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Résumé :

Les myopathies inflammatoires sont un groupe de myopathies acquises caractéerisées
par une atteinte musculaire auto-immune. Une sous population lymphocytaire T, appelée les
lymphocytes T régulateurs (Treg), joue un role déterminant dans la tolérance périphérique aux
antigénes du soi. Dans ce travail, nous avons voulu étudier les Treg au cours des myosites afin
de tenter d’en éclaircir la physiopathologie et de dévélopper de nouvelles approches
thérapeutiques.

Dans un premier temps, nous avons mis au point un modele murin de myopathie
inflammatoire auto-immune. Dans ce modele nous avons pu observer que la déplétion des
Treg aggravait la myosite et qu’a I’inverse le transfert de Treg en diminuait la sévériteé.

D’autre nous avons pu observer 1’effet bénéfique de la rapamycine sur la sévérité de la
myosite en permettant en particulier d’augmenter le pourcentage de Treg.

Dans un second temps nous avons étudié les Treg aux cours d’une myosite dépourvue
de traitement la myosite a inclusions (MI). Nous avons pu observer qu’il existait un déficit en
Treg dans le compartiment sanguin alors méme qu’il existait une activation Thl du systéme
immunitaire. L’ensemble de ces observations nous a conduit a envisager 1’utilisation de la
rapamycine au cours de la myosite a inclusions.

Dans cette optique, nous avons cherché a definir quel pouvait étre le meilleur
marqueur de suivi de la maladie afin d’évaluer ’efficacité du traitement. L’étude que nous
avons menée a permis de montrer que la mesure de la force maximale isométrique des

extenseurs du genou était un bon marqueur évolutif de la maladie.

Ainsi, ensemble ces données permet d’envisager la mise au point d’un essai thérapeutique

avec la rapamycine au cours de la MlI.

Mots-clés
Lymphocyte T régulateurs; myopathie inflammatoire idiopathique ; auto-immunité ;

rapamycine, myosite a inclusions.
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Abstract

Idiopathic inflammatory myopathies (IIM) are severe inflammatory muscle disorders
with life threatning complications. Treatments are partially efficacious and have many side
effects. Thus new therapeutics approaches have to be developed. Because 1IM involves auto-
immune mechanisms and CD4"CD25 FoxP3" regulatory T lymphocytes (Treg) play a major
role in the regulation of immune responses, we examined the role of Treg in 1IM.

First, we developed a reproducible and transferable model of auto-immune myopathy.
This experimental autoimmune myositis (EAM) was aggravated by Treg depletion and
improved by polyclonal Treg injection. Furthermore rapamycin decreases the severity of the
myositis in EAM mice by increasing the percentage Treg in the draining lymph nodes.

We also analysed Treg in patients with inclusion boby myositis (IBM), an IIM without
validated treatment. In IBM patients we observed an activation of the immune system
engaged in a Thl response, with a decreased percentage of Treg in the periphery. Treg are
present within muscular infiltrates where they seem unable to control inflammation.

Finally, in attempt to define reliable outcomes in IBM patients for clinical trials, we
assessed muscle strength during a nine months period. We found that knee extension strength
seems to be the most relevant marker of disease progression in IBM when measured with
suitable dynamometry.

Together these data suggest that rapamycin could be tested as treatment for IBM

patient using knee extension strength as outcome measure.

Keywords
Regulatory T cells; idiopathic inflammatory myopathy; inclusion body myositis, auto-

immunity ; rapamycin

I3 : Immunology, Immunopathology, Immunotherapy
CNRS/UMR 7211, INSERM U959
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Liste des abréviations

ADN: Acide désoxyribonucléique

Ag: Antigene

Ac: Anticorps

AICD: Activation-induced cell death
AIRE: Auto-immune regulator

ARN: Acide ribonucléique

ASM: Anticorps spécifiques des myosites
AAM: Anticorps associés aux myosites
B: lymphocyte B

CD: Cluster Differenciation

CIM: C Proteine Induced Myositis
CFA: Complete Freund adjuvant
CMH: Complexe majeur
d'histocompatibilité

CPA: cellule présentatrice d'antigéne
CPK: Créatine phosphokinase
CTLA-4: Cytotoxic T lymphocyte-
associated protein-4

CXCL: Chemokine (motif C-X-C) ligand
CXCR: Chemokine (motif C-X-C)
réceptor

DC: cellule dendritique

DM: Dermatomyosite

FoxP3: Forkhead box Protein 3

GITR: Glucocorticoid-Induced Tumor
necrosis factor Receptor family-related
gene

ICOS: Inducible T-cell Co-stimulator
IDO: Indoleamine 2,3-DiOxygenase
IFN: Interféron

1g: Immunoglobuline

IL: Interleukine

KO: Knout out pour déficient

LES: Lupus Erythémateux Systémique

MII: Myopathie inflammatoire idiopathique
MI: Myosite a Inclusions

MC: Myosite de chevauchement

MN: Myopathie nécrosante auto-immunne
MTOR: serine/thréonine proteine Kkinase
mammalian target of rapamycin

NK: Natural killer

PD-1: Programmed cell death

PM: Polymyosite

PAMP : Pathogen Associated Molecular
Pattern

PKC: Protéine Kinase C

PRR: Pattern Recognition Receptor

RAG: Recombination-Activating Gene
STAT-5: Signal Transducer and Activator of
Transcription 5

SRP: Signal Recognition Particule

T: lymphocyte T

Tconv: lymphocyte T conventionnel CD4"
Treg: lymphocyte T régulateur

Th: T helper cell pour lymphcyte T auxiliaire
TNFa: Tumor necrosis factor «

TCR: T cell receptor

TGF: Transforming Growth Factor

TLR: Toll-Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor

VIH: virus de ’'immunodéficience Humaine



Avant propos

Les myopathies inflammatoires idiopathiques sont caractérisées par la présence d’une
inflammation musculaire associée a un deficit moteur de sevérité variable. Ce groupe
hétérogéne est constitué de maladies aigués, subaigués et/ou chroniques. Les myopathies
inflammatoires peuvent étre secondaires a un agent infectieux de nature virale, bactérienne ou
parasitaire ou alors se développer en 1’absence d’agent causal identifiable: on parle alors de
myopathies inflammatoires (ou myosites) idiopathiques (Ml).

Les MI sont un groupe hétérogene de maladie musculaire responsables d’un handicap

moteur parfois grave et peuvent engager le pronostic vital des patients en particulier en cas
d’atteinte respiratoire associée. Ces observations justifient I’emploi de traitements
immunosupresseurs puissants afin de contréler au mieux la maladie. Cependant les
traitements ne sont pas toujours efficaces et ce particulierement aux cours de la myosite a
inclusions. De plus les traitements sont trés souvent reponsables d’effets secondaires. Ainsi la
mise au point de nouvelles approches thérapeutiques est nécessaire.
Les MI partagent un mécanisme physiopathologique commun: la rupture de la « tolérance »
immunnitaire vis-a-vis d’antigénes musculaires. Le systtme immunitaire a pour objectif
majeur de protéger I’organisme contre les agressions extérieures. Du fait de leur pouvoir
destructeur, les composants de ce systéme sont finement régulés. Les mécanismes de
régulation sont nombreux et actifs lors des différentes étapes de la réponse immune. Les
défauts de ces phénomeénes de tolérance sont a 1’origine de nombreuses pathologies
inflammatoires et auto-immunes. Parmi ces mécanismes, les lymphocytes T régulateurs
(Treg) sont des ¢éléments phares de I’inhibition des réponses immunes en périphérie.

Nous avons donc émis I’hypothése que les Treg pourraient étre impliqués dans la

physiopathologie des MI et envisagé qu’ils pouvaient étre un nouvel agent thérapeutique.

Pour répondre a ces questions nous décrirons les différentes MII et les mécanismes
dysimmunitaires impliqués. Nous verrons ensuite les différents mécanismes passifs et actifs,
régissant la tolérance immunitaire avant de décrire plus particulierement les caractéristiques
des Treg: leur(s) origine(s) ainsi que les mécanismes qu’ils emploient pour exercer leur
fonction suppressive. Puis nous décrirons quelle place occupent les Treg au sein du systéme

immunitaire et comment ils sont régulés (homeostasie).
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Au moment ou nous avons entrepris notre travail, aucune donnée n’était disponible sur

les Treg au cours des M.

