la PAM (Tsuchiya, Kobayashi et al.
2006).
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l.1.ee. Expression de la PR3

Certains PNN expriment la PR3 a la surface de leur membrane (mPR3) alors que d’autres
non (Witko-Sarsat, Lesavre et al. 1999). La proportion de ces deux sous-populations est
stable et génétiquement prédéterminée. Les patients atteints de la GW ont une proportion
plus élevée de PNN exprimant la mPR3 (Witko-Sarsat, Lesavre et al. 1999), et ceci est
associé a une augmentation des rechutes (Rarok, Stegeman et al. 2002). Il existe une
association entre le polymorphisme dans la région promotrice de PR3 et la GW. Ce
polymorphisme pourrait donc expliquer I’expression de hauts niveaux de PR3 (Gencik,
Meller et al. 2000). De méme un polymorphisme portant sur la région promotrice du géne
de la MPO est associé a un risque accru de développer une VAA a ANCA anti-MPO,
ainsi qu’a une augmentation du nombre de rechutes et a un age précoce du diagnostic
(Reynolds, Stegeman et al. 2002). Ces prédispositions génétiques qui portent sur
I’expression des antigénes contre lesquels sont dirigés les ANCA, ont slirement une place

importante dans la physiopathologie des VAA.

I.1.ff. L'a1-antitrypsine

La PR3 appartient a la famille des serines protéases qui sont inhibées par les serpines ou
inhibiteur des sérines protéases. Lorsque la PR3 est relarguée a partir des granules des
PNN activés, son action délétere pour I’endothélium est inhibée par une serpine, 1’atl-
antitrypsine (AAT). Le géne qui code pour I’AAT est trés polymorphe, certain de ces
polymorphismes portant sur les alléles S et Z réduisent la fonction de cette enzyme
inhibitrice. Or, plusieurs groupes ont trouvé une association entre la présence de ces
alléles avec des ANCA anti-PR3 (Savige, Chang et al. 1995) ou avec la GW (Esnault,
Testa et al. 1993 ; Baslund, Szpirt et al. 1996 ; Borgmann, Endisch et al. 2001) ou bien
avec toutes les VAA (Lhotta, Vogel et al. 1994 ; Callea, Gregorini et al. 1997).
Cependant, si la fréquence de 1’alléle Z est augmentée dans la GW, il a été montré grace a
I’étude d’une grande cohorte de patients déficitaires ZZ, que sa présence ne suffisait pas.
En effet, le déficit en AAT ne peut pas induire une VAA, il agirait plus comme un
phénoméne amplificateur de la maladie (Audrain, Sesboue et al. 2001). Le bloc de génes
des serpines est situé sur le chromosome ch14q32.1 et code pour des protéines impliquees
dans la régulation du processus inflammatoire : I’AAT, I’a.lchymotrypsine, I’inhibiteur

de la protéine C (PCI), la corticoséroide binding protéine (CBG) et le pseudogene AAT
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like. Une altération fonctionnelle de ces molécules pourrait entrainer un mauvais contréle
de la réponse inflammatoire. Or, Borgmann et al. ont montré qu’une altération dans cette
région ch14932.1 pouvait étre un facteur de susceptibilité pour développer une maladie

de Wegener. Mais le géne directement responsable n’est pas encore identifié (Borgmann,

Endisch et al. 2001).

I.1.gg9. Géne de PTPN22

PTPN22 (pour « Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 ») est un facteur de
régulation négatif de 1’activation des lyT, également présent sur les cellules NK et les
PNN. Le variant PTPN22 620W est lié a plusieurs MAI dont le diabete, le LED et la PR
(Criswell, Pfeiffer et al. 2005 ; Michou, Lasbleiz et al. 2007). Le réle précis de ce variant
dans I’activation des lyT n’est pas connu, mais son association avec des MAI pour
lesquelles la composante humorale est importante, suggére qu’il influence la réponse B.
Ce variant PTPN22 620W a aussi €té retrouve associé a la WG avec un lien plus fort pour
les formes systémiques de GW (Jagiello, Aries et al. 2005). Cette association est

confortée par une 2°™

étude qui montre en plus une association de polymorphisme avec
la polyangéite microscopique (Carr, Niederer et al. 2009). Ce variant PTPN22 620W
serait donc bien impliqué dans la physiopathologie des VAA mais son réle reste a

déterminer.

l.1.hh.Géne de CTLA-4

Dans la GW, I’augmentation de I’expression de CTLA-4 a été observee (Steiner, Moosig
et al. 2001). Or, dans cette vascularite un polymorphisme de répétition dans le gene
CTLA-4 a été identifié (Huang, Giscombe et al. 2000 ; Wang, Kakoulidou et al. 2002 ;
Zhou, Huang et al. 2004 ; Slot, Sokolowska et al. 2008). Un autre polymorphisme dans la
région promotrice de ce géne a été associé avec la GW (Giscombe, Wang et al. 2002).
D’autres polymorphismes du géne PDC (PD-1) ont été étudié, et certaines combinaisons
spécifiques de polymorphismes de CTLA-4 et de PD-1 seraient moins observées chez les
patients VAA (Slot, Sokolowska et al. 2008).

85



Introduction

I.1.ii. Cytokines

Le TNFo joue un rb6le important dans la phase précoce des VAA. Certains
polymorphismes du TNF sont associés a une plus grande extension de la maladie
(Gencik, Borgmann et al. 1999). Un autre polymorphisme du TNFa a aussi €té retrouvé
associé a la GW (Spriewald, Witzke et al. 2005). L’IL-10 est essentielle pour la
polarisation de la réponse Th2. Dans la population suédoise, 1’association d’un
polymorphisme dans la région promotrice du gene de I’'TL-10 avec la GW a été observe
(Zhou, Giscombe et al. 2002). Cette association a été confirmée par une autre étude,
portant sur une population caucasienne, qui a montré que le polymorphisme de 1’IL-10
était retrouvé plus fréquemment, spécialement chez les femmes dans la GW et la PAM
(Bartfai, Gaede et al. 2003). Cependant une étude plus récente chez 403 patients n’a pas
retrouvé de polymorphisme de I’'IL-10 associé a la GW (Wieczorek, Hellmich et al.
2008). D’autres polymorphismes portants sur les génes de I'I[FNy et du TGFB sont
augmentés dans les VAA (Csernok, Szymkowiak et al. 1996 ; Murakozy, Gaede et al.
2001 ; Spriewald, Witzke et al. 2005). L’association de deux polymorphismes portant,
I’un sur le geéne de I’IL-1pB et ’autre sur le récepteur de I’IL-1o. appelé génotype pro-
inflammatoire entraine un risque accru d’évolution vers une atteinte rénale terminale chez

les patients avec des ANCA PR3 (Borgmann, Endisch et al. 2003).

I.1.jj. Récepteurs Fc

Etant donné I’implication des récepteurs Fcy (FcyR) du PNN dans la pathogénie des
VAA, ceux-ci ont également été etudiés. Les PNN expriment deux FcyR de faible
affinite, le FcyRII (CD32) et le FcyRI1I1 (CD16). Le FcyRlla est aussi retrouve a la surface
des monocytes, des macrophages, des plaquettes et des DC. L’association des deux
polymorphismes FcyRIla-H/H131 et FcyRIlla-V/V159 est surreprésentée chez les
patients atteints de GW et, est associée a une augmentation des rechutes (Dijstelbloem,
Scheepers et al. 1999). De plus, ces patients auraient une capacité a phagocyter S.Aureus
diminuée (van der Pol and van de Winkel 1998). Ce genotype pourrait donc entrainer une
prédisposition aux rechutes de la maladie de Wegener par réduction de la clairance des
S.Aureus. Cependant dans une étude anglaise aucune association entre le génotype

FcyRIla et VAA n’a été retrouvée (Tse, Abadeh et al. 2000). Le récepteur Fcylllb
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exclusivement porté par les PNN, a un polymorphisme qui donne lieu a 2 alléeles HNAla
(HNA pour Human Neutrophil Antigen) et HNA1b. L’isoforme HNAla ayant une
affinité supérieure pour les IgG3, on pourrait s’attendre a ce que cette isoforme soit
associée aux VAA. L’équipe de TSE et al a montré une tendance a I’augmentation des
génotypes homozygotes pour I’allele HNAla chez les patients atteints de VAA avec des
ANCA MPO ou PR3, cette tendance devient statistiquement significative si on compare
uniquement les patients avec des ANCA MPO positifs par rapport & la population témoin
(Tse, Abadeh et al. 2000). Le polymorphisme du géne FCGR3B pourrait donc étre
impliqué dans la susceptibilité pour les VAA avec des ANCA anti-MPO.

Copy number variation

L’association de CNV et VAA est sujet a controverse : Fanciulli et al. ont montré une
association avec un CNV de FCGR3B bas dans deux cohortes de WG, de 80 et 84
patients, et dans une cohorte de PAM de 76 patients (Fanciulli, Norsworthy et al. 2007).
Alors que, 1I’équipe de Willcocks a trouvé une association d’un grand nombre de copies
de FCGR3B chez 556 patients atteints de VAA issue de 3 cohortes différentes
(Willcocks, Lyons et al. 2008). 1l se peut que ces discordances soient dues a un probleme
de technique (Hollox, Detering et al. 2009). Ainsi, bien que des données in vitro
impliquent les récepteurs Fc des Ig dans I’activation des PNN par les ANCA, la
contribution génétique de ce récepteur n’est pas encore clairement établie. Celle ci,
devrait tenir compte des polymorphismes portant sur les nucléotides et des
polymorphismes portant sur les CNV, ainsi que de leur interaction éventuelle (Fanciulli,
Petretto et al. 2010).

I.1.kk. Molécules d’adhésions

L’adhésion des leucocytes a 1’endothélium est un élément important dans la pathogénie
des VAA. Cette adhésion fait intervenir des molécules comme le CD11a/CD18 (LFA-1),
ICAM-1 et la E-sélectine. Cependant les études portant sur ces génes n’ont pas montré de
risque de facteurs pour la GW. Seul le lien entre un polymorphisme portant sur un allele
du gene de CD18 et les vascularites 8 ANCA anti-MPO a été mis en évidence (Gencik,
Meller et al. 2000). Ce polymorphisme est associé a une augmentation de 1’adhésion des

PNN aux cellules endothéliales (Meller, Jagiello et al. 2001).

Conclusion:
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L’ensemble de ces résultats ne montre pas d’association franche entre polymorphismes

génétiques et VAA.

Les cellules dendritiques dans

les vascularites a ANCA

Des données récentes suggerent un réle important des DC dans la pathogénie de la GW et
des vascularites de facon plus générale. Buonocore et al. ont montré que I’injection, de
DC syngéniques surexprimants la molécule Fas-Ligand & des souris, induisait en
quelques semaines une vascularite pulmonaire, granulomateuse, mais sans ANCA
(Buonocore, Flamand et al. 2004). Ce nouveau modele animal trés reproductible partage
de nombreuses caractéristiques avec la GW. Plusieurs études ont montré que les PNN des
patients atteints de VAA avaient la capacité de se «transdifférencier » en cellules
semblables aux DC. Une observation montre la capacité des PNN a se différencier in
vitro en présence de GM-CSF, d’IL-4 et de TNFo. en cellules de type DC. Ces cellules
expriment les marqueurs des DC (HLA-DR, CD1, CD80, CD86) et sont douées des
mémes fonctions que les DC (Oehler, Majdic et al. 1998). De plus, in vivo dans la GW, il
a été montré que les PNN des patients exprimaient les molécules du CMH 1I (jusqu’a
15% des neutrophiles), et que cette expression était corrélée a 1’activité de la maladie
(Hansch, Radsak et al. 1999). Chez les patients en phase active, il a été observé une
augmentation d’une population de lyT CD8'CD28°CD11b" capables in vitro de
provoquer la différenciation des PNN vers le phénotype (HLA-DR®) retrouvé in vivo en
phase active (lking-Konert, Vogt et al. 2001). Enfin, une autre étude a montré que
I’antigéne PR3 était capable d’activer in vitro les DC dérivées de monocytes de patients
atteints de GW, lesquelles pouvaient induire la différentiation de IyT autologues vers un
phénotype Th1l. Cette activation des DC par la PR3 faisait intervenir le récepteur PAR-2
(protease activated receptor-2) (Csernok, Ai et al. 2006). Récemment, la méme équipe a
montré que I’expression de PAR-2 chez I’homme a la surface des cellules circulantes,
comprenant les mDC, était diminuée chez les patients ayant une GW inactive par rapport
aux patients en phase active et aux contrdles. Mais curieusement, dans cette étude il est
mis en évidence que ni la PR3, ni un agoniste de PAR-2 n’induisent la maturation des DC

chez les GW et chez les contrdles, indiquant que cette voie ne serait pas impliquée dans

88



Introduction

la maturation de ces DC. Ceci est contradictoire avec leurs premiéres observations (Jiang,
Grage-Griebenow et al. 2010). Une autre étude permet de suggérer le rdle des DC dans
les VAA : I'utilisation d’un nouvel immunosuppresseur des DC, administré a des souris
SCG/Kj qui deéveloppent une vascularite proche des VAA, entraine une inactivation des
DC et diminue la sévérité de la maladie ainsi que le titre des ANCA (Saiga, Tokunaka et
al. 2006). Enfin, une étude anatomopathologique de biopsies rénales de patients VAA
montre la présence de DC matures et immatures associées a des cellules T au niveau des
glomérules rénaux de patients VAA. Cette observation montre que, dans les VAA, les

DC participent au processus inflammatoire rénal (Wilde, van Paassen et al. 2009).

Implication des cellules T dans

les vascularites a ANCA

I.1.ll. Preuves de l'implication des cellules T dans les VAA

De nombreuses études suggérent I’implication des lymphocytes T dans les mécanismes
physiopathologiques des VAA. Il a été observé que les lymphocytes T s’accumulent dans
le rein et que leur nombre est corrélé au degré d’atteinte rénale (Weidner, Carl et al. 2004
; Mueller, Holl-Ulrich et al. 2008). Les immunosuppresseurs ayant pour cible les
lymphocytes T ont un effet bénéfique sur I’évolution de la maladie (Schmitt, Hagen et al.
2004). Sur le plan clinique, on retrouve chez de nombreux patients atteints de GW ou de
SCS des inflammations granulomateuses et nécrosantes des voies respiratoires riches en
éosinophiles pour le Syndrome de Churg et Strauss et en PNN pour la maladie de
Wegener. Dans les deux cas, des lymphocytes T sont présents (Tipping and Holdsworth
2006). Il existe en fait une prédominance de lymphocytes T dans les Iésions
granulomateuses ORL (T mémoires notamment)(Coulomb-L'Hermine, Capron et al.
2001), et dans les lésions de glomérulonéphrite pauci-immune (Cunningham, Huang et al.
1999). Des lymphocytes T CD4 et CD8 sont aussi retrouvés au niveau du tissu interstitiel
rénal (Weidner, Carl et al. 2004). Dans un modele animal de glomérulonéphrite pauci-
immune associée aux ANCA anti-MPO, il a été montré que les lymphocytes T CD4+

jouaient un role non negligeable (Ruth, Kitching et al. 2006). En effet, la déplétion des
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lymphocytes T CD4 dans ce modéle atténue la maladie. Les auteurs proposent que des
IlyT CD4 anti-MPO reconnaissent la MPO au niveau glomérulaire et qu’avec ’aide du
recrutement des macrophages, ils participent a I’amplification des lésions rénales. Or,
plusieurs études ont montré la présence de cellules T pouvant proliférer en présence de
PR3 et de MPO chez les patients porteurs d’'une GW, mais également chez des
volontaires sains (Griffith, Coulthart et al. 1996 ; Clayton and Savage 2000 ; Popa,
Franssen et al. 2002). De méme, des cellules T auto réactives anti-MPO ou anti-PR3 ont
été retrouvées chez des patients mais aussi chez des témoins sains (Winek, Mueller et al.
2004; Seta, Tajima et al. 2008). L’équipe de SETA et al. a mesuré la prolifération par
incorporation a la thymidine tritiée en réponse a 3 séquences peptidiques de la MPO.
Dans cette étude, 4 patients sur 15 ont une réponse positive aux peptides. Alors que dans
le groupe contrdle, les cellules de 3 contréles sur 14 proliféerent en réponse a 2 des

peptides, tandis que le 3°™

peptide entraine une prolifération des cellules de 7 contréles
(Seta, Tajima et al. 2008). L’équipe de Winek et al. a étudié la réponse anti-PR3 par
cytométrie, et n’a pas montré de différence de fréquence de réponse anti-PR3 entre les
GW et les contrbles (Winek, Mueller et al. 2004). Enfin, Chez certain patients atteints de
GW il a été retrouvé une augmentation de cellules T spécifiques de la séquence

complémentaire de la PR3 (Yang, Bautz et al. 2008).

I.1.mm. Persistance de I'état activé des cellules T

Les taux sériques de marqueurs de I’activité des cellules T comme le CD25 soluble, la
néopterine et le CD30 soluble sont élevés chez les patients atteints de VAA, et associés
avec ’activité de la maladie (Schmitt, Heesen et al. 1992 ; Stegeman, Tervaert et al. 1993
; Popa, Stegeman et al. 1999 ; Schonermarck, Csernok et al. 2000). A la surface des T
plusieurs marqueurs d’activation comme CD25, HLA-DR, CD69 sont aussi augmentés au
cours de la GW (Ludviksson, Sneller et al. 1998 ; Marinaki, Neumann et al. 2005).
Derniérement une équipe a montré que le pourcentage de cellules T CD8*CD57" (cellules
sénescentes) concordait avec I’activité des VAA et le nombre d’organes touchés. Cela
renforce ’hypothése comme quoi les 1IyT CDS8 sont activés dans les VAA (Iking-Konert,
Vogl et al. 2009).
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l.1.nn. Lymphopénie

Il existe une lymphopénie chez les patients atteints de VAA. Cette lymphopénie porte sur
les lyT CD4" et n’est pas dépendante du stade de la maladie (Marinaki, Neumann et al.
2005). Cette lymphopénie pourrait étre due a I’effet des traitements immunosuppresseurs
et/ou a une mobilisation des lymphocytes dans les tissus touchés par la vascularite.
Cependant dans 1I’étude de Marinaki et al. les patients en rémission et sans traitement
immunosuppresseur sont aussi lymphopéniques (Marinaki, Neumann et al. 2005). I
semblerait donc que la lymphopénie observée dans les VAA soit relative a la maladie
elle-méme bien qu’aggravée par les traitements immunosuppresseurs. Par contre les
pourcentages et les valeurs absolues de lyT CD8+ sont augmentés dans les VAA (lkeda,
Watanabe et al. 1993 ; Schlesier, Kaspar et al. 1995 ; Christensson, Pettersson et al.
2000). Il existe donc une diminution du rapport CD4+/CD8+ chez les patients atteints de
vascularite a ANCA (lkeda, Tsuru et al. 1992). L’expansion des CD8 est représentée par
une population de cellules T CD8'CD28"CD11b", productrices d’IFNy (Iking-Konert,
Vogl et al. 2008).

l.1.00. Expansion des cellules T effectrices mémoires

Les rechutes fréquentes des VAA sont trés probablement dues a la persistance de cellules
T et B mémoires autoréactives. A la lymphopénie T, s’ajoute un déséquilibre entre les
populations mémoires et naives. Il a en effet été observé une diminution des cellules
(CD45ROCCR7" ou CD45RBhigh) en périphérie s’accompagnant d’une augmentation des
cellules T effectrices mémoires (Tem; CD45RO'CCR7) (Lamprecht, Erdmann et al.
2003; Marinaki, Neumann et al. 2005; Abdulahad, van der Geld et al. 2006). Cette
population Tem est plus importante en périphérie chez les patients en rémission par
rapport aux patients avec une maladie active. Ceci pourrait s’expliquer par une migration
sélective de ces cellules pendant la phase active dans les sites inflammatoires notamment
rénaux, ces cellules étant détectées dans les urines de patients ayant une
glomérulonéphrite active (Abdulahad, Kallenberg et al. 2009). Ce déséquilibre de rapport
de population naive/mémoire ainsi que la persistance de cellules T activées pourraient
étre dus a la persistance d’un stimulus antigénique. Il n’existe pas de preuve directe de
I’origine de ce stimulus, cependant plusieurs origines infectieuses potentielles sont

documentées.
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I.1.pp. Polarisation Th1/Th2

Dans la Granulomatose de Wegener les travaux réalisés sur biopsie nasale, lavage

broncho-alvéolaire ou prélevements sanguins a différents stades de la maladie suggérent
que les lymphocytes Thl et I’'IFNy jouent un réle prépondérant dans la composante
granulomateuse initiale de la maladie (Lamprecht, Bruhl et al. 2003), alors que le versant
vasculitique témoignerait du passage a une réponse de type Th2 (augmentation de la
sécrétion d’IL-4 et faible production d’IFNy par les IyT) (Csernok, Trabandt et al. 1999 ;
Muller, Trabandt et al. 2000). D’autres équipes ont montré une polarisation Th2 au
niveau de la muqueuse nasale site primaire d’activité¢ de la maladie compatible avec une
réaction de type allergique locale et non associée a un biais Th2 au niveau rénal (Balding,
Howie et al. 2001 ; Masutani, Tokumoto et al. 2003). Néanmoins, certaines équipes ont
montré une forte polarisation Thl au niveau périphérique et rénal (Masutani, Tokumoto
et al. 2003). Il semblerait que la polarisation de la réponse T dépende de 1’extension de la
maladie : les formes localisées sont associées a une réponse Thl et les formes
systémiques a une polarisation Th2. En effet, une étude qui portait sur le rapport de
I’expression de CCRS5 (Th1) et CCR3 (Th2) sur les lyT circulants dans la GW montre une
augmentation de CCRS5 dans les formes localisées et pas de différence d’expression des 2
marqueurs CCR5 et CCR3 dans les formes généralisées (Lamprecht, Bruhl et al. 2003 ;
Lamprecht, Erdmann et al. 2003). Une augmentation de CD26 soluble (marqueur Thl) a

aussi eté observée dans les formes localisées (Schonermarck, Csernok et al. 2000).

Dans le Syndrome de Churg et Strauss des profils de réponse de type Thl et Th2 ont

aussi été observes. Le role des cytokines Th2 apparait toutefois prépondérant (Kiene,
Csernok et al. 2001 ; Hellmich, Csernok et al. 2005). Les lymphocytes de patients atteints
de SCS produisent plus d’IL-5 que ceux de témoins sains et leur sécrétion d’IL-13 et
d’IL-10 est plus importante que chez les patients atteints de GW (Schonermarck, Csernok
et al. 2000). Ces donneées expérimentales concordent avec la présentation « allergique »
de cette affection ou 1’asthme et ’hyperéosinophilie sanguine sont constants. De plus les
mémes cellules sont aussi capables de secréter de I’'IFNvy, cela pouvant expliquer la

formation de granulomes (Kiene, Csernok et al. 2001).

Dans la polyangéite microscopigue la polarisation Th1/Th2 n’est pas tranchée. L’activité

de la maladie corrélerait avec I’expression de CX3CRI1 sur les IyT et I’augmentation des
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taux sériques de son ligand CX3CL1 (chémokine appartenant a la famille des fractalkines
et associée a une réponse Thl) (Fraticelli, Sironi et al. 2001). Mais une autre équipe a
montré que le CD30 soluble (marqueur Th2) et le CD26 soluble (marqueur Thl) variaient
dans le méme sens au cours des differentes phases de la maladie (augmentation pendant
la rémission, diminution pendant la phase active) (Schonermarck, Csernok et al. 2000).
En ce qui concerne les lyT issus des biopsies dans la PAM, une étude a montrée que ces
lymphocytes étaient incapables de produire des cytokines de la voie Thl alors qu’ils

pouvaient in vitro produire des cytokines de la voie Th2 (Csernok, Muller et al. 1999).

Pour conclure : I’implication des lymphocytes Thl et Th2 semble varier en fonction du
type de vascularites (GW, PAM ou SCS) et du profil évolutif de la maladie : alors que les
Iésions granulomateuses ORL et pulmonaires correspondent a une réponse Thl, les
Iésions rénales (glomérulonéphrite extra-capillaire pauci-immune), véritable “capillarite”
généralement sans granulome, correspondent a une réponse T de profil Th2. Les formes

localisées et systémiques présenteraient un profil différent, respectivement Thl et Th2.

I.1.qq. Diminution de I'expression de la molécule de co-stimulation CD28

Plusieurs équipes ont rapporté une expansion de la fraction CD28 des cellules T CD4+
(Giscombe, Nityanand et al. 1998; Lamprecht, Moosig et al. 2001). Dans les VAA, CD28
est donc sous-exprimé sur les lymphocytes CD4 circulants et lésionnels. Dans la GW ces
cellules CD4"CD28" sont décrites comme une source majeure de cytokines Thl pro-
inflammatoires (Komocsi, Lamprecht et al. 2002). Elles expriment la perforine et le
NKG2D, elles ont donc un potentiel cytotoxique (Capraru, Muller et al. 2008). Enfin,
elles expriment CD57 et ont des téloméres raccourcis, ce sont donc des cellules
sénescentes qui semblent correspondre a des cellules T mémoires effectrices (Komaocsi,
Lamprecht et al. 2002). Néanmoins de telles expansions de cellules T CD4"CD28" ont été
retrouvées dans d’autres pathologies inflammatoires, comme la polyarthrite rhumatoide et
la sclérose en plaques (Markovic-Plese, Cortese et al. 2001 ; Fasth, Cao et al. 2004;
Thewissen, Somers et al. 2007) mais aussi chez des patients HIV+ et CMV+ (van
Leeuwen, Remmerswaal et al. 2004). Bien qu'il y ait une corrélation positive avec la
sévérité de maladie et la présence de cellules de TCD4"CD28" chez les patients VAA, un
role pathogéne direct n'a pas encore été prouvé mais semble probable. Dans la sclérose en

plaques et la polyarthrite rhumatoide il a été montré que ces cellules étaient moins
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sensibles aux mécanismes de régulation et qu’elles pouvaient donc ainsi avoir un role en
pathologie auto-immune, mais probablement pas d’implication directe auto-aggressive
dans la pathogenese des maladies auto-immunes (Thewissen, Somers et al. 2007).
Finalement, Giscombe et al. ont caractérisé des expansions de clones T chez des patients
atteints de GW. Dans cette étude, ils rapportent la présence de 1 a 2 clones, représentant
de 4 a 59 % du répertoire T, chez 9 patients. Ces expansions clonales persistent malgré
les traitements, et ont les caractéristiques des cellules CD28" décrites dans 1’ensemble des
cellules T. Elles présentent une expression moindre de CD28, et augmentée de CTLA-4.
Elles ont des caractéristiques de cellules cytotoxiques et sénescentes (Giscombe, Wang et
al. 2006). Cette observation suggére qu’un Ag commun soit a 1’origine de cette
expansion. Par ailleurs, une expansion du TCR V[ avec un phénotype mémoire a été
retrouvée dans le SCS (Guida, Vallario et al. 2008).

I.1.rr. Augmentation de I'expression de la molécule inhibitrice CTLA-4

Une augmentation de 1’expression de CTLA-4 sur les cellules CD4" a également été
rapporté dans la granulomatose de Wegener (Steiner, Moosig et al. 2001). CTLA-4
apparait aprés activation, et délivre un signal négatif au lymphocyte T effecteur, qui a
pour conséquence de limiter la réponse immunitaire. La surexpression de CTLA-4 est
accompagnée d’une résistance a 1’apoptose par régulation a la hausse des molécules anti-
apoptotiques de la famille bcl-2 (Pandiyan, Gartner et al. 2004).