Ainsi dans cet expose, nous décrirons les différentes étapes ayant abouti au
développement d’un modéle murin de myosite auto-immune afin d’analyser le role et le
potentiel thérapeutique des Treg. Dans ce modele nous montrerons comment ’utilisation de la
rapamycine a permis de moduler I’action in vivo des Treg. Nous verrons ensuite quel est le

role des Treg chez I’homme au cours de la myosite a inclusions (MI).

Enfin, nous montrerons que les résultats obtenus nous ont conduit a envisager de
nouvelles approches thérapeutiques, en particulier au cours de la myosite a inclusions,

maladie pour laquelle aucun traitement n’est efficace a ce jour.
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1° PARTIE : LES MYOPATHIES INFLAMMATOIRES IDIOPATHIQUES

I. Les myopathies myopathies inflammatoires idiopathiques : aspects cliniques

A. Les myopathies généralités

Le tissu musculaire strié a pour fonction essentielle de produire une force mécanique
et ainsi un mouvement. Il permet aux mammiferes d’interagir avec leur environnement, et
ainsi d’assurer leur survie. Cependant dans certaines conditions pathologiques son
fonctionnement peut étre altéré on parle alors de myopathies. Chez ’homme, les myopathies
peuvent étre responsables d’un handicap moteur sévére, menagant parfois le pronostic vital
des patients.

A ce jour, on dénombre plus d’une centaine d’étiologies de myopathie chez I’homme.

On distingue les myopathies héréditaires, des myopathies acquises.

Les myopathies héréditaires sont d’origine génétique. Depuis les premiers cas
identifiés de myopathies héréditaires décrits par Duchenne au 19°™ siécle, il existe a ce jour
plusieurs dizaines de genes et mutations impliqués dans la survenue de myopathies
héréditaires. Les tableaux cliniques sont treés variables d’une mutation a I’autre et parfois
méme aussi pour une méme mutation. Certaines de ces myopathies se déclarent des la
naissance ou des les premiéres années de vie, on parle alors de myopathies congénitales, alors
que d’autres se révélent plus tardivement, voire a un &ge avancé. Tous les modes de
transmission peuvent étre observés. Le tableau 1 résume les principales myopathies
héréditaires.

A ces myopathies héréditaires, on oppose les myopathies acquises. Les étiologies de
ces myopathies peuvent étre regroupées en grands cadres nosologiques (Tableau 1). La
toxicité de certains traitements peut étre responsable de myopathies. Ces myopathies
« toxiques » sont une des causes frequentes de myopathies acquises. Un autre grand groupe
est celui des myosites. Certaines sont des myopathies inflammatoires secondaires a un agent

pathogéene identifié (tableau 1), on parle alors de myosite infectieuse, si I’agent causal n’est
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pas identifié, on parle alors de myosite idiopathique. Ce dernier groupe est 1’objet de notre

travail.

Tableau 1 : Principales affections musculaires

Myasthenie auto-immune
Syndrome de Lambert-Eaton
Myasthenies congenitales

Myopathies congénitales
Myopathies myofibrillaires
Dystrophies Musculaires
Dystrophinopathies
Sarcoglycanopathies
Dystrophies congénitales
Dystrophie Facio-scapulo-humerale
Dystrophie oculopharyngée
Calpainopathies
Dysferlinopathies
Caveolinopathies
Dystrophie Emery-Dreyfus
Laminopathies et autres nucléopathies
Dystrophies myotoniques et autres myotonies
Canalopathies
Myopathies métaboliques
Glycogénoses
Lipidoses
Myopathies mitochondriales

Myopathies endocriniennes
Myopathies toxiques
Myofasciite a macrophages (aluminium)

Myopathies inflammatoires

idiopathiques

Myopathies nécrosantes auto-immunnes

Sarcoidose musculaire

Myopathies infectieuses (bactériennes, virales, parasitaires)

D’apreés R. Gherardi. Tableau non exhaustif des pathologies musculaires représentant les

grands cadres nosologiques.
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B. Historique des myosites et classification

La dénomination « myopathie inflammatoire idiopathique » n’est apparue qu’au cours
des années 70 (Bohan and Peter, 1975a) (« The major inflammatory myopathies of unknown
cause » (Carpenter and Karpati, 1981)), soit plus d’une centaine d’années aprés les premieres

descriptions de cas au XIXeme siecle.

Les premiers cas probables de myopathie inflammatoire idiopathique ont été rapportés
dans la littérature, tout d’abord par le docteur Wagner en 1863 (Wagner, 1863), puis par le Dr
Potain en 1875 (Potain, 1875), au sujet d’un fermier de 17 ans hospitalisé a Necker. A cette
époque, les deux médecins parlaient respectivement de « périostite » ou de «morve
atypique ». Dans son article, le Dr Potain décrivait : «I’érythéme des paupicres », « la géne
dans les mouvements...telle qu’elle ne permettait point d’asseoir le malade dans son lit », « la
distribution inaccoutumée de 1’cedéme et sa prédominance toute spéciale au niveau des
masses musculaires », « les masses musculaires infiltrées de serosités » ainsi « qu’une grande
proportion de fibres granuleuses », symptomatologie évoquant fortement le diagnostic de
dermatomyosite (DM).

Le déceés consécutif a cette « morve atypique» semblait en fait &tre en rapport avec des
complications infectieuses respiratoires de la DM.

C’est finalement en 1886, que le Dr Wagner a identifié le premier cas de myopathie
inflammatoire idiopathique, pour donner naissance au terme de Polymyosite (PM). Dans cet
article intitulé : «Ein fall von acuter polymyositis » (Wagner, 1886-7), il décrivait le cas d’une
femme de 34 ans, présentant un déficit moteur douloureux, des lésions cutanées a type
d’érythéme touchant les mains, ainsi que des arthralgies. Tres rapidement, 1’état clinique de
cette patiente se dégradait, avec la survenue de signes respiratoires a type de dyspnée fébrile
et toux productive, conduisant finalement a son décés. L.’examen anatomopathologique post-
mortem des muscles présenté en illustration dans Particle (Figurel) révélait la présence d’une
atrophie musculaire associée a la présence d’un infiltrat inflammatoire diffus. Dans la
discussion, le Dr Wagner rappelait les cas similaires rapportés précédemment, et en particulier
la premiére description qu’il avait publiée 22 ans plus tot dans « Fall einer seltenen
Musckelkanheit » (Wagner, 1863), afin de souligner 1’absence de cause identifiable, et

d’attribuer a ce syndrome la désignation de : Acutis polymyositis.
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Au début du XX™ siécle, la premiére revue de la littérature au sujet de 28 cas a été
publiée par Steinert (Steinert, 1903). Elle avait le mérite de distinguer les myosites
secondaires des myosites idiopathiques. En effet, I’embarras des précédents auteurs était
perceptible dans leur diagnostic de « pseudotrichinose » (Hepp, 1887).

I1 est intéressant aussi de noter que 1’association entre DM et cancer avait été¢ rapportée des
1916 (Stertz, 1916).

Une confusion persistera assez longtemps entre PM et de DM, puisque les deux termes
seront employés indistinctement jusque dans les années 1950, alors méme que certains auteurs
décriront des cas de myosite sans lésion cutanée (Hepp, 1887). Il faudra attendre les années
1960 (Pearson, 1966) pour voir se détacher 1’entité PM de I’entit¢ DM d’une part, et des
dystrophies musculaires d’autre part (Levison, 1937; Shy and McEachern, 1951).