L’ensemble de ces informations montre donc que I’'immunité cellulaire T
contribue aux lésions des VAA. Les lésions vasculaires et les lésions
granulomateuses contiennent, en plus des monocytes et des macrophages, des
cellules T. Il existe un état d’activation permanent des lyT. De plus, certains
parametres indiquent une expansion clonale dépendante d’un antigéne et une
réplication sénescente des cellules T. Par ailleurs, ’expansion des cellules T présente
un phénotype altéré de cellules T mémoires effectrices avec de puissantes fonctions
effectrices malgré ’absence de CD28. Cette expansion précoce est présente pendant
la phase active de la maladie mais aussi durant les périodes de rémissions et
augmente avec la progression de la maladie. Les causes de cette expansion restent
malgré tout inconnues, mais elle contribue au maintient de I’inflammation

chronique dans les VAA.
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Les lymphocytes Thl7

Les lymphocytes Thl7 sont reconnus comme étant les acteurs principaux de
I’inflammation locale grice aux cytokines pro-inflammatoires (IL-17, 21, 22) qu’ils
sécretent et grace a I’expansion et le recrutement des PNN qu’ils entrainent. Plusieurs
arguments suggerent 1’implication des cellules Th17 dans la pathogénie des VAA.
Certains travaux démontrent le role de I’IL-17 dans I’immunité muqueuse des voies
respiratoires. En effet, chez la souris il a été mis en évidence que la réponse
antimicrobienne dépend d’une sécrétion locale d’IL-17 qui stimule la libération par les
cellules épithéliales de chémokines permettant le recrutement des PNN (Miyamoto,
Prause et al. 2003). De plus, des lymphocytes activés de type Th17 ont pu étre isolés a
partir de préléevements pulmonaires (Happel, Zheng et al. 2003). Il a par ailleurs été
montré que 1’administration intra-trachéale d’IL-17 provoquait un afflux de
polynucléaires neutrophiles au niveau des voies respiratoires avec libération de MPO et
d’¢élastase (Hoshino, Laan et al. 2000). La voie Th17 est donc impliquée dans les
processus inflammatoires, dans 1’immunité des muqueuses notamment au niveau
pulmonaire ainsi que dans le recrutement des PNN sur le site de I’inflammation. Ces trois
facteurs sont retrouvés dans les VAA. En effet, le tractus respiratoire est un site
précocement atteint dans les VAA et le role des PNN comme cellules effectrices au
niveau des Iésions est maintenant bien connu. On sait notamment que 1’interaction des
PNN avec I’endothélium vasculaire, induite via leur activation par les ANCA, nécessite
une pré-activation des PNN. Il se pourrait que les cytokines Th17 contribuent a cette pré-
activation. Notament en induisant la production de TNFo par les macrophages
(Jovanovic, Di Battista et al. 1998). Progressivement, plusieurs études viennent conforter
I’hypothese du role de la voie Th17 dans les VAA. Récemment une étude chez la souris a
montré que des PNN activés par des ANCA anti-MPO pouvaient secréter de I’'IL-17 et de
I’'IL-23 (Hoshino, Nagao et al. 2008). Enfin, dans un modéle animal de
glomérulonéphrite induite par des anti-MPO, il a été montré que 1’TL-17 contribuait a la
physiopathologie de la glomérulonéphrite. En effet les souris déficientes en IL-17 sont
presque totalement protégées de la glomérulonéphrite grace a une diminution du
recrutement du nombre de polynucléaires au niveau glomérulaire (Gan, Steinmetz et al.
2010). Chez I’homme, deux études tendent a montrer 1I’implication de la voie Th17 dans

la physiopathologie des VAA. Abdulahad et al ont montré chez des patients atteints de
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GW en rémission ayant des ANCA anti-PR3, que la stimulation par 1’antigéne PR3 des
cellules mononucléées du sang entraine une sécrétion supérieure de cytokines Th17 et
Th2 sans variation des cytokines Thl (Abdulahad, Stegeman et al. 2008). L équipe de
Nogueira a trouvé des taux sériques d’IL-17 et d’IL-23 significativement supérieur chez
les patients en rechute par rapport aux controles, et élevé chez une partie des patients en
rémission de VAA. Dans cette étude, le taux d’IL-23 correle avec le BVAS et le taux
d’ANCA. De plus, chez certains patients en rémission des cellules mémoires Th17
spécifiques des ANCA ont été détecté (Nogueira, Hamour et al. 2010).

A ces arguments en faveurs de I’implication de la voie Th17 dans la physiopathologie des
VAA s’ajoute la constatation d’un déficit de la voie des Treg, dont la différenciation
apparait comme mutuellement exclusive de celle de la lignée Thl7. Et enfin, méme s’il
n’existe pas de chevauchement clinique entre les VAA et les maladies inflammatoires
intestinales, ces deux entités partagent un certain nombre d’éléments
immunopathologiques, dans lesquelles le réle des lymphocytes Th17 apparait de mieux
en mieux documenté : I’existence d’une réaction inflammatoire de type granulomateuse
dans la maladie de Crohn, la possibilité de retrouver des ANCA dans la rectocolite
hémorragique, le réle de I’'immunité muqueuse et probablement de ses interactions avec

I’environnement microbien dans I’initiation et/ou 1’entretient de la maladie.

Les cellules T régulatrices

naturelles

Les Treg jouent un réle considérable dans la tolérance périphérique des cellules T, en
controlant notamment 1’effet potentiellement délétére des cellules T auto-réactives qui
ont échappées a la délétion thymique (Sakaguchi 2004). Un déficit des Treg pourrait étre
un co-facteur important dans les vascularites a ANCA, et expliquerait 1’activation
récurrente de lymphocytes T mémoires probablement impliqués dans les rechutes. Une
altération de la fonction suppressive des Treg a été retrouvée dans la maladie de Wegener
chez des patients avec un traitement immunosuppresseur (Abdulahad, Stegeman et al.
2007 ; Klapa, Mueller et al. 2010 ; Morgan, Day et al. 2010). Concernant le nombre de

Treg, deux équipes trouvent des résultats opposés, la premiére trouve une augmentation
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des Treg avec utilisation couplée de CD25"" et FOXP3 (Abdulahad, Stegeman et al.
2007). La deuxiéme équipe propose de regarder le nombre relatif de Treg par rapport aux
T effecteurs plutét que la proportion des Treg dans les cellules TCD4, et montre une
relation entre la proportion relative des Treg CD4 FOXP3+ par rapport aux cellules T
effectrices CD4 CD25"%" et le taux de rechute chez les patients (Morgan, Day et al.
2010). Une autre équipe montre la présence de cellules FOXP3+ dans des biopsies
endonasales de patients atteints de granulomatose de Wegener ainsi qu’une altération de
la fonction des Treg CD4+CD25"%" chez 3 patients (Klapa, Mueller et al. 2010). Toutes
ces études ont été pratiquées chez des patients ayant un ou plusieurs traitements
immunosuppresseurs, et ’isolation des Treg, qui ont servi a faire les expériences
fonctionnelles, a été faite avec le seul marqueur CD25. Or, ce marqueur n’est pas
spécifique des Treg, et n’est pas suffisant pour discriminer les Treg des T activées
(Baecher-Allan, Brown et al. 2001; Sakaguchi, Miyara et al. 2010).
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1¢ Partie : Analyse quantitative des cellules dendritiques circulantes et fonction des
cellules T régulatrices dans les vascularites a ANCA

Résumé

Les vascularites associées aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles
sont caractérisées par une atteinte inflammatoire et nécrosante des vaisseaux de petit
calibre, dont la physiopathologie reste encore mal établie. Les cellules dendritiques (DC)
et les cellules T régulatrices (Treg) jouent un réle clé dans le contrdle des réponses
immunes adaptatives. Dans les VAA, les rechutes sont fréquentes. Ce constat suggere
I’existence de lymphocytes B mémoires et potentiellement de lymphocytes T mémoires
auto-réactifs. Notre hypothése de travail était que les lymphocytes auto-réactifs
pourraient étre réactivés en raison d’un défaut de régulation par les cellules T
régulatrices. Ainsi, I’expansion des cellules T CD4"CD28 constatée au cours de la GW,
par différentes équipes, pourrait étre corrélée a un défaut quantitatif ou qualitatif de
suppression. Dans ce travail, nous avons donc analysé les sous-populations de DC
circulantes et les Treg chez des patients ayant une vascularite 8 ANCA.

Pour cette étude, les patients ont été inclus entre septembre 2005 et mars 2009. A notre
connaissance, quand I’étude a commencé, il n’y avait pas de travaux publiés sur les
lymphocytes Treg ou sur les cellules dendritiques, dans les vascularites a ANCA. Ce
travail a été réalisé chez 18 volontaires sains et chez 36 patients atteints de vascularite
avec une présence d’ANCA au moment du diagnostic. Les patients étaient divisés en 2
groupes en fonction de I’évolution de la maladie. Les patients en phase aigué de leur
maladie (n=19) ont été prélevés soit au moment d’une rechute d’une VAA déja
diagnostiquée, soit au moment d’une poussée correspondant a la découverte de la
maladie. Dans les deux cas, les échantillons qui ont servi a I’analyse ont été préleves
avant la mise sous traitement immunosuppresseurs, corticoides compris. Les patients en
rémission (n=17) n’avaient pas de traitement immunosuppresseurs ou, au maximum un
traitement par corticoides inférieur a 10mg/jour. Le stade de rémission était défini par
I’absence de signe clinique d’évolutivité et la normalité de la C réactive protéine (sans
prendre en compte le taux d’ANCA).

Nos résultats ont montré une baisse significative du nombre de DC chez les patients en
phase aigué par rapport aux témoins et aux patients en rémission et, une diminution
significative du nombre de DC des patients en rémission par rapport aux témoins. Cette

diminution était observée dans les mémes proportions pour les DC myéloides. La
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diminution observee pour les DC plasmacytoides n’était significative que pour les
patients en phase aigué. L’état de maturation des DC ainsi que leur potentiel a migrer
dans les organes lymphoides secondaires ont été étudiés grace aux marqueurs CD86,
CCR7, CD62L. Les niveaux de CD86 et CCR7 n’étaient pas significativement différents
entre les 3 groupes. Par contre, nous avons observé une augmentation de 1’expression de
CD62L sur les DC des patients en phase aigué de leur maladie, mais pas dans le groupe
en rémission.

Concernant les Treg, nous avons observé une diminution modérée du nombre de cellules
CD4'CD25""CD1277"°" chez les patients en phase aigué et en rémission, par rapport aux
témoins. L’activité suppressive des Treg était aussi diminuée chez tous les patients, et de
maniere intéressante, effondrée chez les patients en phase aigué (7 % de suppression en
moyenne contre 78 % chez les témoins). Durant les rémissions, 1’activité suppressive
était diminuée mais dans des proportions moindres (36 % de moyenne de suppression).
Ces résultats suggérent que le déficit fonctionnel des Treg puisse jouer un role dans le
caractére récidivant de la maladie et que les DC pourraient étre impliquées dans cette

modulation de la fonction des Treg .

L’ensemble des résultats sur les cellules dendritiques et les T régulateurs font 1’objet

d’une publication actuellement soumis a « Annals of Rheumatic Diseases » :

Article
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ABSTRACT

Objective: Dendritic cells (DC) and regulatory cells (Treg) play pivotal roles in
controlling both normal and autoimmune adaptive immune responses. DC are the main
antigen-presenting cells to T cells, and they also control Treg functions. In this study, we
examined the frequency and phenotype of DC subsets, and the frequency and function of
Treg from patients with ANCA-associated vasculitis (AAV).

Methods: Blood samples from 19 untreated patients with AAV during flares and before
any immunosuppressive treatment were analyzed, along with 17 AAV patients in
remission and 18 age-matched healthy controls. DC and Treg numbers, and phenotypes
were assessed by flow cytometry, and in vitro suppressive function of Treg was
determined by co-culture assay.

Results: When compared to healthy volunteers, absolute numbers of conventional and
plasmacytoid DC were decreased in AAV patients. During the acute phase this decrease
was significantly more pronounced and was associated with an increased DC expression
of CD62L. Absolute numbers of Treg (CD4*CD25""CD127"""Tcells) were moderately
decreased in patients. FOXP3 and CD39 were expressed at similar levels on Treg from
patients as compared to controls. The suppressive function of Treg from AAV patients
was dramatically decreased as compared to controls, and this defect was more
pronounced during flares than remission. This Treg functional deficiency occurred in the
absence of obvious Th17 deviation.

Conclusion: In conclusion, these data suggest an increased recruitment of DC in
lymphoid organs during AAV flares and point to a role for Treg functional deficiency in

the pathogenesis of AAV.
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Antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)-associated vasculitides (AAV) are the
most common primary systemic small-vessel vasculitis in adults. AAV includes
microscopic polyangiitis (MPA), Wegener's granulomatosis (WG), and Churg-Strauss
syndrome (CSS). ANCA are directed against constituents of primary granules from
neutrophils and against monocytic lysosomes. These can be detected by indirect
immunofluorescence microscopy with two major staining patterns: cytoplasmic ANCA
(c-ANCA) which are mainly directed against proteinase 3 (PR3),[1] and perinuclear
ANCA (p-ANCA) mainly directed against myeloperoxidase (MPQ).[2] PR3 ANCA are
mostly found in patients with WG, whereas ANCA with specificity for MPO are
associated with MPA and CSS. It is now well accepted that ANCA are directly involved
in AAV pathogenesis. ANCA correlate with disease activity, [3] and their pathogenic role
has been demonstrated in vitro and in vivo for anti-MPO antibodies, but only in vitro for
anti-PR3 antibodies.[4] Xiao et al. provided evidence that MPO-ANCA directly cause
pauci-immune glomerulonephritis and vasculitis in Rag2-deficient mice.[5] More
recently, ANCA with specificity to lysosomal associated membrane protein 2 (LAMP2)
were described; interestingly these ANCA appeared to cross react with fimbriated

bacteria suggesting a molecular mimicry mechanism.[6]

The involvement of T-cells in AAV has also been suggested by several studies.[7-9] It is
well known that ANCA have a T-dependent isotype.[10] Reduced numbers of blood
CD4" T cells were observed in AAV, together with a skew toward memory population,
which could be the consequence of a persistent activation due to recurrent exposure to an
unknown antigen.[11, 12] Recently Abdulahad et al. reported a functional defect in CD4"
Regulatory T cells (Treg) in patients with Wegener’s granulomatosis during
remission.[13] So called naturally occurring Treg (CD4"CD25'FOXP3" T cells) are

essential for maintaining peripheral tolerance, preventing autoimmune diseases and
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limiting chronic inflammatory diseases. These cells suppress the activation and expansion
of self-reactive T cells,[14] and reduced functional activity of Treg results in an increased
susceptibility to autoimmune disease. As the percentage of Treg in patient’s peripheral
blood can be unaltered when compared with healthy controls, it has been suggested that it
is mainly the defective Treg function, rather than their numbers, that contributes to
disease development.[15] Patients with multiple sclerosis, polyglandular syndrome type
Il, active rheumatoid arthritis and type-l diabetes show a significant decrease in the
suppressive function of their Treg as compared with cells from healthy donors.[15-17] In
addition, in some autoimmune diseases, reduced numbers of Treg have been observed in
the peripheral blood of patients. However, in these cases, the recruitment or migration of
Treg from the blood to the inflammatory site may be responsible for the decreased
number of Treg in peripheral blood.[18] Thus, quantitative or qualitative defects of Treg
may be observed in human autoimmune diseases. Moreover, recent studies suggest that a
CD39" subset of Treg could be involved in the control of autoimmune disease-mediated
inflammation.[19, 20] Fletcher et al reported that these CD39"FOXP3" Treg suppressed

IL-17 production and were impaired in multiple sclerosis.[21]

Dendritic cells (DC) are the key antigen-presenting cells controlling the initiation of the T
cell response.[22] DC are not only critical for the induction of primary immune
responses, but may also be important for the induction of immunological tolerance, as
well as for the regulation of the type of T cell-mediated immune response.[23] In the
blood, DC are usually divided into two main populations: conventional DC (also know as
myeloid DC, mDC), which are actually heterogeneous, and plasmacytoid DC (pDC).[24,
25] Whereas mDC produce large amounts of IL-12 and induce Thl and cytotoxic
responses, pDC have a strong capacity for secreting type | interferon in response to

viruses.[26] pDC also express the IL-3 receptor chaina. (CD123) which is necessary for
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survival and differentiation. Involvement of specific receptors on DC in response to
particular self-antigens may contribute to the development of an autoimmune vasculitis.
Interestingly, Csernok et al. showed that PR3 can induce DC maturation in vitro, and can

license them for Th1 response potentially favouring granuloma formation in WG.[27]

In the present study we assessed firstly, the quantitative and phenotypic modifications of
peripheral blood DC, and secondly the numbers, phenotype and function of Treg from
patients with ANCA-associated vasculitis in remission or in acute phase compared with
age matched healthy individuals. As DC are pivotal in the control of Treg, we

hypothesize that both could have quantitative or functional defect in AAV.
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PATIENTS AND METHODS

Study population

Blood samples from 19 untreated patients with AAV in acute phase (AP) with a BVAS
above 3 (Birmingham Vasculitis Activity Score), 17 AAV patients in remission (RP,
BVAS<3) and 18 age-matched healthy controls (HC) were analysed (Tablel). The
diagnosis of AAV was established according to the Chapel Hill criteria, and all patients
had ANCAs at this time. For patients in acute phase, either at presentation or during
relapse, samples were drawn before any immunosuppressive therapy (included
corticosteroids). Patients in remission included in this study either did not receive any
immunosuppressant or received corticosteroids only with a maximum dosage 10 mg/d.
All patients and healthy controls provided informed consent. Internal board and the local

medical ethics committee reviewed the study.

Table 1.
Healthy controls  Patients in remission  Patients in acute phase
(BVAS<)) (BVAS>3)

Age, mean 55 58 57
Wegener’s granulomatosis 11 14
Microscopic polyangiitis 4 5
Churg-Strauss syndrome 2 -

Total number 18 17 19

Dendritic cells and requlatory T cells characterisation:

Circulating dendritic cells and regulatory T cell numbers were measured by flow
cytometry. Whole blood cells were incubated with monoclonal antibodies (mAbs)
followed by erythrocyte lysis with FACS lysing solution (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) at room temperature. After washing with PBS, events were analysed in a LSRII
cytometer (BD Biosciences). Absolute counts of lymphocytes/monocytes and CD4
lymphocytes were determined with BD Multitest™CD3/CD8/CD45/CD4 in BD

Trucount™ Tubes.
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To identify dendritic cells, a six-color flow cytometry assay was performed with the
following mouse anti-human mAbs: fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
lineage cocktail-1 Abs (Lin 1), Am Cyan conjugated anti-CD45 (clone HI30),
Allophycocyanin (APC)-conjugated CD11c (clone S-HCL-3), phycoerythrin-cyaninb
(PECyb5)-conjugated anti-CD123 (clone 9F5), Allophycocyanin cyanin7 (APC-Cy7)-
conjugated anti-HLA-DR (clone L243) and Phycoerythrin (PE)-conjugated with CD86
(clone 2331), CD62L (clone DREG56), CCR7 (clone 150503) or IgG (1+2a) (all from
BD Biosciences, except CCR7, R&D systems, Minneapolis, MN, USA and 1gG (1+2a)-
PE from Beckman Coulter, Miami FL). The Lin1 contained several mAbs: CD3 (T cells;
clone SK7), CD14 (monocytes/macrophages; clone M®P9), CD16 (natural killer cells;
clone 3G8), CD19 (B cells; clone SJ25C1), and CD56 (natural Killer cells, clone
NCAM16.2). Dendritic Cells were identified as Lin'HLA-DR"® cells within a
lymphocytes-monocytes gate. CD11c and CD123 expression was determined within Lin
HLA-DR" cells in order to define myeloid DC (CD11¢*CD123") and plasmacytoid DC
(CD11¢'CD123%) subsets. Absolute DC numbers were calculated from the lymphocyte-
monocyte counts. In each subtype, we analysed the percentage and the expression level
of CD86, CD62L, CCR7. The expression levels were calculated by subtracting the mean
fluorescence intensity (MFI) of the isotype from the MFIs of each marker (Fig. 1A).

Treg cells were identified with Peridinin chlorophyl protein (PerCP)-conjugated anti-
CD45 (clone 2D1), Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD127 (clone SB/199),
phycoerythrin-cyanin7 (PC7)-conjugated anti CD25 (clone 2A3), and fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD3 (cloneSK7), all from BD Biosciences, and
Allophycocyanin-H7 (APC-H7)-conjugated anti-CD4 (clone 13B8.2) from Beckman
Coulter. Treg were identified as CD45*CD3*CD4*CD25""CD127"°"". The number of

Treg were deduced from the CD4 T cells number multiplied by the proportion of
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regulatory T cells in CD4 cells. To assess the expression of FOXP3 and CD39 in Treg,
PBMC were labelled with CD4-APC-H7, CD127-FITC, CD25-PC7 (same clone as
above) and CD39-APC (clone TU66) followed by fixation, permeabilisation, and
intracellular staining with FOXP3 (clone PCH101) according to the manufacturer's
instructions (all antibodies from BD Biosciences) (Fig. 2A). This last staining on PBMC
was performed on 10 Healthy controls, 10 patients with AAV in acute phase, and 10

patients with AAV in remission.

CD4'CD25, CD4'CD25""CD127""" Cell sorting

PBMCs were isolated from EDTA whole blood by density centrifugation over Ficoll-
Paque (Eurobio). 45x10° freshly isolated PBMC were incubated for 10 min in 100uL of
PBS- EDTA with anti-CD4 FITC (clone RPA-T4 BD biosciences), CD127 PE (clone
SB/199 BD biosciences) and anti-CD25 AlexaFluor 647 (in house clone 33B3.1
conjugated to AF647 using a kit from Invitrogen). Human CD4°CD25 (Responder T
cells) and CD4'CD25""CD127"°"" were then separated using a high-speed cell sorter
(FACSAria; BD Biosciences). Purity was routinely >98% for Treg and >99% for

CD4+CD25- T cells (Fig. 3A).

In vitro suppression assay

Suppressive function of Treg was determined by co-culture assay, with all experiments
performed on fresh peripheral blood lymphocytes. To assess the functional activity of T
regulatory cells, 2 x 10* responder cells were co-cultured for 4 days with 2 x 10* Treg
cells (ratio 1:1) in complete RPMI 1640 medium supplemented with HEPES, L-
glutamine, penicillin, streptomycin, sodium pyruvate, non-essential amino acids, and
10% human AB serum. All assays were performed in anti-CD3 (Orthoclone OKTS3;

Janssen-Cilag, 10 pg/mL) 96-well round-bottom plates in a final volume of 200uL of
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complete medium, with soluble anti-CD28 at 5ug/ml (clone CD28.2 BD Biosciences).
After 4 days of culture, the cells were pulsed with 1 pCi per well of *H-thymidine
(Amersham Biosciences) for 8 hours. The cells were then harvested and counted in a
scintillation counter. *H-thymidine incorporation was measured as cpm. The percentage
of suppression of the responding cell proliferation was determined as 1 — (mean cpm of

co-culture / mean cpm of responder alone) x 100.

Cytokines

IL-17 was measured in supernatants of co-culture 4 days after the initiation using a
multiplex fluorescent bead immunoassay (Biosource) together with a Luminex cytometer.

For this experiment, supernatants of 10 HC, 14 RP and 11 AP were analysed.

Statistical analysis

Statistical comparisons between mean values were performed using the Mann-Whitney
U-test for unpaired data, and a P-value of less than 0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

Decreased numbers of circulating pDC and mDC during AAV

Circulating DC are a rare population of blood leukocytes (<1% of PBMC), which can be
identified as Lin® HLA-DR" cells. Two subsets of DC can be separated on the basis of
CD11c and CD123 expression: so-called myeloid or conventional DC that are CD11c”
CD123" and plasmacytoid DC (pDC) that are CD11c” CD123" (Fig. 1A). The numbers of
circulating DC subsets were assessed on whole blood samples from controls and patients
after staining with CD45-Amcyan, Lin-FITC, HLA-DR-APC-Cy7, CD11c-APC and
CD123-PE-Cy5, and using calibrated beads. When compared to controls, AAV-patients
exhibited a significant decrease in total DC numbers both during the acute phase and the
remission phase (7.5 DC/uL vs 20 DC/uL, p< 0,0001 ; 15 cells/uL vs 20 DC/uL ; p=
0.0238). Moreover, the decrease in DC between the 2 groups was significant, with a more
pronounced decrease seen during the acute phase than during the remission phase (7.5
DC/uL vs 15 cells/uL p=0.0005). The same significant decrease was observed for mDC
between HC and RP (p= 0.0110), between HC and AP (p< 0.0001), and also between RP
and AP (p= 0.0022). For pDC the decrease was significant only in AP versus HC (p=
0.0001), and AP versus RP (p=0.0045) (Fig. 1B).

Increased expression of CD62L on DC during acute phase of AAV

To address the activation and the maturation status of circulating DC, we assessed the
expression of CD86, CD62L and CCR7 on blood DC. CD86 (B7-2) is an important
costimulatory molecule that is upregulated on mature DC. CD62L and CCR7 are

important homing molecules for addressing DC to secondary lymphoid organs.

It is well known that blood DC have a semi mature phenotype characterised by an
expression of CD86 and CCR7 but a lack of CD83. There was no significant difference

between AAV patients and controls regarding the expression of CD86 and CCR7 on DC.
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The large majority of mDC, but few pDC, were CD86" (94%, 92%, 90% on mDC, and
28%, 29%, 31% on pDC in HC, RP, AP respectively). The expression levels of CD86 on
DC were equivalent for patients and controls. Between 82 and 92% of DC were CCR7"
and the expression levels were not significantly different between patients and controls
(data not shown). No surface expression of CD83 was detected on DC from patients or
controls (data not shown). Although virtually all mDC and pDC expressed CD62L in the
three groups of individuals, we observed a significant increase in CD62L expression
levels on both pDC and mDC from acute phase patients as compared to patients in
remission (p= 0.0001 and p= 0.0021 respectively). This difference was more pronounced
for pDC than for mDC (Fig. 1C).

Decreased numbers but equivalent frequencies of circulating T reg cells in AAV.