Figure 1 : Illustration de I’examen anatomopathologique musculaire post mortem du patient
du Dr Wagner en 1886. (Wagner, 1886-7)

Figur 2.
Figur 1. g

C’est a cette période que les atteintes extra musculaires des PM commencent a étre reconnues
(Pearson, 1966). Bohan et Peter sont les premiers a définir des critéres clairs de classification,
fondés sur des éléments cliniques (déficit moteur symétrique, présence ou non d’exantheme),
biologiques (élévation des enzymes musculaires), électromyographique (tracé myogéne sur
I’EMQG) et histologiques (nécrose et régénération musculaire, inflammation), permettant de
distinguer 5 entités : PM de l'adulte, DM de I'adulte, myosite associée a un cancer, DM et
myosite intriquée a une autre connectivite. Cependant cette classification ne permet pas
toujours de distinguer les myosites associées aux connectivites des PM, ni les MI ou les
myopathies nécrosantes autoimmunes. C’est avec la découverte des anticorps (Ac) associés

aux myosites idiopathiques (Love et al., 1991), que Troyanov et al. proposent finalement une
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nouvelle classification (tableau 1) (Troyanov et al., 2005), remplacant la notion de « myosites
associées aux connectivites » par la notion de « myosites de chevauchement (MC) », définie

par la présence d’ Auto-Ac ou de manifestations extra musculaires.

Tableau 2 : Classification de Troyanov et al (Troyanov et al., 2005)

1 : Déficit musculaire proximal et symétrique.

2 : Elévation des enzymes musculaires.

3 : Tracé myogene a ’EMG.

4 : Anomalies sur la biopsie musculaire (nécrose, régéneration, phagocytose, infiltrat
mononucléé interstitiel.

5 : Rash typique de DM (exanthéme héliotrope, signe et papules de Gottron).

PM Polymyosite

DM Dermatomyosite

MC Myosite de chevauchement avec atteinte extramusculaire* et/ou auto-ac**
MAC Myosite associée aux cancers, syndrome paranéoplasique # sans auto-ac**

Myosite définie : 4 critéres, a I’exclusion du rash pour la PM, 3 ou 4 (plus rash) pour la DM.
Myosite probable : 3 critéres, a I’exclusion du rash pour la PM, 2 (plus rash) pour la DM.
Myosite possible : 2 critéres, a I’exclusion du rash pour la PM, 1 (plus rash) pour la DM.

*Atteintes extramusculaires: Phénomeéne de Raynaud, sclérodactylie, calcinose,
hypomobilité oesophagienne ou grélique, DLCO<70%, syndrome interstitiel pulmonaire,
lupus discoide, Ac-anti-ADN natif, hypocomplémentémie, 4 ou plus des 11 critéres de
I’ American College of Rheumatology pour le diagnostic de Lupus érythémateux systémique,
syndrome des antiphospholipides.

#Syndrome paranéoplasique : Cancer dans les 3 ans avant ou aprés le diagnostic de myosite
et disparition de la myosite en cas de guérison du cancer.

**Ac associés aux myosites : Ac anti-synthétase (Jo-1, PL-7, PL-12, OJ, EJ, KS), Ac
associes a la sclérodermie (Ac-anti-topo-isomérase | ou Ill, anti-centromere), Ac anti-URNP,
Ac anti-PmScl, Ac anti-Ku et Ac anti-SRP.

Une autre classification est proposée en 2004 par Hoogendijk et al (Hoogendijk et al.,
2004). Cette classification prend en compte de nombreux criteres histologiques, et a comme
principal intérét d’introduire la notion de « myosite nécrosante auto-immune » (MN),
caractérisée par la prédominance des lésions nécrotiques musculaires. Cette entité associée a
la présence d’Ac anti-SRP a été décrite pour la premiere fois en 1986 (Reeves et al., 1986), la

premiére série de malades a moins de 10 ans (Miller et al., 2002). Nous verrons apres, que
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récemment les MN ont été aussi associées a la présence d’Ac anti-HMGcoA (Christopher-
Stine et al., 2010; Mannen et al. 2011). Enfin, il faut isoler le cas de la Myosite a Inclusions
(MT1) dont la premiere description remonte & la fin des années 1960 (Chou, 1968), avant d’étre
nommee comme telle en 1978 par Carpenter et al. (Carpenter et al., 1978). Cette myopathie
est habituellement considérée comme une myopathie inflammatoire idiopathique méme si
certains auteurs, en raison de la primauté de phénomeénes dégénératifs, proposent de 1’exclure

de ce groupe (Askanas et al, 2008).

C. Epidémiologie et prédisposition génétique

1. Epidemiologie

L’incidence et la prévalence des différentes myopathies inflammatoires ne sont pas
précisement connues. En effet, la majorité des estimations a été réalisée a partir de la
classification de Bohan et Peter (1975) (Bohan and Peter, 1975b), ne prenant pas en compte la
MI. Or, on sait que la MI peut facilement étre confondue avec une autre myosite : la
polymyosite (PM) (Chahin and Engel, 2008).

Plusieurs auteurs sont pourtant parvenus a estimer la prévalence des myopathies
inflammatoires, 1’évaluant entre 0,6 et 1 pour 100 000 (Dalakas, 1991; Hilton-Jones, 2001;
Mastaglia and Phillips, 2002; Medsger et al., 1970).

Une étude plus récente, menée au Canada, a permis d’estimer la prévalence des DM et
PM a 21,5 pour 100.000, avec une prédominance chez les femmes, et les personnes habitant
en zones urbaines (Bernatsky et al., 2009). La M1 a une prévalence de 4,9 patients par million,
touchant plus souvent les hommes que les femmes avec un sexe ratio a 3 pour 1 (Mastaglia,
2008). Chez I’enfant, la DM peut étre observée alors que ni la PM, ni la MI, ne sont
diagnostiquées a cette période de la vie.

Les travaux de Troyanov et al. ont montré que les MC étaient largement
prédominantes puisqu’elles représentaient 68% des myosites dans leur série alors que PM et
DM représentaient respectivement 20% et 10%, les MAC représentaient, elles, 2% des cas.

Ainsi la PM pure serait une entité beaucoup plus rare dont la prévalence a d’ailleurs
probablement été surestimee (van der Meulen et al., 2003). Dans 1’étude de van der Meulen
(van der Meulen et al., 2003), la PM représentait 9% des cas de myosites au moment du
diagnostic, selon les criteres de Bohan et Peter. Au cours du suivi, la moitié de ces cas a été
reclassée en MAI et tous les autres cas ont présenté des atypies qui ne permettaient plus de

retenir ce diagnostic. Cependant 1’existence de cette pathologie est bien réelle et ne doit pas
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étre remise en cause comme 1’ont suggéré certains auteurs (van der Meulen et al., 2003). En
effet, la PM dans sa forme pure est une myopathie inflammatoire idiopathique rare, mais
représente pourtant jusqu’a 20 % des cas dans certaines cohortes (Benveniste et al., 2004b;
Chahin et al, 2008).

Si la MC est la plus fréquente des myopathies inflammatoires avant I’age de 50 ans, la
MI est la myosite la plus fréquente aprés 1’age de 50 ans (Badrising et al., 2000).

Enfin il faut souligner qu’en plus des difficultés diagnostiques nosologiques entre Ml et
PM au moment du diagnostic (Chahin et al, 2008) 1’épidémiologiec des myosites n’a pas
jusqu’a présent pris en compte ’entité myopathic nécrosante auto-immune (MN) décrite
depuis peu et dont les frontiéres s’élargissent encore avec la découverte de nouveaux

anticorps associés.

2. Facteurs de preédisposition aux myosites

Ont été associés a la survenue de la PM des facteurs génétiques comme le groupe HLA
DRB1*0301 (Shamim et al., 2000) ou les haplotypes HLA-DRB1*03, DQAL1*05 et
DQB1*02 (Chinoy et al., 2006). Certains de ces haplotypes sont aussi retrouvés au cours de la
MI en particulier I’haplotype HLA-DRB1*0301 (Koffman et al., 1998b) ce qui suggere des
mécanismes physiopathologiques communs a ces deux entités. A ’inverse, aux cours de la
DM, les haplotypes généralement différents de ceux associés a la PM (Chinoy et al., 2006;
Reed et al, 2002; Werth et al.,, 2002) soulignent ainsi sa difference sur le plan
physiopathologique.