The frequencies and the absolute numbers of circulating Treg were assessed in blood
samples. Samples were stained with CD3-FITC, CD4-APC-H7, CD25-PC7, and CD127-
PE, and analysed by flow cytometry. Tregs were identified among CD4"CD3" cells as
CD25""CD127""" cells. We confirmed that these cells indeed expressed FOXP3 both in
controls and in AAV-patients (Fig. 2A). Although the frequencies of Treg among CD4"
T cells were not significantly different between controls and patients, a significant
decrease in absolute numbers of Treg in patients as compared to control individuals was
observed (HC vs RP; p= 0.0259 and vs AP; p= 0.0003). However, this decrease was
correlated with the lymphopenia usually observed in these patients (Fig. 2B, C).
Regarding the  frequencies and levels of FOX-P3  expression in
CD3'CD4*'CD25""CD127"°"" cells, we did not observe any differences between
controls and AAV patients (n=10 for each group) (Fig. 2D). We also assessed the

expression of CD39 in CD3"CD4'CD25""CD127""" Treg cells in AAV patients. We
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did not observe any differences between the 3 groups: 40%, 45% and 42% of Treg
express CD39 in controls, acute phase AAV and remission AAV, respectively (Fig.2E)

Defective suppressive function of circulating Treq cells in AAV-patients in remission and

in acute phase

We then addressed the in vitro suppressive activity of Treg using a polyclonal stimulation
assay. Treg were isolated by FACS as CD4"'CD25"%" and CD127°"" cells. T cells were
stimulated in anti-CD3 mAb-coated 96-well plates in the presence of soluble anti-CD28
mAb. Treg alone incorporated less than 5,000 cpm. Means of proliferation for T
responder cells alone were 69200 for healthy donors, 39300 for remission patients and
56600 for acute phase patients. For co-culture assays, the proliferation was higher for
patients in acute phase and in remission (respectively 50769 and 24932) than in controls
(14808) (Fig. 3B). As expected, Treg from controls exhibited a potent suppressive
activity in vitro when mixed at 1:1 ratio with effector T cells. In contrast, Treg from
patients exhibited a decrease in their suppressive activity: acute phase patients presented
a significant decrease in suppressive activity as compared to controls (8% vs 78%;
p<0.001) and to the remission group (8% vs 36%; p=0.0337). In addition, the remission
group exhibited a decreased Treg suppressive function as compared to controls (36% vs
78%. p=0.0004) (Fig. 3C). To determine whether the observed defect in suppression was
related to patient Treg intrinsic defective suppression or to a resistance of patient effector
cells to Treg-mediated suppression, we performed suppressive assays with Treg from
patient and effector cells from control and vice versa. At a ratio of 1:1 HC Treg
suppressed patient effector cells by 72% (compared with 75% inhibition of autologous
HC effector T cells), whereas patient Treg cells were able to suppress HC effector cell

proliferation by only 45% (39% of autologous effector cells). This indicates that the
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suppressive function of Treg from AAV patients was indeed intrinsically defective (Fig.
3D).

Lack of Th17 deviation in AAV

Finally, we sought to determine whether the defective Treg function observed in AAV
patients could be associated with a Th17 deviation. The in vitro production of IL-17 by
patients and control CD4" T cells subsets after 4 days of stimulation by anti-CD3 + anti-
CD28 mAbs was assessed. As shown in Fig.4, the levels of IL-17 produced by
CD4'CD25 T cells were not statistically different between the 3 groups although there
was a tendency to higher IL-17 secretion by T cells from acute phase patients.
CD4*CD25""CD127"" produced less IL-17 than CD25CD4* T cells, again with no
significant difference between the three groups. Finally, co-culture of Treg with effector
T cells did not result in the suppression of IL-17 production in any group. We also
assessed the intracellular expression of IL-17 in CD4+ T cells by flow cytometry after
polyclonal stimulation (PMA + ionomycine) of frozen PBMCs, and again found no
differences between controls and patients (data not shown). Therefore, our data suggest
that the defect in suppressive function of Treg in AAV patients is not associated with a

Th17 deviation.
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DISCUSSION

Dendritic cells and Treg have been shown to play critical roles in the control and
pathogenesis of autoimmune diseases. To our knowledge, this is the first report on the
frequency and phenotype of circulating DC in AAV. Both mDC and pDC numbers were
reduced in AAV patients during acute phase and even, although at a lesser extent, during
remission. Our results also confirmed that Treg function is impaired in AAV during
remission and more importantly, showed that this function is even more dramatically
reduced in acute phase patients that did not received any immunosuppressive drug.
Animal models have shown that DC play a pivotal role in the induction and in the
maintenance of peripheral T cell tolerance. Various mechanisms have been demonstrated
such as induction of anergy or deletion of regulatory T cells. Moreover, DC were also
shown to control the function of naturally induced regulatory T cells (Treg) during
immune response. The role of T cells in the induction of AAV has been suggested by
many studies. .[4] A reduction in circulating DC subset numbers have been observed in
various autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus, [28, 29] celiac
disease [30] rheumatoid arthritis and psoriatic arthritis.[31, 32] Such a decrease in
circulating DC could be related to a reduction of DC differentiation from bone marrow
progenitors, to a reduced global half-life of DC or to a recruitment of blood DC to either
lymphoid or non lymphoid tissues. A significant decrease in DC numbers was observed
in AAV patients, both during the acute phase and the remission phase. However, the
phenotype of both mDC and pDC from remission patients, which can be defined as semi
mature, was not different from that observed in healthy donors. Interestingly, during the
acute phase the decrease in the number of DC was more pronounced, and was associated
with an increase in CD62L expression. This could obviously favor the recruitment of DC

in secondary lymphoid organs. In contrast to our results, expression of CD62L was
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reduced on DC from patients with psoriatic arthritis and with rheumatoid arthritis. [31]
Indicating that variation in CD62L expression in AAV patients can not be simply related
to inflammatory process. A recent study suggests that immature DC are recruited in the
kidneys of AAV patients, and then cluster with T cells in the interstitial infiltrate. .[33]
Taken together, these data suggest that the reduced DC numbers we observed during the
acute phase could be related to their recruitment in secondary lymphoid organs and in
inflammatory tissues. It is interesting to note that this feature persisted during remission
although a role for low doses of corticosteroids in reducing DC numbers is possible.
Once in secondary lymphoid organs or even in tissue, it is possible that DC could
modulate T-cell responses during AAV, either through direct presentation of auto-antigen
or through the control of Treg function.

Treg suppress the activation of conventional T cell in vitro and play a key role in vivo in
regulating the immune responses that drive autoimmune diseases. Abdulahad et al
reported that WG patients in remission exhibited an increase in the proportion of
memory-like Treg (FOXP3', CD25"%" CD45RO") among CD4* T cells that are
functionally defective. [13] The absolute numbers were not reported in this study, and
several patients were treated by immunosuppressive treatments. However, the authors
suggested that these FOXP3*, CD25"" cells could be chronically activated T cells rather
than true Treg. In contrast, we observed a moderate decrease in the absolute numbers of
circulating Treg, both in remission and in acute phase patients, whereas the proportion of
Treg among CD4" T cells were not modified when compared to healthy controls. These
discrepancies might be related to the fact that we performed our study on whole blood
and used the CD127 marker to identify Treg as CD3"'CD4*CD25""CD127""" cells,
whereas Abdulahad et al. used PBMC, with CD25 and FOXP3" as markers. It should be

noted that the moderate decrease in Treg numbers in AAV patients was correlated to the
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global lymphopenia that is usually observed in these patients, especially during flares.
We furthermore confirmed that the expression level of FOXP3" in
CD3*'CD4'CD25""CD127"°"" Treg cells was similar in AAV patients and controls.
More importantly, the ex vivo suppressive function of Treg from AAV patients was
defective. In remission patients without immunosuppressive therapy or with low dose of
corticosteroids only, this defect was actually moderate; therefore our results confirm the
previous studies that shows a defective Treg function in WG patients and extend this
finding to non WG AAV. [13, 34, 35] In addition, this defect was more dramatic during
acute phase. Importantly, these patients were analysed before the administration of any
immunosuppressive drugs which could obviously strongly modify in vitro assays. Treg
cells were sorted in our study on the basis of CD25 and CD127 expression. [36] This is
an important point, as there are controversies regarding the assessment of suppressive
function of Treg in other autoimmune diseases, especially in multiple sclerosis, [37]
which clearly depends on the markers used to sort Treg. In multiple sclerosis, Treg cells
isolated by CD4*CD25"%" expression had impaired function, but Treg cells defined as
CD4*CD25""CD127"" had the same suppressive function compared to controls. [37]
We conclude that AAV patients have Treg suppressive defect and that this defect is not
the consequence of immunosuppressive treatment.

These results point to a possible role for Treg functional deficiency in the pathogenesis of
AAYV and relapses. Development of naturally occurring Treg cells occurs in the thymus,
and their maintenance and homeostasis possibly depends on the recognition of auto-
antigens presented by dendritic cells in peripheral lymphoid organs. The suppressive
mechanisms by which Treg cells exert their inhibitory effects in vitro were found to be
dependent on a direct T-regulatory/T-effector cell contact. The inhibitory effect itself is

antigen nonspecific but requires antigen-dependent activation of the regulatory T cells
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through their T-cell receptor. In this respect, antigen presenting cells play a crucial role in
activation of Treg, and previous studies have shown that DC can actually control Treg
function. [38-41] Immature DC were shown to induce Treg suppressive activity whereas
following DC maturation induced by TLR ligation, Treg suppressive activity was
inhibited. Importantly, the defect of suppressive activity in AAV patients was Treg-
intrinsic and not related to a relative resistance of effector T cells to Treg-mediated
suppression. We hypothesized that the recruitment of DC in lymphoid organs during
AAV plays a role in inhibiting Treg function. This hypothesis needs to be tested in vitro,
together with the analysis of the roles mDC and pDC play in this inhibition. We have
previously shown in an animal model that mature pDC, but not mDC were able to inhibit
Treg function in vitro. [42] Experiments are ongoing to determine the function of blood
DC subsets from AAV patients in response to TLR ligands.

Several studies have shown that Treg can be separated into subsets based on the
expression of markers such as CD103, ICOS or CD39. [20, 43-45] It was shown that
CD39" but not CD39" Treg were able to suppress Th17 activation, and that CD39" Treg
were decreased in multiple sclerosis patients. [21] However, we showed here that this is
not the case in AAV patients. Th17 cells, which are a subset of effector CD4+ T cells
specialized in the production of IL-17 and IL-22 and in recruitment and activation of
neutrophils, have been implicated in autoimmune diseases, including multiple sclerosis,
lupus and diabetes. [46] A recent study suggested that T cells from ANCA-positive WG
patients also exhibited a skewed Th17 response following stimulation with the auto-
antigen PR3.[47] More recently, Nogueira et al reported an increase in the level of IL-17
and IL-23 in the sera of AAV patients.[48] This is a tempting hypothesis as it is well
known that Treg and Th17 are developmentally related.[49-52] We further assessed this

Th17/Treg balance hypothesis by analysing the production of IL-17 by effector T cells
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from AAV patients following polyclonal stimulation. We could not find any evidence of
Th17 deviation, both in remission and in acute phase patients. Therefore the possible role

of Th17 in AAV needs to be clarified by further studies.

In conclusion, we demonstrated that DC numbers, as well as Treg suppressive activity,
are significantly reduced in untreated patients with AAV in a disease activity specific
manner. The decrease in Treg suppressive function might be related to changes in DC

function, and might be an important defective tolerance checkpoint in AAV.
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Figure legends

Figure 1. Characterisation and count of dendritic cells using flow cytometry.

A, Gating strategy for identification of DC, and expression of CD86, CD62L and CCR7
on DC subset. B, Quantification of DC, myeloid DC and plasmacytoid DC using flow
cytometry is shown for controls (HC ; n= 18), remission (RP ; n=17) and acute patients
(AP ; n=19). There was a significant decrease in total number of LinHLADR" cells in
acute phase versus healthy controls, in acute phase versus patients in remission, and in
total number of DC with patients in remission versus healthy controls. A similar profile
was observed for both mDCs and pDC. C, CD62L expression on pDC and mDC is
shown with MFI of CDL62 — MFI of isotype control. There is an increased expression of
CD62L on DC only in the group of acute phase patients. Boxes shown represent 25" and
75" percentiles.

Figure 2. Characterisation and count of Treg using flow cytometry.

A, Flow cytometry analysis of Treg and expression of FOXP3 and CD39 in
CD4*CD25""CD127"" T cells. B, Proportions of CD4*'CD25""CD127"°" T cells
within CD4" cells are shown for HC (6.8%, n = 18), remission (7.0%, n = 17), and active
(6.7%, n = 19) patients. No significant difference was observed for percentage of T reg
cells between the 3 groups. C, Absolute number of CD4"CD25""CD127""" T cells in
whole blood are shown for HC (60.3 cells/uL), remission (45.4cells/uL), and active
patients (40.1cells/uL). The two groups of patients had a significant decrease in the
number of circulating Treg. D, E. The expression of CD39 and FOXP3 in Treg is
indicated for HC and patients. FOXP3 is shown with mean fluorescence intensity and
CD39 as percentage within Treg. Boxes shown represent 25™ and 75" percentiles.

Figure 3. Suppressive function of circulating T regulatory cells
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A, Gating strategy for Treg sorting. B, The proliferative response was measured by
incorporation of *H-thymidine after 4 days of incubation for T regulatory cells alone, T
responder cells alone and co-culture (ratiol/1). Results of proliferation in cpm are
expressed as mean value (with SEM) of healthy controls (HC ; n=18), remission patients
(RP ; n=17), and active patients (PA ; n= 19). C, The percentage of suppression of
responding cells was determined as 1 — (proliferation of co-culture/proliferation of
responder population alone) x 100. T cell patients exhibited less suppressive activity than
healthy controls. Boxes shown represent the 25" and 75" percentiles. D, Boxes represent
results from suppressive assays with Treg from patient and effector cells from control.
They were done with a patient in acute phase and a healthy control. Black boxes
represent suppression with HC Treg, and white boxes with patient Treg.

Figure 4 Concentration of IL-17 in co-culture supernatants.

IL-17 was quantified in supernatant using a multiplex fluorescent bead immunoassay: the
levels of IL-17 produced by Treg, T responder cells and co-culture were not statistically
different between the 3 groups. Treg cells produced less IL-17 than T responder cells, and
co-culture of Treg with effector T cells did not result in the suppression of IL-17

production in any group. No Th17 deviation in AAV patients was observed.
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Figure 1. Characterisation and count of dendritic cells using flow cytometry.

A, Gating strategy for identification of DC, and expression of CD86, CD62L and CCR7
on DC subset. B, Quantification of DC, myeloid DC and plasmacytoid DC using flow
cytometry is shown for controls (HC ; n= 18), remission (RP ; n=17) and acute patients
(AP ; n= 19). There was a significant decrease in total number of Lin"HLADR" cells in
acute phase versus healthy controls, in acute phase versus patients in remission, and in
total number of DC with patients in remission versus healthy controls. A similar profile
was observed for both mDCs and pDC. C, CD62L expression on pDC and mDC is
shown with MFI of CDL62 — MFI of isotype control. There is an increased expression of
CD62L on DC only in the group of acute phase patients. Boxes shown represent 25" and
75" percentiles.

127



Résultats

p=0.003

p=0.0250

B C
15+ 100+
K%
°
E 754
é 10- .
=
£ g 5
= . =
g 25+
=
S
0 T T T 0
HC RP AP E
D

MFI FOXP3in Treg

1500+

i
o
(=
o
1

al

o

o
1

1004

804

604

HC

Tf

404

% CD39 within Treg

204

T

L L

T T T
HC RP AP

HC

T T
RP AP

Figure 2. Characterisation and count of Treg using flow cytometry.
A, Flow c%/_tometry analysis of Treg and expression of FOXP3 and CD39 in
ig

CD4'CD25

"CD127""" T cells. B, Proportions of CD4*CD25""CD127"°" T cells

within CD4" cells are shown for HC (6.8%, n = 18), remission (7.0%, n = 17), and
active (6.7%, n = 19) patients. No significant difference was observed for percentage

of

T reg cells between the 3 groups.

C, Absolute numbers of

CD4*CD25""CD127"" T cells in whole blood are shown for HC (60.3 cells/uL),
remission (45.4cells/uL), and active patients (40.1cells/uL). The two groups of
patients had a significant decrease in the number of circulating Treg. D, E. The
expression of CD39 and FOXP3 in Treg is indicated for HC and patients. FOXP3 is
shown with mean fluorescence intensity and CD39 as percentage within Treg. Boxes
shown represent 25™ and 75™ percentiles.
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Figure 3. Suppressive function of circulating T regulatory cells

A, Gating strategy for Treg sorting. B, The proliferative response was measured by
incorporation of *H-thymidine after 4 days of incubation for T regulatory cells alone, T
responder cells alone and co-culture (ratiol/1). Results of proliferation in cpm are
expressed as mean value (with SEM) of healthy controls (HC ; n= 18), remission
patients (RP ; n= 17), and active patients (PA ; n= 19). C, The percentage of
suppression of responding cells was determined as 1 — (proliferation of co-
culture/proliferation of responder population alone) x 100. T cell patients exhibited less
suppressive activity than healthy controls. Boxes shown represent the 25" and 75"
percentiles. D, Boxes represent results from suppressive assays with Treg from patient
and effector cells from control. They were done with a patient in acute phase and a
healthy control. Black boxes represent suppression with HC Treg, and white boxes with

patient Treg.
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Figure 4. Concentration of IL-17 in co-culture
supernatants. IL-17 was quantified in supernatant
using a multiplex fluorescent bead immunoassay: the
levels of IL-17 produced by Treg, T responder cells
and co-culture were not statistically different between
the 3 groups. Treg cells produced less IL-17 than T
responder cells, and co-culture of Treg with effector T
cells did not result in the suppression of IL-17
production in any group. No Thl7 deviation in AAV
patients was observed.
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Résultats complémentaires

l.1.a. Répartition des DC circulantes dans le syndrome de Churg

Strauss:

L’analyse des DC et des Treg a volontairement été faite sur I’ensemble des patients ayant une
vascularite a ANCA. En effet, tous les patients avaient des ANCA au diagnostic. Les
mécanismes par lesquels ces ANCA entrainent la formation de Iésions dans les vaisseaux sont
connus et semblent communs aux différentes VAA. Nous sommes donc partis de I’hypothése
que les mécanismes physiopathologiques qui entrainent la production d’ANCA pouvaient étre
communs aux trois types de VAA. Cependant, comme nous I’avons vu plus haut, cette entité
représente 3 maladies différentes et nous avons donc analysé s’il y avait des différences entre les
trois types de VAA.

I1 est tout d’abord important de noter que la répartition des VAA n’est pas équilibrée entre les
différentes vascularites au sein de la cohorte de patients. Pour les patients en rémission, la
majorité sont des granulomatoses de Wegener (11/17), les autres patients sont des PAM (4/17) et
une minorité de SCS (2/17). Dans le groupe de patients en phase aigué, les trois quarts des
patients sont des GW, 1’autre quart des PAM et, il n’y a pas de SCS. Le seul point notable de
différence entre les 3 types de vascularites concerne la répartition des sous-types de DC
circulantes. En effet, chez les patients SCS, nous avons observé une inversion du rapport
pDC/mDC qui n’est pas retrouvé dans la PAM ni dans La GW (figure 15). Ce résultat est bien
sur difficile a interpréter étant donné le petit nombre de patients SCS dans cette étude, mais
pourrait s’avérer intéressant. Ainsi, cette augmentation de pDC dans les SCS par rapport aux
autres VAA pourrait jouer un réle dans la composante allergique de la maladie en favorisant
’orientation des cellules T vers la voie Th2. Les niveaux d’expression de CCR7 et de CD62L
sur les DC se trouvent dans les valeurs inférieures pour ces deux patients, mais la encore ces
résultats ne sont pas interprétables étant donné le petit nombre de patients. Concernant
I’expression de CD86 sur les DC nous n’observons pas de différence entre les 3 types de

vascularites.
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Figure 15 : Répartition des cellules dendritiques circulantes en fonction du type de vascularites

A : ratio du nombre de DC plasmacytoides sur le nombre de DC myéloides dans le sang.

Chaque histogramme représente la moyenne des ratios pour les différentes catégories de
patients. B : répartition des DC plasmacytoides et des DC myeéloides par pL de sang.

Chague histogramme représente les moyennes du nombre de DC calculées pour chaque

type de VAA en rémission et en phase aigué. Les histogrammes noirs représentent les

DC plasmacytoides et les blancs les DC myéloides.
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l.1.b. Etude fonctionnelle des cellules dendritiques circulantes

Introduction

Les résultats précédemment présentés nous ont conduit a penser que des anomalies
fonctionnelles des DC pourraient participer a la physiopathologie des VAA. Par exemple,
une réactivité anormale a 1’activation des TLR pourrait contribuer a expliquer, d’une
part, les relations qui semblent exister entre infections et VAA, d’autre part les relations
entre le défaut fonctionnel des Treg et les DC. Ainsi, des modifications du profil de
sécrétion de cytokines des DC pourraient étre impliquées dans les phénomeénes de rupture
de tolérance vis-a-vis des auto-antigénes MPO et PR3. Cette hypothése nous a amené a
mettre en place une étude clinique, dont I’objectif est d’explorer les fonctions ex vivo des
DC myeloides et plasmacytoides circulantes, afin de déterminer leur production de
cytokines en réponse a différents ligands de TLR.

La technique développée dans le laboratoire nous permet d’étudier par cytométrie de
flux, sur une faible quantité de sang total, la production de cytokines par les DC, apres
stimulation par les ligands de TLR. Brievement, les ligands de TLR sont ajoutés a 90pul
de sang et apres une incubation de 3h30, un marquage membranaire permettant
d’identifier les cellules dendritiques, puis un marquage intra-cytoplasmique avec des

anticorps anti-TNFa, anti-1L-12 et anti-INFo. sont réalisés (figure 16).
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Figure 16: Exemples de résultats de marquages des DC apres stimulation par les

ligands de TLR.

Détection du TNFa dans les DC stimulées par 6 différents ligands de TLR.

a) Stratégie d’analyse: Les DC sont identifiées comme Lin~ HLA-DR®, puis
I’expression de CD11c et de CD123 permet de distinguer les pDC CD123"
CD11c” (en rose) des mDC CD123'CD11c’ (en bleu). (Lin est un mélange
d’anticorps : CD3, CD14, CD19,CD20, CD16, CD56)

b)

Les pourcentages correspondent aux pourcentages de cellules TNFa positives

dans chaque sous-population de DC. Les TLR, qui correspondent aux ligands de

stimulation, sont indiqués sous chaque graphe.

Ces données sont conformes aux résultats attendus : les mDC répondent aux ligands de
TLR 2, 3, 4 et 7/8 et produisent du TNFo et de I’'TL-12p40. Et les pDC répondent aux
ligands de TLR 7, 7/8, et 9 et produisent du TNFa et de I’'INFo, mais pas d’1L-12p40.
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Tableau 4 : Résultats de production de cytokines les DC apres stimulation par les
ligands de TLR

LIGANDS HKLM | Polyl:C | LPS | Loxoribine | CL097/R848 | CpG2395
TLR 2+6 3 4 7 7+8 9
mDC TNFa | ++ ++ ++ | +/- ++ -
IL-12 | ++ ++ ++ | - ++ -
IFNa | - - - - - -
pDC TNFa | - - - ++ ++ ++
IL-12 | - - - - +/- -
IFNa | - - - ++ ++ ++
HKLM : Heat Killed Listeria Monocytogenes CL097 : Imidazoquinoline de type CL097
LPS : Lipopolysaccharride CpG 2395 : CpG de type C

Tableau récapitulatif des résultats de production de cytokines des mDC et pDC, obtenus
apreés stimulation par les différents ligands TLR, chez des volontaires sains. Ces données
sont conformes aux résultats attendus.

Résultats : Nous présentons ici les résultats de 4 patients en phase aigué de VAA. Trois
de ces patients ont été inclus au moment de la découverte de leur VAA. Parmi ces 3
patients, 2 ont une maladie de Wegener avec des ANCA anti-PR3 et le 3°*™ a une PAM
avec des ANCA anti-MPO. Le quatriéme patient est atteint d’'une maladie de Wegener
avec des ANCA anti-PR3 en rechute. Les résultats de ces patients sont comparés a ceux
de 10 témoins. Les résultats préliminaires de cette étude montrent un défaut de
production des cytokines par les DC lorsqu’elles sont activées par certains ligands de
TLR. Les tests de stimulation par des ligands de TLR montrent une diminution de la
production d’IL-12 par les mDC quand elles sont stimulées par les ligands des TLR3, 4
et 7+8 ainsi qu’une diminution de la production de TNFa lorsqu’elles sont stimulées par
un ligand du TLR3. De plus, pour les pDC on observe aussi une diminution de TNFa
avec les ligands de TLR7/8 et 9 (cf. figure 17). Nous observons aussi, une tendance a
I’augmentation de la production de TNFa dans les pDC et les mDC, aprés stimulation
par la loxoribine (TLR7) (cf. figure 18). Mais, ces derniers résultats n’ont pu étre
comparés qu’aux résultats de seulement 1 témoin, ils ne sont donc pas statistiquement
significatifs, néanmoins ils confirment d’autres résultats préliminaires obtenus lors de la
mise au point de la technique. Ces résultats devront donc étre vérifiés sur un plus grand
nombre de patients. L’ensemble de ces résultats suggere donc fortement, qu’il existe des

anomalies fonctionnelles des 2 populations de DC circulantes dans les VAA.
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Figure 17 : Production de cytokines dans les DC apres stimulation par des ligands
de TLR.

La production de cytokine est exprimée en pourcentage dans les pDC ou les mDC. Ces
graphes montrent, une diminution de la production d’IL-12 par les mDC quand elles sont
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stimulées par les ligands des TLR3, 4 et 7+8, ainsi qu’une diminution de la production de
TNFa lorsqu’elles sont stimulées par un ligand du TLR3. Pour les pDC, une diminution
de TNFa avec les ligands de TLR7/8 et 9. Les barres horizontales correspondent aux
moyennes des pourcentages et les p ont été determinés par un test de Mann Whitney. Les
résultats sont significatifs si p < 0,05. (*p<0.05 ; **p<0.01).
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Figure 18: Pourcentage de TNF secrété apres stimulation par la loxoribine
(ligand TLR7).

On observe une tendance a 1’augmentation de la production de TNFa.

Tableau récapitulatif des résultats :

= Reésultats équivalents entre les patients et les témoins.
N Résultats significativement diminués chez les patients par rapport aux témoins.

2 Résultats augmentés (non significatifs) chez les patients

LIGAND HKLM [ Poly :1C | LPS | Loxoribine | CL097/R848 [ CpG2395
TLR 2+6 |3 4|7 7+8 9
mDC TNFa. | = N = | () = 5
IL-12 | = N = |- N _
IFNo | - - - |- - -
pDC TNFa | - - - T N N
IL-12 |- - - |- = -
IFNo | - - - = N ns =
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l.1.c. Résultats complémentaires sur les lymphocytes

Nous confirmons 1’existence d’une lymphopénie chez les patients porteurs de VAA en
I’absence de traitement immunosuppresseurs. Le taux moyen de lymphocytes est
inférieur chez les patients en phase aigué par rapport aux patients en rémission. Nous
n’avons par contre pas trouvé de corrélation entre le taux d’ANCA et le taux de
lymphocytes. Ceci concorde avec les études qui ne trouvent pas de corrélation entre le
taux d’ANCA et I’évolution de la maladie (Tervaert, van der Woude et al. 1989; Schmitt
and van der Woude 2004).