D. Description clinique

1. Les manifestations musculaires squelettiques extra cardiaques

Un déficit de la force musculaire est presque toujours observé au cours des myopathies
inflammatoires. Le diagnostic est parfois posé avant son apparition lorsqu’il est retardé par
rapport a la survenue des manifestations extra musculaires (respiratoires ou cutanées). Selon
le type de myosite, le mode d’installation du déficit moteur est habituellement aigu ou subaigu
(MC, DM, MN) ou plus insidieux (MI). Cependant le mode d’installation peut étre trompeur
en particulier pour les MN. Le dogme du caractére aigu a été remis en cause par des travaux

récents (Benveniste and Leger, 2011) qui ont montre que certaines myopathies étiquetées
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comme probable dystrophie musculaire évoluant parfois depuis plusieurs années se sont
révélées étre en fait d’authentique MN associées aux Ac-anti-SRP.

L’atteinte musculaire peut étre douloureuse aux cours des myosites en particulier au
cours des MC avec syndromes des anti-synthétases, ou 65% des patients sont myalgiques (R
Stanciu, 2008). Les myalgies ne sont pour autant pas retenues comme critére diagnostique
dans les différentes classifications (Bohan et al, 1975b; Troyanov et al., 2005).

L’intensité du déficit moteur est variable, de modérée a sévére. Le déficit touche les
4 membres de facon bilatérale, proximale et symeétrique. On note aussi parfois une atteinte
axiale qui peut étre sévere. La face est généralement épargnée méme si une atteinte faciale
peut étre observée au cours de la MI. Dans le cas de la M, le déficit est a la fois proximal et
distal et souvent asymétrique (Sekul and Dalakas, 1993).

Les atteintes du sphincter supérieur de I’cesophage peuvent étre observées (de Merieux et
al., 1983) et c’est un signe de gravité qu’il convient de rechercher systématiquement en raison
des complications respiratoires graves. La dysphagie est rencontrée plus fréquemment (60%)
au cours de la MI (Dalakas, 2006).

2. Les manifestations cardiaques et vasculaires

Des atteintes cardiaques spécifiques peuvent étre observées au cours des myosites.
Elles comportent des troubles de la conduction auriculo-ventriculaire, des troubles du rythme,
ou des atteintes du myocarde de type myocardite (Haupt and Hutchins, 1982) et doivent donc
étre systématiquement recherchées en raison du risque vital qu’elles impliquent.

Les MN associées a des Ac anti-Signal Recognition Particle (SRP) sont certainement le
groupe le plus souvent responsable d’atteinte cardiaque avec une fréquence de 20 a 30% des
cas. (Bloch Queyrat 2008; Miller et al., 2002).

Au cours des autres myosites type DM ou MC, I’atteinte cardiaque est moins fréquente
bien que moins bien évaluée, elle serait inférieure a 5% des cas. Au cours de la M, il n’est
pas rapporté d’atteinte cardiaque spécifique.

Il faut aussi souligner I’importance des complications cardiovasculaires des traitements
(HTA, maladie athéromateuse), en particulier lors de corticothérapies prolongées qui peuvent

conduire a des complications athérothrombotiques graves qu’il est nécessaire de prévenir.

3. Les manifestations extra-musculaires cutanées

Les atteintes cutanées sont fréquentes au cours des myopathies inflammatoires et sont un

¢lément d’orientation important pour le diagnostic nosologique. Les manifestations cutanées
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concernent presque exclusivement les MC et DM selon Troyanov (Troyanov et al., 2005), il
n’existe jamais de signe dermatologique au cours de la PM pure. Certaines d’entre elles sont

caractéristiques voire pathognomoniques.

C’est au cours de la DM que les manifestations sont les plus riches et spécifiques. Elles
précedent les manifestations musculaires plus d’une fois sur deux. Dans certains cas I’atteinte
musculaire serait méme absente, on parle alors de « DM amyopathique », cependant cette
entité¢ est discutée car elle dépend de I’expertise et de moyens mise en ceuvre pour le
diagnostic de I’atteinte musculaire (Dalakas, 2002). A I’inverse, il existe d’authentiques DM
bien caractérisées sur le plan histologique, sans atteinte dermatologique. L’érythéme du
visage avec un rash héliotrope et un cedéme lilacé des paupiéres est une manifestation
fréquente (60-80%) et trés évocatrice du diagnostic. L’atteinte des mains est elle aussi
caractéristique avec un érytheme en bande en regard de la téte des métatarses et du lit de
I’ongle voire pathognomonique lorsqu’il existe des papules plates violines (papules de
Gottron). On peut aussi observer des lésions poikilodermiques, des lésions vésiculo-
bulleuses, ulcérées ou nécrotiques, des panniculites, des atteintes bilatérales et symétriques
des faces latérales des cuisses (holster sign pour le signe de « 1’étui de révolver ») ou une
érythrodermie. Les calcifications sous cutanées habituellement rencontrées dans la DM de
I’enfant sont rares chez I’adulte. L'aspect histologique des 1ésions de DM n’est pas spécifique
(Callen, 2000) en particulier la positivité de I’immunofluorescence directe en peau lésionnelle
avec des dép6ts de C3 ou d'immunoglobulines G le long de la jonction dermoépidermique
peut étre aussi rencontré au cours du lupus méme si ces dépdts sont statistiquement moins
fréquents au cours des DM (90% des cas de lupus aigu ou discoide versus 10 a 20% au cours
de la DM (C. Frances série personnelle)).

A ces Iésions érythémateuses s’associent aussi des manifestations vasculaires avec en
particulier un phénoméne de Raynaud (Sontheimer, 2002; Santmyire-Rosenberger and Dugan,
2003). Le phénomene de Raynaud constitue également une des manifestations habituelles au
cours des MC. En particulier il est un des éléments diagnostiques du syndrome des anti-
synthétases avec les fissures digitales, associées a une hyperkératose (mains de mécaniciens).
Les lésions dermatologiques spécifiques des connectivites associées aux MC peuvent étre

aussi observeées (lupus et sclérodemies).
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4. Les manifestations extra-musculaires respiratoires

Tous les types de myosite peuvent s’accompagner d’une atteinte respiratoire. Celle-Ci peut
étre asymptomatique lorsqu’elle est dépistée précocement, mais peut étre aussi responsable de
détresse respiratoire aigue engageant le pronostic vital. Ainsi, il convient de rechercher

systématiquement une atteinte respiratoire car c’est elle qui en fait le pronostic.

Les manifestations respiratoires peuvent étre secondaires & de nombreux mécanismes. Une
atteinte mécanique de la musculature respiratoire ou pharyngée peut étre responsable d’un
trouble ventilatoire restrictif ou de pneumopathie d’inhalation. Ce type d’atteinte peut &tre
observé au cours de toutes les myosites. Les troubles ventilatoires restrictifs sont rarement
symptomatiques lorsqu’ils sont isolés méme si des cas d’hypoventilation alvéolaire grave
nécessitant une assistance respiratoire ont été observés au cours de MC en cas d’atteinte
diaphragmatique grave (Herson, 2010).

Des atteintes parenchymateuses spécifiques peuvent étre observées au cours de la MC,
DM et MN. La prévalence des pneumopathies interstitielles au cours de la MC et DM varie de
5464 % selon les séries (Frazier and Miller, 1974 ; Takizawa et al., 1987; Miller et al., 2002)
et est estimée a 30% des cas au cours de MN (Bloch Queyrat 2008; Douglas et al., 2001).
L’atteinte parenchymateuse spécifique est particuliérement fréquente au cours des MC au
cours du syndrome des antisynthétases (70 a 90 %) (Stanciu, 2008; Richards et al., 2009).
L’atteinte spécifique peut précéder (20-47% des cas) ou suivre le diagnostic de myosite
(Marie et Dominique, 2006). Tous les types de manifestations ont été décrits : pneumopathie
interstitielle non spécifique ou commune, pneumopathie organisée cryptogénique, dommage
alvéolaire diffus ou fibrose pulmonaire idiopathique. L’atteinte la plus fréquente est la
pneumopathie interstitielle non spécifique qui justifie une surveillance rapprochée et peut
conduire dans certains cas a la greffe pulmonaire. Le dommage alvéolaire diffus reste une
manifestation rare mais avec un pronostic sombre avec plus de 80% de mortalité. 1l ne faut
pas méconnaitre des atteintes parenchymateuses non spécifiques secondaires aux traitements
soit par toxicit¢ directe (méthotrexate) soit en raison d’infections opportunistes
(pneumocystose). Enfin il faut aussi citer des complications vasculaires respiratoires
spécifiques (hypertension artérielle pulmonaire) ou non comme la maladie thromboembolique

veineuse.
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5. Les manifestations extra-musculaires: signes généraux et rhumatologiques

Un amaigrissement important peut étre observé au cours de myosites en particulier dans
les formes aigues de MC et MN. La présence de fievre ou d’un syndrome inflammatoire peut
étre rencontré principalement au cours du syndrome des antisynthétases, c’est alors un signe
de mauvais pronostic (R Stanciu, 2008; Richards et al., 2009). Les arthralgies parfois
associées a des synovites sont un signe important du syndrome des anti-synthétases. Les

synovites sont alors non destructrices.

E. Myosites et cancers

Dans une méta-analyse incluant 1064 myosites idiopathiques, la prévalence du cancer
apparait 5 a 7 fois plus importante que dans la population générale (Zantos et al., 1994). La
prévalence du cancer varie de 13% a 43 % (Yazici et Kagen, 2000). Les facteurs associés a la
survenue d’un cancer sont I’4ge avancé, les signes cutanés, I’absence de signe respiratoire et
la résistance au traitement (Madan et al., 2009). Le risque est plus élevé au cours des DM
qu’au cours des PM, 3,4% et 1,8% respectivement (Sigurgeirsson et al., 1992). Dans 1’étude
de Sigurgeirsson, 1’association avec un cancer est rapportée au cours de 9 % des PM, et 15 %
des DM. Une plus récente étude suggere que le cancer est seulement associé a la DM et non la
PM (Madan et al., 2009). L’association du cancer avec les MN sans anticorps anti-SRP
pourrait étre aussi importante mais sa prévalence doit encore étre précisée.

Le cancer est diagnostiqué le plus souvent au moment du diagnostic de la myosite +/- 2
ans. La répartition des types de cancers ne differe pas de celle observée dans la population
générale aprés appariement sur 1’age. Cependant, certains auteurs rapportent une fréquence
plus élevée du cancer de ’ovaire au cours de la DM (Whitmore et al., 1994). Enfin, on
observe un parallélisme entre I’évolution du cancer et celui de la myosite.

Ainsi la recherche d’un cancer occulte doit étre exhaustive au moment du diagnostic de
DM. Des travaux récents montre que la présence d’Ac-anti-TIF1 y au cours de la DM est
fortement prédictive de la présence de cancer (Trallero-Araguas et al., 2010). La détection de
cet Ac n’est pas encore réalisable en pratique clinique mais devrait rapidement pouvoir I’étre

en raison de sa valeur prédictive négative de 95% (Selva-O'Callaghan et al., 2010).
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Il. Les myopathies inflammatoires idiopathiques: Aspects paracliniques

A. Les examens complémentaires non invasifs

L’atteinte musculaire est confirmée par I’élévation du taux sérique des enzymes
musculaires (Créatine phosphokinase : CPK, Aldolase, Alanine AminoTransférase : ALAT,
Lactico deshydrogénase: LDH) et par la présence d’un syndrome myogéne a
I’¢électromyogramme (EMGQG).

Parmi les dosages sériques, celui des CPK est ’examen le plus sensible pour le
diagnostic (Dalakas and Hohlfeld, 2003), méme si de rares cas de DM a taux sérique de CPK
normal ont été rapportés. Des taux tres élevés de CPK peuvent s’observer au cours des MN et
sont a ce titre un élément d’orientation important utile pour le diagnostic (Miller et al., 2002).
L’EMG, quand il confirme 1’atteinte musculaire, ne permet pas de discriminer les différents
types de myosites méme s’il peut aider au diagnostic de myopathie cortisonique (Dalakas,
1991). Les progrés techniques en imagerie médicale ont permis d’envisager ces outils comme

autres moyens diagnostiques pour les myosites.

B. Imagerie musculaire

L’échographie musculaire conventionnelle est un test de sensibilité inférieure a
I’EMG pour le diagnostic de 1’atteinte musculaire (Reimers et al., 1993). De plus, I’aspect
échographique n’est pas suffisamment spécifique pour distinguer les différentes myopathies
(Walker, 2008). Si I’utilisation d’un agent de contraste permet d’augmenter la sensibilité et la
spécificité de I’examen, ces derniéres restent inférieures a celle de I’IRM corps entier: 88 % et
100% respectivement (Weber et al., 2006).

En IRM, les anomalies sont mieux détectées en séquence pondérée T2 avec
suppression du signal graisseux (soit Short Tau Inversion-Recuperation : STIR ou FATSAT
Fat Saturation). Si I’'IRM semble étre un examen sensible pour le diagnostic des myosites,
cette technique n’est pas suffisante pour permettre de les classer (Dion et al., 2002; Tomasova
Studynkova et al., 2007). Par ailleurs, certains auteurs ont rapporté que I’IRM permettrait de
guider la biopsie et d’en accroitre ainsi la sensibilité (Walker, 2008), mais il semble prématuré
de recommander la pratique systématique de cet examen avant chaque biopsie étant donné
qu’une étude récente a montré la présence d’infiltrats en dehors des zones considérées comme

pathologiques en IRM (Tomasova Studynkova et al., 2007).

26



Enfin, de nombreuses autres techniques d’imagerie ont été testées avec des résultats
moins intéressants. Parmi elles, on retiendra seulement, la Tomographie par Emission de
Positon (TEP), qui a montré sa capacité a détecter des anomalies de signal musculaire au
cours des DM, mais surtout a mettre en évidence des cancers occultes associés (Liau et al.,
2007; Munoz et al.,, 2007), ce qui semble étre son principal intérét. Dans 1’enquéte
morphologique a la recherche d’un cancer occulte la TEP permet avec un examen un bilan
comparable a 1’association TDM thoraco-abdominal, mammographie et coloscopie, mais sa

sensibilité ne semble pas pour autant supérieure.

C. Les Anticorps associés aux myosites : le meilleur outils diagnostic non invasif

Ces derniéres années, ce sont les anticoprs associés aux myosites (AAM) qui ont
permis le plus de progres dans la classification nosologique, comme c¢’était déja le cas dans
les années 80 en permettant d’introduire la notion de MC puis plus récemment les MN avec la

découverte des Ac anti-SRP.

La recherche d’auto-anticorps sur cellules HEP-2 et la caractérisation de leur cible
sont des éléments d’orientation capitaux au diagnostic nosologique.

Ces anticorps sont tous détectables en immunofluorescence, avec une fluorescence soit
nucléaire soit cytoplasmique.

Environ 50% des patients souffrant de myopathie inflammatoire (DM ou MC) ont des
auto-anticorps (Brouwer et al., 2001). Certains anticorps (Ac) sont dits « spécifiques des
myosites » (ASM) alors que d’autres sont dits « associés a la myosite » (AAM). Ces AAM
peuvent donc aussi étre retrouvés au cours d’autres maladies auto-immunes, et ce en I’absence
de myosite.

La plupart des ASM sont cytoplasmiques et dirigés contre des enzymes impliquées
dans la synthése protéique (ARNt-synthétase), dans le transport protéique (Protéine SRP) ou
bien contre des protéines de remodelage du nucléosome (MI-2).

Certains de ces Ac sont des marqueurs tres spécifiques des myosites (Jo-1, SRP) et leur
présence signe leur appartenance a un groupe particulier.

Les Ac anti-synthétases sont les plus fréeqguemment retrouvés (plus de 20% des cas)
(Targoff, 2002). Ils sont associés au syndrome des anti-synthétases (Marguerie et al., 1990).
Parmi eux, I’Ac anti-Jo-1 est présent dans 80% des cas (Dalakas and Hohlfeld, 2003). Comme

nous I’avons déja dit, sa présence est associée a une atteinte pulmonaire dans 4 cas sur 5
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(Marie et al., 2002; R Stanciu, 2008; Richards et al., 2009), atteinte qui conditionne le
pronostic de la maladie. La maladie pulmonaire associée serait d’autant plus sévére que
coexistent des Ac anti-Jo-1 et des Ac anti-SSa (Vancsa et al., 2009). Les autres Ac anti-
synthétases sont moins représentés (tableau 2), mais de nouvelles cibles antigéniques sont
régulierement documentées; comme la phénylalanine t-RNA Zo (Betteridge et al., 2007). Le
phénotype de la maladie a été particulierement bien décrit chez les patients ayant des Ac anti-
Jo-1. Une seule étude récente, incluant 31 patients, s’est intéressée aux patients ayant des Ac

anti-PL-12 et a rapporté une atteinte respiratoire dans 59% des cas (Richards et al., 2009).