Afin de pouvoir expliquer le déficit des Treg nous avons mesuré la concentration de
plusieurs cytokines dans les surnageants de co-culture qui ont servi a déterminer la
fonction des Treg. Les surnageants ont été récoltés a 4 jours de culture puis congelés a -
80°C. Le dosage des cytokines a été effectué par la technologie luminex™ (technique de
microcytométrie en flux). Les surnageants de 7 témoins, 10 patients en rémission et 10
patients en phase aigué ont été dosés. Les résultats pour 1’IL-17 sont présentés dans
I’article soumis. Nous avons observé des concentrations supérieures chez les patients
porteurs de VAA par rapport aux témoins, pour I’IFNy, I’'IL-2, I’ IL-2R, I'IL-8, MCP1
(Monocyte chimoattractant protein 1), MIP1f (macrophage inflammatory protein-1) et
MIPla. Ces résultats montrent la présence d’un environnement en cytokines pro-
inflammatoires IFNy, MCP1, MIP1j3 et MIP1c chez les patients. L’IL-8 est une cytokine
dont le rdle principal est d'assurer le recrutement des PNN, 1’augmentation de production
de cette cytokine par les lymphocytes T CD4 des patients porteurs de VAA concorde

donc avec I’implication des PNN dans ces vascularites.
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2eme Partie : Exploration des cellules dendritiques apres transplantation rénale

Introduction

Une des équipes de 'unit¢ INSERM U643 dans laquelle j’ai effectué mes travaux est
spécialisée dans la caractérisation phénotypique et fonctionnelle, des cellules sanguines
de patients tolérants un greffon rénal, a distance de la greffe et sans immunosuppression
(équipe 4 P. JP Soulillou et Dr Sophie Brouard). Dans le cadre d’un projet collaboratif; il
nous a semblé pertinent de profiter de ces patients rares, afin de caractériser leurs DC
circulantes. Nous avons donc quantifié et caractériseé les DC de 33 patients greffes
rénaux. Ces 33 patients sont divisés en 2 groupes, un groupe de 18 patients tolérants
(TOL) et un groupe de 15 patients en rejet chronique (RC). La tolérance immunitaire peut
étre définie, en transplantation, comme un état de paralysie immunitaire spécifique d’un
antigéne donné, coexistant avec le maintien d’une immunocompétence normale vis-a-Vis
des autres antigénes, sans destruction du greffon (Bach 2006). Le rejet chronique se
manifeste par une dégradation progressive de la fonction rénale associée a des lésions
histologiques particulieres et, il conduit a la destruction du greffon. Ce sont les réponses
immunes induites par les allo-antigenes du greffon qui provoquent les lésions
histologiques.

Les DC de ces patients ont été caractérisées par cytométrie en flux avec les mémes
anticorps que ceux utilisés pour I’étude sur les patients VAA. Chez ces patients les deux
principales sous-populations de DC, mDC et pDC ont été quantifiées et caractérisées
avec les marqueurs CD86, CD62L et CCR7. Le marqueur TLR4 a été ajouté en raison de
I’observation antérieure, d’une augmentation de TLR4 sur les monocytes des patients RC
par rapport aux tolérants (Braudeau, Ashton-Chess et al. 2008).

Les valeurs des moyennes de chaque résultat ont été analysées entre les deux groupes de
patients par le test statistique de Mann-Whitney, et une valeur de p inférieur a 0.05 était

considérée comme statistiquement significative.

141



Résultats

Résultats :

1) Nous n’avons pas trouvé de différence de nombre de DC circulantes entre les RC et les
tolérants. De méme, il n’y avait pas de différence entre le nombre de pDC et de mDC

dans les deux groupes. (cf. figure 19A et tableau 5)

Lin-HLADR+/uL mDC/pL pDC/uL

TOL (n=18) 25 13 8.5
RC (n=15) 22 14 6,5

Tableau 5 : Nombres de DC circulantes

(en valeur absolue/ul)

2) Les niveaux d’expression de TLR4, CD86, CD62L sur les mDC et les pDC sont
semblables chez les RC et chez les tolérants (cf. tableau 2). En revanche, 1’expression de
CCRY est significativement supérieure chez les patients tolérants par rapport aux patients
rejets chroniques sur les mDC (p= 0.0010) ainsi que sur les pDC (p= 0.0025) (cf. figure
19B)

TLR 4 CD86 CD62L CCR7

mDC pDC mDC pDC mDC pDC mDC pDC
TOL 1118 254 1429 358 9535 12089 12874 7276
RC 747 180 1138 240 8275 14440 4112 3446

Tableau 6 : Expression de TLR4, CD86, CD62L et CCR7 sur les mDC et les pDC

(résultats exprimés en moyenne de fluorescence du marqueur - moyenne de fluorescence
de I’isotype contrdle sur 100% des mDC ou des pDC)
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A Numération des mDC et des pDC

50
40- A
]
]
304
°
DC/uL .
v
20 ::. - v
n
° _..._ A
mDC contréles - _.T'_ .......... R D O CLD CELLTTE TP EPPE PP RPPPRPPS
104 [ XY : A v v v
pDC controles -« [ L, A*AK ........ —y—
®ee (] A5
0 ° A, YV
& & & M
& & R R
S <& <0 <&

B Niveaux d'expression de CCR?7 sur les cellules dendritiques

20000+ p** p**

—_ —_
15000- T
o
|_
Q 10000+
LL
= 1
50004
CCR7 sur mDC contrbles=-*
CCR7 sur pDC controles=-*
C T
&
(@]
O
Q
\/Q
«O

Figure 19 : Exploration des DC chez les tolérants de greffe rénale

A: Numération des mDC et pDC circulantes. Il n’y a pas de différence entre les RC et les
tolérants. B : Expression de CCR7 sur les DC : Chez les tolérants, sur les mDC et sur les
pDC I’expression de CCR7 est supérieure par rapport aux rejets chroniques. Sur les deux
graphes, les pointillés correspondent aux moyennes observées dans la cohorte des
témoins de 1’étude vascularites a ANCA. Les barres correspondent aux moyennes des
intensités de fluorescence, les barres blanches pour les patients tolérants et les noires pour
les rejets chroniques. Les pourcentages et les p ont été déterminés par un test de Mann
Whitney, les résultats sont significatifs si p < 0,05 ; **p<0.01, ***p<0.005 .
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Pertinence du suivi des cellules dendritiques circulantes

Les résultats obtenus chez les patients atteints de vascularites a ANCA et chez les
patients tolérants sont intéressants d’un point de vue «monitorage» des DC. En effet, ils
montrent que 1’étude des DC circulantes sur du matériel non manipulé (sang frais),
apporte des résultats pertinents et spécifiques de I’état pathologique étudié. Et cela,
malgré la rareté des DC circulantes et malgré le fait, que les DC de ce compartiment ne
sont que le reflet d’événements qui ont lieu dans les tissus inflammatoires ou les organes
lymphoides secondaires. Le nombre de DC circulantes peut varier en fonction des
conditions physiologiques (comme 1’age) et des situations pathologiques. Il semblerait
que le nombre de pDC diminue avec 1’age, alors que celui des mDC reste stable (Perez-
Cabezas, Naranjo-Gomez et al. 2007). Les pDC représentent une petite partie des PBMC
du sang et leur diminution avec I’age est faible. La diminution des pDC peut donc passer
inapergue si on observe 1’ensemble des DC du sang. Ceci peut expliquer certains résultats
contradictoires quant a 1’évolution des DC avec 1’age (Della Bella, Bierti et al. 2007). La
technique utilisée pour quantifier les DC peut également influencer le résultat. Ainsi la
numeration des DC sur sang total, avec 1’utilisation de billes calibrées, est plus précise
qu’une technique de numération apres séparation des cellules par ficoll, et calcul des
valeurs absolues, a partir des pourcentages observés dans I’ensemble des PBMC (Perez-
Cabezas, Naranjo-Gomez et al. 2007). L’étude de marqueurs complémentaires permet
aussi d’apporter des résultats intéressants. Dans notre travail, nous rapportons une
augmentation de I’expression de CD62L et de CCR7 dans deux situations pathologiques
différentes. CD62L et CCR7 orientent la migration des DC dans les zones T des organes
lymphoides secondaires, via les vaisseaux lymphatiques, pour présenter l'antigene aux
lymphocytes T (Forster, Schubel et al. 1999; Gunn 2003). La régulation de I'expression
de CCR7 et de CD62L joue donc un role essentiel dans I’initiation de la réponse immune.
L’étude de leur expression peut aider a comprendre ’orientation des DC. Ainsi, des DC
dites semi-matures qui acquierent I’expression de CCR7 aprés ingestion de cellules
apoptotiques ont été décrites. Ces DC semi-matures n’évoluent pas vers un phénotype
mature, mais malgré tout, elles migrent vers les organes lymphoides secondaires. Elles
sont incapables d’activer les lyT et donc potentiellement tolérogénes (Gallucci, Lolkema
et al. 1999; Hirao, Onai et al. 2000; Lutz and Schuler 2002).
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Les cellules dendritiques dans les VAA

Dans notre étude sur les vascularites a ANCA, 1’age des témoins correspond a
celui des patients et, nous avons travaillé sur sang total avec des billes calibrées. Pour la
premiére fois, a notre connaissance, nous avons montré une diminution du nombre de DC
chez les patients atteints de vascularite @ ANCA. Cette diminution est plus importante
chez les patients en phase aigué, et elle se répercute dans les mémes proportions sur les
mDC. Par contre, la diminution des pDC n’est significative que dans le groupe des
patients en phase aigué€. Plusieurs événements sont susceptibles d’entrainer une
diminution du nombre de DC circulantes. Cette diminution peut s’expliquer par un défaut
de différenciation des progéniteurs dans la moelle osseuse, par une diminution de la
survie des DC ou bien, par la mobilisation des DC dans les organes lymphoides ou sur le
site de I’inflammation. Or, pendant la phase aigué la diminution des DC est plus
prononcee, et elle est associée a une augmentation de CD62L. Cette derniére observation
est un argument en faveur du recrutement des DC dans les organes lymphoides
secondaires lors des poussées de vascularites. Une diminution du nombre de DC a déja
¢été rapportée dans d’autres MAIL Dans la maladie cceliaque, une diminution des DC et
plus particulierement des pDC associée a un phénotype immature et a un déficit
fonctionnel a été rapportée (Ciccocioppo, Ricci et al. 2007). Une diminution des DC a
également été rapportée dans le diabéte de type 1 (Vuckovic, Withers et al. 2007).
Jongbloed et al. ont montré, chez des patients atteint de rhumatisme psoriasique ou de
polyarthrite rhumatoide une diminution de D’expression de CD62L sur les DC,
accompagnée d’une réduction des pDC dans les deux pathologies et d’une réduction du
nombre de mDC uniquement dans la polyarthrite rhumatoide (Jongbloed, Lebre et al.
2006). Cette observation dans deux maladies inflammatoires est intéressante, car elle
nous permet de supposer que I’augmentation de CD62L concomitante a la diminution des
DC observée chez nos patients en phase aigué, n’est pas la conséquence directe du
processus inflammatoire. Une autre étude, cette fois-ci chez les patients VAA, montre la
présence de DC dans les infiltrats interstitiels rénaux (Wilde, van Paassen et al. 2009).
L’ensemble de ces résultats montre que durant la phase aigué¢ des VAA, les DC
pourraient étre recrutées au niveau des organes lymphoides secondaires, mais aussi au
niveau des tissus inflammatoires.

De plus, les résultats préliminaires sur la fonction des DC suggerent qu’il existe
une modulation dans la fonction des DC des patients atteints de VAA. Nous avons en

effet observé que les mDC présentaient une sensibilite inhabituelle a la stimulation du
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TLR7. Or, I’expression de TLR7 par des cellules monocytaires est augmentée en
présence d’IL-1, de TNFo ou d’IL-6 (Zarember and Godowski 2002). De plus, il a aussi
¢t¢ mis en évidence que I'INFor pouvait induire I’expression de TLR7 sur les DC
dérivées des monocytes et les mDC BDCAL (Severa, Remoli et al. 2007). Or, chez les
patients atteints de VAA une augmentation des taux sériques d’IL-1, de TNFa, d’IL- 6 et
d’INFo a éteé rapportée (Kekow, Szymkowiak et al. 1993; Noronha, Kruger et al. 1993;
Tesar, Masek et al. 1998). Enfin, il a ét¢ montré que la présence d’ANCA anti-PR3
pouvait entrainer une augmentation de la production de cytokines par des monocytes
stimulés par des ligands de TLR.La présence d’ANCA pourait aussi entrainer une
augmentation de la voie de signalisation de plusieurs TLR dans les monocytes (Uehara,
Iwashiro et al. 2007). Mais I’expression de PR3 sur les DC n’a pas été montrée.
L’augmentation de DI’expression de TLR7 sur les DC des patients pourrait étre la
conséquence d’un environnement cytokinique inflammatoire non controlé. Cette
hypothese séduisante demande a étre confirmée sur un grand nombre d’échantillons.

Les résultats préliminaires qui montrent un défaut de sécrétion d’IL-12 et de TNFo apres
stimulation des TLR dans les DC sont comparés a plus de témoins et sont statistiquement
significatifs. Ce déficit pourrait étre a 1’origine d’une altération de la réponse immune
innée. Et, cette altération pourrait entrainer un défaut d’inhibition de la réponse
inflammatoire et/ou infecticuse et ainsi augmenter 1’environnement pro-inflammatoire
favorable au développement des VAA. Le déefaut de sécrétion de cytokines par les DC
pourrait ainsi, entrainer un déséquilibre de I’environnement cytokinique et favoriser
’orientation de réponse immune adaptative vers un profil Thl Th2 ou Th17. On peut
également envisager que cette diminution de production de cytokine soit due au
recrutement spécifique de DC productrices de cytokines dans les organes lymphoides.