La découverte des anticorps anti SRP (Reeves et al., 1986) et plus récemment des Ac-
anti HMG-CoA (Christopher-Stine et al., 2010; Mammen et al. 2011) ont profondément
modifié le classement nosologique en créant 1I’entité MN. Si ce groupe est caractérisé par une
formule histologique particuliere, la présence de ces Ac a renforcé I’identification de ce
groupe particulier au cours de MII. En effet, avant 1’identification de I’Ac anti SRP dans les
années 1980 et sa détection en pratique courante dans les années 2000, 1’entité MN n’était pas
reconnue (C. Bloch Queyrat 2008; Miller et al., 2002). La présence des Ac anti SRP n’est
retrouvée qu’au cours des MN. Pour autant le profil histologique des MN n’est pas toujours
associé a la présence d’Ac anti SRP. Des travaux récents (Christopher-Stine et al., 2010) ont
permis d’identifier une nouvelle cible antigénique aux cours des MN : I'hydroxy-méthyl-
glutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA). Les MN associées a ces Ac surviennnent le plus
souvent (63%) chez des patients ayant pris des statines (Christopher-Stine et al., 2010). La
cible thérapeutique des statines est justement ’HMG-CoA dont 1’expression musculaire
augmente en cours de traitement, faisant sans doute ainsi le lit de cette myopathie. A ce jour,

la détection de cet Ac n’est pas encore réalisable en pratique courante.

A noter que d’autres ASM sont rapportés. Certains ont été associés & une atteinte
respiratoire, en particulier au cours de la DM (Sato et al., 2005; Shimojima et al., 2003)
(Betteridge et al., 2007). D’autres ASM peuvent orienter vers d’autres associations. C’est le

cas des Ac anti-PM-ScL retrouvés en association avec la sclérodermie systémique.

La découverte récente des Ac anti-p155/140 dont la cible est TIF1y est comme nous
I’avions vu fréquemment associés a la DM et sa présence est tres fortement associée a celle

d’un cancer (Targoff et al., 2006), cette découverte est certainement un élément qui modifiera
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la prise en charge clinique. A noter que la présence d’Ac de type Mi-2 ne « reclasse » pas la
DM en MC car ces Ac sont trés spécifiques de la DM, et ils ne conférent pas une évolution
particuliere a celle-ci. Récemment, un nouvel anticorps ayant pour cible la protéine SAE a été
retrouvé spécifiquement chez 8,4% des DM (Betteridge et al., 2007).

Les autres auto-Ac associés aux myosites peuvent étre associés a d’autres pathologies
auto-immunes.

La spécificité et la fréquence des AAM, en fonction du type de myosite, sont décrites dans le
tableau 2 (Rigolet, 2009; Ronnelid et al., 2009). Comme nous I’avons déja vu, Troyanov et al.
ont distingué les myosites associées a des Ac pour créer une nouvelle entité « Myosite de

Chevauchement » (MC) (Troyanov et al., 2005). Le cas des anticorps anti-SRP doit étre isolé.

Tableau 2 : Auto-anticorps au cours des myosites idiopathiques (Hirakata, 2005) (Ronnelid et

al., 2009)

Auto-anticorps . Pourcentage selon le ype de myopahties i

et myopathies inflar?]matoires Antigéne PM ? DM P Y IEM Associations
Ac spécifiques des Myosites 38 41 18 Syndrome Anti S
Anti-aminoacyl-ARNt Synthétase ARNTt synthétase 33 33 0 Syndrome Anti S
Anti-Jo-1 Hisitdine 18-55 12-16 0-5 Syndrome Anti S
Anti-PL-7 Thréonine 2 - - Syndrome Anti S
Anti-PL-12 Alanine 1 Syndrome Anti S
Anti-EJ Glycine 1-3 Syndrome Anti S
Anti-OJ Isoleucine 1 Syndrome Anti S
Anti-KS Asparagine <1 Syndrome Anti S
Anti-Zo Phenylalanine - Syndrome Anti S
Anti-Yrs Tyrosine

Autres

Anti-SRP Complexe SRP 0-11 0-3 0-3
Anti-MI-2 Heélicase nucléaire NURD complexe 0-9 10-33 0-8
Anti-p155/140 p140 0 53 - Cancer
Anti-MJ NXP-2 Cancer
Anti-SAE inconnue 10 - Atteinte pulmonaire
Ac Associés aux Myosites 62 54 32
Anti-Polymyosite-Scl-100 Ribosomes 7 6 0 SS
Anti-Polymyosite-Scl-70 Ribosomes 3 B 0 SS
Anti-RO-52 complexe Ubiquitine 12-30 11-24 11-50 LES, SS, GJS
Anti-RO-60 RNA cytoplasmique 3-37 4-15 0-8 LES, SS, GJS
Anti-LA RNA cytoplasmique 5-20 3-6 0 LES, SS, GJS
Anti-Sm 0 1 0 LES, SS, GJS
Anti-U1-SRNP protéines d'épissage 4-11 3-13 0-1 LES, SS, GJS
Anti-KU protéines de réparation de 'ADN 0 0-2 0 LES, SS, GJS
Anti-KL6 Gycoprtéine mucine like (épithélium respratoire) - - Atteinte pulmonaire

Syndrome Anti S: Syndrome des Anti-Synthétases, SS: Sclérodemie Systémique, LES:

Lupus Erythémateux Systémique, GJS: Syndrome de Gougerot Sjogren.
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D. La biopsie musculaire I’examen indispensable au diagnostic nosologique

La biopsie musculaire est 1’examen indispensable au diagnostic (Dalakas, 1991;
Hilton-Jones, 2001; Mastaglia and Phillips, 2002), méme si elle peut étre source d’erreurs
diagnostiques comme nous 1’avons déja dit (Chahin et al, 2008 ; Benveniste et al, 2011).

Les myopathies inflammatoires ont en commun la présence d’infiltrats inflammatoires, de
zones de nécrose des fibres musculaires, de zones d’atrophie musculaire et de phénomeénes de

régénération.
1. L’inflammation musculaire

La présence d’une inflammation musculaire est le premier élément clef du diagnostic. Elle
permet en effet d’affirmer la présence d’une myopathie et oriente vers le diagnostic de
myosite. Il est important de préciser que la présence de cellules inflammatoires est aussi
couramment observée au cours de dystrophies musculaires comme la dystrophie facio-
scapulo-humérale, ou au cours des dysferlinophathies (Dalakas, 2002 ; Benveniste et Leger,
2011).

L’infiltrat est généralement distribué¢ de fagcon éparse au sein des différents groupes
musculaires. Au cours des PM, MC et MI, I’infiltrat prédomine dans 1I’endomysium autour de
fibres d’aspect encore normal, ou autour de fibres en phase de nécrose (Dalakas, 1991).
L’infiltrat est multifocal et diffus. Une caractéristique majeure de I’infiltrat est ’invasion de
fibres musculaires non nécrotiques, dont certaines sont « tunellisées » par les cellules
inflammatoires.

Au cours des DM, lorsqu’il est présent, I’infiltrat est a prédominance péri-vasculaire,
inter-fasciculaire ou péri-fasciculaire (Mastaglia et al, 2002).
Il faut souligner que la présence d’Ac anti-synthétase est associée a des caractéristiques
inflammatoires particuliéres (Mosier et al., 1988). On observe dans ce cas, une fragmentation
du tissu conjonctif périmésial qui est le siége d’une inflammation, avec des fibres musculaires
de voisinage pathologiques.

Au cours des myosites, I’infiltrat inflammatoire musculaire est composé
principalement de cellules mononucléées. Au cours de la PM, de la MC et de la MI I’infiltrat

est principalement constitué de lymphocytes T CD8" et de macrophages. Il n’y a pas de
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lymphocyte B dans ’infiltrat musculaire de ces entités, contrairement a la DM ou la présence

de lymphocytes B et de lymphocytes T CD4" est typiquement observée (Dalakas, 2002).

Dans les DM, on observe des cellules présentatrices d’antigéne de type cellules
dendritiques plasmacytoides CD4" au sein de I’infiltrat alors que les macrophages sont
observés plus habituellement au cours de la PM et de la MI (Mastaglia, 2008). Il faut
souligner qu’il n’existe pas de corrélation entre 1’intensité de I’infiltrat et la sévérité clinique
de la myosite. Par ailleurs, les infiltrats peuvent étre focaux, c'est-a-dire de répartition tres

inégale au sein méme du muscle biopsié.

A la présence de cellules inflammatoires s’associent des anomalies des fibres
musculaires. Bien que les MN appartiennent au groupe des myosites, « stricito sensus » ce ne
sont pas des myopathies inflammatoires car il n’existe pas ou peu d’inflammation musculaire

(Miller et al. 2008, Bloch et al. 2009) mais essentiellement de la nécrose myocytaire.

2. Les atteintes de la fibre musculaire

Au cours des myopathies inflammatoires, on peut observer des anomalies
moprpholgiques des fibres musculaire a type de nécrose ou d’atrophie. La topographie et
I’étendue de ces anomalies sont des éléments d’orientation pour le diagnostic nosologique.

Au cours de la PM, de la MC et de la M1, la nécrose musculaire est d’importance variable
mais habituellement moins intense qu’au cours de la DM ou des MN ou elle est 1’élément
diagnostique. Elle est répartie de fagon éparse et s’associe a la présence de cellules
inflammatoires. La nécrose n’a pas de répartition particuliére au cours de la PM, de la MC et
de la MI et n’est pas au premier plan. A I’inverse, la nécrose est la Iésion histologique
principale par définition au cours des MN. La topographie de I’atrophie des fibres musculaires
voire de la nécrose peut-étre aussi un élément déterminant au diagnostic au cours des DM.

L’atrophie observée se caractérise par une systématisation péri-fasciculaire. Cette
répartition particuliere est si évocatrice de DM qu’elle permet de poser le diagnostic, méme en
I’absence d’infiltrat (Dalakas, 1991, 2002). La nécrose peut aussi se présenter sous forme de
micro-infarctus périfasciculaires aux cours de la DM. A noter que cette atrophie prédomine

souvent sur les fibres musculaires de type Il (Gherardi, 2011).
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3. Lavascularisation et les dépots endothéliaux de compléments

Comme nous venons de le voir au cours de la DM, la répartition des zones d’atrophie ou
de nécrose prédomine dans la région périfasciculaire, zone de “pénombre” vasculaire. Cette
topographie a donc suggéré 1’existence d’une anomalie de la perfusion musculaire. Cette
hypothese est renforcée par 1’observation des Iésions cellulaires endothéliales détectables en
microsopie électronique (Gherardi, 2011). De plus il existe un dép6t de complément sur les
capillaires endomysiaux ce qui suggere une attaque par le systéme immunitaire de cette
structure.

Ces dép6ts constitués par la fraction C5b9 du complément peuvent aussi étre observés au
cours de la myosite lupique. Ces dépdts de complément témoignent d’une activation de la
fraction C3 du complément provoquant la formation de C3b, C4b et du complexe d’attaque
membranaire constitué par le C5-b9 (Chen et al., 2010). A noter que cependant des dépots de
complexes d’attaque membranaire peuvent aussi parfois étre observés a la surface des fibres

musculaires en particulier au cours des MN associées aux Ac anti-SRP (Dimitri et al., 2007).

4. L’expression du CMH-I par les fibres musculaires

A la différence de la grande majorité des cellules, les fibres musculaires n’expriment pas
de niveau détectable de Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢ de classe 1 (CMH-I) (Singer
et al, 1990). Le CMH-I n’est pas détectable a la surface des cellules musculaires chez un
individu sain (Emslie-Smith et al., 1989; Hohlfeld et al, 1991b), et seules les fibres
musculaires de régénération expriment transitoirement le CMH-1. En revanche, chez les
patients souffrant de PM, MC ou MI, on observe une expression diffuse du CMH-1 a la
surface et au sein des fibres musculaires (van der Pas et al., 2004).

Au cours de ces maladies, les fibres musculaires non nécrotiques exprimant le CMH-I
sont envahies par des T CD8", élément majeur pour le diagnostic de ces myosites
(Hoogendijk et al., 2004; Troyanov et al., 2005), qui permet aussi d’éliminer d’autres
diagnostics comme les myosites toxiques, certaines dystrophies musculaires, les
mitochondriopathies ou les myopathies métaboliques (Dalakas et al, 2003). L’expression du
CMH-I peut aussi s’observer au cours de la DM, mais elle ’est alors de fagon moins diffuse
avec une topographie périfasciculaire et sans contact avec des T CD8" (Mastaglia and
Phillips, 2002). Au cours de MN le CMH-I n’est habituellement pas exprimé de fagon diffuse

mais peut étre détecté focalement dans certains cas.
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5. La présence d’inclusions aux coure de la myosite a inclusions

Une anomalie de la fibre musculaire caractéristique des Ml est la présence de vacuoles
bordées, de 3 & 30 um de diametre. Ces vacuoles, optiquement vides, contiennent des
inclusions amyloides détectables apres une coloration au rouge Congo. Elles sont aussi bien
visualisées apres coloration au rouge Texas ou au cristal violet (Mendell et al., 1991 ;Griggs
etal., 1995).

L’examen en microscopie électronique révéle des inclusions tubulo-filamenteuses et des
filaments cytoplasmiques de type amyloide. Ces dép0ts sont constitués de diverses protéines
mais principalement de protéines 3 amyloides et t phosphorylées (Arahata et al, 1986).

Au sein du groupe des myopathies inflammatoires, la présence d’inclusions est spécifique
des MI, mais elle peut aussi se voir au cours d’autres myopathies comme les
dysferlinopathies, les myopathies myofibrillaires, la dystophie musculaire facio-scapulo-
humérale, la dystrophie musculaire d’Eimery—Dreifus ou au cours de maladies neurologiques

chroniques comme la poliomyélite (Dalakas, 2006).

6. Les limites de la biopsie

La biopsie musculaire peut étre normale, ce qui n’élimine pas le diagnostic de myosite. En
effet, certains muscles peuvent étre atteints et d’autres indemnes.
Dans ces conditions, il ne faut pas hésiter a répéter la biopsie, en la guidant éventuellement a
I’aide de ’EMG ou de I’'IRM.

La distinction nosologique entre PM, MC et MI peut s’avérer trés délicate, voire
impossible. En effet, les criteres diagnostiques de la MI ne sont pas toujours réunis lors de
I’examen histologique et, dans cette situation, le diagnostic ne peut pas étre affirmé. On parle
alors de MI « probable » ou « possible » selon les cas. Une étude récente a montré que les
résultats de la biopsie musculaire conduisaient a porter un diagnostic erroné de PM ou MC (au
lieu du diagnostic de MI), et vice-versa, dans 15% des cas (Chahin et al, 2008).

I11. La physiopathologie des myopathies inflammatoires

Nombreux sont les arguments en faveur de I’implication de mécanismes auto-immuns
dans le développement des myopathies inflammatoires dites idiopathiques. Il peut s’agir, soit
de mécanismes impliquant préférentiellement I’immunité cellulaire comme pour la PM, la
MC et la MI, soit de mécanismes impliquant préférentiellement les lymphocytes B et le

complément comme pour la DM ou les MN mediées par le systtme immunitaire. Dans tous
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les cas, avant I’activation du systéme immunitaire adaptatif, la premiére ligne de défense

immunitaire constituée par I’immunité innée est impliquee.

A. L’implication de ’immunité innée et des cellules présentatrices d’antigénes

Quelle que soit la nature de la myopathie, celle-ci provoque comme nous 1’avons vu
nécrose et régénération ce qui implique une stimulation de I’immunité innée pour la
réparation des Iésions. De plus I'immunité innée met en jeu des cellules présentatrices
d’antigéne comme les macrophages ou les cellules dendritiques capables d’activer le systéme

immunitaire adaptatif.