Au total, nous avons montré dans les VAA une diminution des DC corrélée a
I’activité de la maladie. De plus, des résultats préliminaires suggerent qu’il existe des
modifications des fonctions innées des DC circulantes chez les patients. Etant donné la
place centrale des DC dans la réponse immune, il est possible que les anomalies
observées aient un réle dans le déclenchement des phases précoces des VAA ainsi que

dans les rechutes.
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e Les cellules dendritiques chez les patients tolérants

Dans une autre partie de notre travail, nous avons montré une augmentation du
récepteur de chimiokines CCR7 sur les DC de patients tolérants par rapport a des patients
en rejet chronique de greffe de rein, sans variation du nombre de DC circulantes. Outre
son role dans 1’orientation des DC vers les organes lymphoides secondaires, CCR7 aurait
aussi un réle dans la survie, la vitesse de migration et la maturation des DC (Kikuchi,
Yanagawa et al. 2005; Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2006). CCR7 a donc un réle
important dans I’initiation des réponses innées. Le rejet chronique se caractérise par une
réponse aux allo-antigénes présents dans le greffon, ici I’augmentation de CCR7 sur les
DC des patients tolérants pourrait étre le reflet d’une activité immunologique bénéfique
pour la suppression de la réponse allo-immune. Ce phénotype pourrait correspondre au
phénotype semi-mature décrit précédemment sur des DC in vitro possédant une activité
plutdt tolérogene (Lutz and Schuler 2002; Reis e Sousa 2006). Ce phénotype n’est pas
retrouvé chez les rejets chroniques et il se peut que qu’il soit inhibé par les traitements
immunosuppresseurs. Le but initial de cette étude était la recherche de marqueurs de
tolérance, ici CCR7 apparait donc comme un marqueur différentiel entre les rejets
chroniques et les tolérant. Actuellement d’autres travaux, qui ont pour but d’évaluer la
fonction des DC et I’expression de CCR7 sur les lymphocytes B chez les tolérants, sont

en cours.

e Les Tregdansles VAA

Nous avons montré que I’activité des Treg était altérée chez les patients atteints
de VAA. L’équipe d’Abdulahad a montré, chez des patients en rémission atteints de la
granulomatose de Wegener, une augmentation de la proportion des Treg mémoires
(FOXP3", CD25"%" CD45R0O") dans les cellules T CD4 et un défaut de suppression des
Treg CD4"'CD25"9" (Abdulahad, Stegeman et al. 2007). Dans cette étude la proportion de
Treg était évaluée a partir de PBMC et la valeur absolue des Treg n’était pas indiquée.
De plus, la majorité des patients étaient traités par immunosuppresseurs. Dans notre
étude, nous observons une diminution modérée du nombre de Treg sans variation de la
proportion de Treg dans les CD4 sur sang total par rapport aux témoins. Cette différence

de résultats peut s’expliquer, par la différence du matériel étudi¢ (PBMC versus sang
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total) ou par la différence de marqueurs utilisés (FOXP3*, CD25"%" CD45RO" versus
CD4*CD25""cD127°"").

Cependant, les résultats les plus intéressants concernent la fonction des Treg. Un défaut
fonctionnel des Treg a déja été rapporté dans plusieurs études, uniqguement dans la GW,
chez des patients traités par immunosuppresseurs, et a chaque fois les Treg étaient isolés
avec le CD25 comme unique marqueur (Klapa, Mueller et al.; Abdulahad, Stegeman et
al. 2007; Morgan, Day et al. 2010). Notre étude renforce donc ces résultats et apporte des
éléments nouveaux et intéressants. En effet, les patients de notre étude sont atteints de
GW, de PAM ou de SCS. IIs n’ont pas de traitement immunosuppresseur et, le défaut de
suppression est observé a deux moments différents de 1’évolution de la maladie, montrant
un déficit fonctionnel accru lors des poussées par rapport aux rémissions. De plus, nous
avons utilisé le marqueur CD127 couplé au CD25 pour isoler les Treg. Or, nous avons vu
plus haut que le CD25 seul est insuffisant pour identifier les Treg. Ce point est important,
car dans la sclérose en plaques, Michel et al. ont montré que la fonction des Treg
CD4*CD25""CD127"" était équivalente & celle des témoins (Michel, Berthelot et al.
2008). Tandis que d’autres équipes ont montré une diminution de cette fonction en
utilisant uniquement le marqueur CD25 pour identifier les Treg. De plus, dans les VAA il
existe une augmentation des cellules activées CD4"CD25". Il était donc nécessaire de
vérifier que le défaut de suppression des Treg observé était bien la conséquence d’un
déficit des Treg et non pas la conséquence d’une contamination par des cellules activées.

Le déficit des Treg, que nous observons, pourrait étre un co-facteur important dans les
vascularites a ANCA, et il pourrait expliquer 1’activation récurrente de lymphocytes T
mémoires probablement impliqués dans les rechutes. En effet, un défaut des Treg
entrainerait un défaut dans le contrble des réponses auto-immunes et faciliterait la
réactivation du groupe de cellules T mémoires effectrices observées dans les VAA. En
situation non pathologique, il est établi que les Treg ont besoin pour survivre en
périphérie d’étre activées par la rencontre avec leur antigene spécifique, et que cette
stimulation est également indispensable a I’exercice de leurs propriétés suppressives. Les
CPA ont donc un r6le essentiel dans le fonctionnement des Treg. Plusieurs études ont
montré que les DC pouvaient contréler la fonction des Treg (Yamazaki, lyoda et al.
2003; Chappert, Leboeuf et al. 2008; Yamazaki and Steinman 2009). Dans les VAA,
nous observons un défaut de suppression des Treg associé a un déficit quantitatif et
fonctionnel des cellules dendritiques circulantes. Le déficit des Treg est intrinséque aux

Treg, et n’est pas di a une résistance des cellules effectrices vis a vis de la suppression
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des Treg. Ces résultats nous conduisent a suggérer que les interactions entre Treg et
cellules dendritiques puissent étre altérées dans les VAA. Cependant, nous ne pouvons
pas exclure qu’une production locale de cytokines inhibitrices, sur les sites de
I’inflammation, soit a 1’origine de ce déficit ou d’une amplification de ce déficit.

Plusieurs études ont montré que les Treg pouvaient étre divisés en sous-groupes, en
fonction de I’expression de marqueurs comme LAP (Chen, Yan et al. 2008), CD103
(Lehmann, Huehn et al. 2002) ou CD39 (Borsellino, Kleinewietfeld et al. 2007). Ainsi,
les Treg qui expriment I’ectoenzyme CD39 seraient capables de supprimer 1’activation
des Th17, contrairement aux Treg ne I’exprimant pas. Ce groupe de Treg est trés diminué
dans la SEP au moment des poussées (Borsellino, Kleinewietfeld et al. 2007; Fletcher,
Lonergan et al. 2009; Mandapathil, Lang et al. 2009). Nous n’avons pas retrouvé de
différence d’expression de CD39 sur les Treg des patients VAA. La voie Thl7 est
impliquée dans les processus inflammatoires, dans I’immunité des muqueuses notamment
au niveau pulmonaire, ainsi que dans le recrutement des PNN sur le site de
I’inflammation. Chez I’homme, la voie Th17 serait impliquée dans plusieurs pathologies
auto-immunes (Matusevicius, Kivisakk et al. 1999; Chabaud, Lubberts et al. 2001;
Hwang and Kim 2005; Wong, Lit et al. 2008). L’implication des PNN, I’atteinte des
muqueuses et la composante inflammatoire observée dans les VAA, nous ont conduits a
suggérer qu’une dérégulation de cette voie puisse €tre impliquée dans la physiopathologie
des VAA. De plus, la mise en évidence de la différenciation des T CD4 naifs en
lymphocytes Thl7, sous la dépendance du TGFf, apparait mutuellement exclusive de
celle des Treg (Bettelli, Carrier et al. 2006). Nous avons donc voulu examiner s’il
existait un déséquilibre dans la balance Th17/Treg dans les VAA. Chez I’homme, deux
¢tudes tendent a montrer I’implication de la voie Th1l7 dans la physiopathologie des
VAA. Abdulahad et al. ont montré une orientation accrue Th17 spécifique de PR3 chez
des patients atteints de GW en rémission ayant des ANCA anti-PR3 (Abdulahad,
Stegeman et al. 2008). Cette expression d’IL-17 est recherchée dans des cellules
récemment activées CD4'CD69", dont le nombre est diminué chez les patients par
rapport aux contrdles. Les auteurs attribuent cette diminution, qui relativise
I’augmentation d’IL-17 observée dans cette étude, a 1’exposition aux traitements
immunosuppresseurs. Dans une autre étude, 1’équipe de Nogueira trouve des taux
sériques d’IL-17 et d’IL-23 significativement superieur chez les patients en rechute par
rapport aux controles, et élevé chez une partie des patients en rémission de VAA. Nous

n’avons pas retrouvé de déviation Thl7 chez les patients de notre étude. En effet, la
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faible augmentation de I’IL-17 dans les surnageants de culture des patients n’est pas
significative. Pour étayer ces résultats nous avons étudié la secrétion d’IL-17 apres
stimulation polyclonale, et 1a encore, nous n’avons pas retrouvé de différence entre les
patients et les contrdles. Etant donné les arguments développés plus haut, la piste de la
déviation Th17 dans les VAA est attirante, cependant des travaux complémentaires
doivent étre menés pour réussir a elucider cette thése.

Nous n’avons pas retrouvé de différence d’expression de FOXP3 dans les Treg des
patients comparés aux témoins. Cependant, les derniéres avancées sur le phénotype des
Treg, nous conduisent a penser qu’il serait intéressant de mieux identifier les sous-
populations de Treg dans les VAA. En effet, il serait intéressant de distinguer les cellules
CD45RO'FOXP3"" qui in vitro, ne suppriment pas les cellules effectrices mais
produisent des cytokines pro-inflammatoires (incluant IL-2, IL-17, INFy), des Treg
CD45RO"FOXP3"" (Miyara, Yoshioka et al. 2009). Les dosages de cytokines effectués
dans les surnageants de culture ne nous ont pas permis de comprendre 1’origine du
dysfonctionnement des Treg dans les vascularites a ANCA. La recherche de genes
impliqués dans ce déreglement pourrait apporter des indications précieuses pour
comprendre quelle est 1’origine de ce dysfonctionnement. Nous envisageons donc de
comparer les génes exprimés par les Treg de patients a ceux qui sont exprimés dans les
Treg de témoins. Cette étude pourrait se faire par technique de puces a ADN sur les Treg
isolés. Enfin, dernierement, il a été mis en évidence qu’une hormone, la leptine module
’activité des Treg. En effet, in vitro la neutralisation de la leptine entraine une expansion
des Treg (De Rosa, Procaccini et al. 2007). Or, récemment une équipe a mis en évidence
une diminution des taux de leptine chez les patients VAA (Kumpers, Horn et al. 2008). Il
serait donc intéressant de déterminer la place de cette hormone dans le contréle des Treg,
dans les VAA.

L’ensemble des résultats sur les DC et les Treg chez les patients atteints de VAA, nous
conduisent a penser qu’il existe une relation entre le déficit des DC et celui des Treg. En
effet, il se peut que la réponse Treg soit compromise a cause du nombre limité de DC, qui
pourrait entrainer une compétition et une persistance ou une altération fonctionnelle des
cellules auto-immunes effectrices ou des Treg, et ainsi le développement d’une auto-
immunité. Nous avons envisagé de faire des co-cultures de cellules T naives en présence
de mDC ou de pDC autologues et de ligands de TLR, afin de comparer I’induction de

cellules Treg entre les patients et les témoins. Ces expériences pourraient apporter des
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¢léments sur I’importance du réle des DC dans la différenciation des Treg, mais elles

nécessitent des quantités importantes de sang et sont donc difficiles a mettre en ceuvre.

e Conclusion :

Le risque de developper une VAA est déterminé par des facteurs environnementaux
et génétiques. En particulier, les infections peuvent jouer un role dans I’initiation de la
maladie ou dans I’incitation d'exacerbations ultérieures. Les lymphocytes T ont une place
importante dans la physiopathologie des VAA. Les DC contrdlent a la fois les réponses
immunes innées et les réponses adaptatives. Lors de la réponse adaptative, elles orientent
la polarisation fonctionnelle Thl, Th2, Treg, Th17 des lymphocytes T. Toutes les
anomalies qui pourraient étre détectées dans le fonctionnement des cellules dendritiques
des patients VAA pourraient servir d’indices dans la compréhension des étapes précoces
du processus physiopathologique des VAA et des rechutes. Nous envisageons donc pour
le futur, chez les patients VAA, de faire une étude différentielle des genes des Treg et de

continuer 1’étude sur la fonction des DC ainsi que 1’étude du phénotype des Treg.

En conclusion, nous avons établi que le nombre de DC ainsi que D’activité
suppressive des Treg étaient diminues chez les patients atteints de VAA non traité.
L’intensité de ces déficits est supérieure dans les poussées de la maladie. Nous
supposons que le déficit observé dans les cellules dendritiques pourrait avoir un lien
avec le dysfonctionnement des Treg et pourrait étre un point important dans le

controle défectueux de la tolérance dans les VAA.
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Analyse quantitative des cellules dendritiques circulantes et fonction des cellules T
régulatrices dans les vascularites a ANCA

Les vascularites associées aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles
sont caractérisées par une atteinte inflammatoire et nécrosante des vaisseaux de petit
calibre, dont la physiopathologie reste encore mal établie. Les cellules dendritiques (DC)
et les cellules T régulatrices (Treg) jouent un réle clé dans le contrdle des réponses
immunes adaptatives. Dans ce travail nous avons étudié les sous populations de DC
circulantes et les Treg chez des patients ayant une vascularite a ANCA. Nous observons
chez ces patients premierement, une baisse des DC qui est plus importante et
accompagnée d’une augmentation de 1’expression de CD62L en phase aigué de la
maladie et deuxiemement, une diminution du nombre de Treg et de leur fonction
suppressive, fonction qui est fortement diminuée chez les patients en phase aigué. Ces
résultats suggerent que le deficit fonctionnel des Treg puisse jouer un rble dans le
caractére récidivant de la maladie et que les cellules dendritiques pourraient étre
impliquées dans cette modulation de la fonction des Treg .

Mots-clés :vascularites @ ANCA, cellules dendritiques, cellules T régulatrices

Quantitative analysis of circulating dendritic cells and regulatory T cell function in

ANCA associated vasculitides

Antineutrophil cytoplasmic antibodies-associated vasculitides are the most common
primary systemic small-vessel vasculitis in adults. Dendritic cells and regulatory cells
play pivotal roles in controlling both normal and autoimmune adaptive immune
responses. In this study, we examine the frequency and phenotype of DC subsets, and the
frequency and function of Treg from patients with ANCA-associated vasculitis. We
observe in these patients firstly, a decrease numbers of DC which is more pronounced
and associated with an increased expression of CD62L for patients in acute phase and
secondly, a decrease numbers and suppressive function of Treg with a functional defect
more pronounced during flares than remission. Taken together, these data point to a role
for Treg functional deficiency in the pathogenesis of AAV and relapses, and suggest that
DC might be involved in this modulation of Treg suppressive function.

Keywords: ANCA-Vasculitis, Dendritic cells, Regulatory T cells
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