1. Le rble des macrophages

Comme nous 1’avons vu les macrophages sont abondament présents dans les 1ésions des
myosites (Page et al., 2004 ; Greenberg et al., 2005b). Ils jouent un réle déterminant pour la
réparation musculaire apres toute agression musculaire qu’elle soit d’origine dysimmunitaire
(au cours des MI) (Arnold et al., 2007), ou non (Gherardi, 2011).

L’origine de ces macrophages musculaires est double comme 1’ont montré les travaux
récents de I’équipe de Gherardi et al. (Gherardi, 2011). Les macrophages résidents CD11c™"'®
épimisaux se concentrent au site musculaire lésé et relarguent dans le compartiment
systémique des chimiokines comme CCL-2 (MCP-1) permettant ’adressage musculaire de
monocytes-marcrophages circulants CCR2". Une fois sur place, il existe une activation de ces
monocytes avec une différenciation en cellule présentatrice d’antigéne (CPA) CD11c™™*".

Ces nouvelles CPA sont capables de migrer dans le ganglion drainant pour présenter
les antigénes musculaires en tant que CPA matures. De plus, I’attraction musculaire des
macrophages peut étre renforcée par les cellules satellites musculaires (Chazaud et al., 2003).

Ainsi les macrophages auraient un réle déterminant dans la régénération musculaire mais

aussi comme cellules présentatrices d’antigénes aux cours des M.

2. Le role des cellules dendritiques

Les autres CPA du systéme immunitaire inné sont les cellules dendiritiques (DC).
Celles-ci sont retrouvées a 1’état mature ou immature dans 1’infiltrat musculaire des PM/MC
et DM (Page et al., 2004). En particulier, un sous type de DC le type plasmacytoide (CD4")
est retrouvé de facon importante aux cours des MI. Au cours de la DM, elles sont
particulierment abondantes (Greenberg et al., 2005b). Elles sont aussi présentent au cours de
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la PM/MC bien qu’en porportion moindre comparativement au DC myeéloides (Greenberg et
al., 2007). Au dela leur propriété de présentation antigénique les DC plasmacytoides sont la
principale souce de production d’IFN de type I de ’organisme. De fait, elles jouent un réle
déterminant sur le profil de la réponse.

Enfin, le role central de I’immunité innée dans I’inflammation musculaire est aussi
suggéré par la persistance d’une myosite induite par des immunisations chez des souris

dépourvues de systéme immunitaire adaptatif (Soejima et al., 2011).
B. L’implication de I’'immunité cellulaire : la fibre muscluaire comme CPA ?

1. Lerdble du CMH-I

Le premier élément de I’activation du systéme immunitaire adaptatif est la
présentation de I’antigéne aux lymphocytes. A ’instar des cellules présentatrices d’antigénes
(CPA), la fibre musculaire a la capacité, sous certaines conditions, de présenter des antigenes
aux lymphocytes, tout en délivrant des signaux de co-stimulation nécessaires a leur activation.

L’expression du CMH-1 (molécule « ubiquitaire » présentatrice d’antigénes) peut étre
induite a la surface des myoblastes par de nombreuses cytokines pro-inflammatoires : IFN-y,
TNFa, IL-1a IL-1B, MIP1-a (Nagaraju et al., 1998; Marino et al., 2001; Pavlath 2002). A
noter que, dans une moindre mesure, le CMH-II (molécule présentatrice d’antigénes présente
exclusivement sur les CPA) peut aussi étre exprimé a la surface des fibres musculaires au
cours de myopathies telles que PM, M1, et MC (Englund et al., 2001).

Il faut d’ailleurs souligner que la présentation peptidique par le CMH-I nécessite
I’activation de I’immuno-protéasome qui est régulé¢ par I’IFN-y (Kloetzel et Ossendorp,
2004). Ainsi, en conditions inflammatoires, la fibre musculaire est capable de présenter des
antigénes restreints par le CMH-I ou par le CMH-Il & des T CD8" et CD4" respectivement.
Cela a été observé in vitro et in vivo au cours des myopathies inflammatoires (Hohlfeld et al,
19914a; Inukai et al., 2000).

Il faut ici souligner la potentielle toxicité musculaire de 1’expression du CMH-I. La
surexpression musculaire du CMH-I chez la souris transgenique sous la dépendance d’un
promoteur musculaire spécifique induit une myopathie. (Nagaraju et al., 2000). On observe
d’ailleurs que plus la surexpression transgénique du CMHI est pécoce (dans les premiéres

semaines de vie) et plus la maladie est sévére (Li et al., 2009).
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2. Les molécules de co-stimulation et d’adhésion

La présentation d’antigénes ne peut stimuler le systéme immunitaire qu’en présence
d’un second signal et de molécules permettant les interactions avec des lymphocytes.

Des molécules d’adhésion, permettant 1’interaction entre les lymphocytes et les fibres
musculaires, telles qu’ICAM-1 (Marino et al., 2003) peuvent étre exprimées par les
myoblastes, in vitro, en conditions inflammatoires. Au cours des myopathies inflammatoires,
I’expression d’ICAM-1 a la surface des fibres musculaires permet I’interaction avec LFA-1
qui est exprimé a la surface des T CD8+ (Figarella-Branger et al., 2003).

Les molécules classiques de co-stimulation (B7-1:CD80 et B7-2:CD-86) ne sont pas
exprimées a la surface des fibres (Bernasconi et al., 1998). En revanche, la molécule de co-
stimulation ICOS-ligand, normalement absente de la surface des fibres musculaires, est
exprimeée fortement in vivo (et in vitro en condition inflammatoire) au cours des PM (Schmidt
et al., 2004). Une autre molécule de co-stimulation, PD-L1, est observée in vivo au cours des
PM et ce, de facon corrélée a la présence des cellules inflammatoires (Wiendl et al., 2003).

A Pinverse d’ICOS ligand, PD-L1 exerce une forte activité anti-inflammatoire pour
tenter de controler I’inflammation locorégionale. In vitro, la molécule de co-stimulation CD40
peut aussi s’exprimer en conditions inflammatoires (Sugiura et al., 2000).

Il faut ici rappeler qu’au sein de I’infiltrat musculaire, il existe aussi des CPA
« professionnelles », comme les macrophages et les cellules dendritiques. Au cours de la PM,
les cellules dendritiques sont plutot de type myéloide alors qu’au cours de la DM, il s’agit
plutdt de cellules dendritiques de type plasmacytoide (Greenberg et al., 2005a; Greenberg et
al., 2005b; Greenberg et al., 2007).

3. Les TLR a la surface musculaire

L’équipe de Miossec et al. a montré que les fibres musculaires exprimaient a leur
surface les TLR3 et 7 et ce uniquement en cas d’inflammation (Tournadre et al., 2010). Les
TLR sont des récepteurs impliqués dans I’immunité innée et sont capables de reconnaitre des
antigenes infectieux. Les TLR sont principalement exprimés par les DC. Dans leur travaux,
les auteurs montrent comment ces TLR musculaires participent a I’inflammation musculaire

en induisant la production de cytokines en particulier I’IL-6.
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C. Les chimiokines au cours myosites

Pour qu’il y ait une présentation antigénique par les CPA ou par les cellules
musculaires, il faut qu’il y ait une rencontre avec les acteurs de I’immunité adaptative. Cette

rencontre cellulaire est rendue possible par les chimiokines.

Les chimiokines sont de petites proteéines impliquées dans le trafic des cellules
inflammatoires. Elles attirent les cellules immunitaires dans la région ou elles sont libérées.
Une forte expression de chimiokines B (dont les récepteurs ne sont présents qu’a la surface
des lymphocytes et monocytes) est observée au cours des myopathies inflammatoires au sein
du compartiment musculaire (Tournadre et al, 2009).

Les chimiokines : CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1 B, CCL5/RANTES et leurs
récepteurs CCR2, CCR1, CCRS5 ont été décrites au cours des myopathies inflammatoires et de
la PM en particulier (Civatte et al., 2005).

MCP-1 (CCL-2) semble jouer un role important étant donné I’importance de son
expression au cours de la PM (Liprandi et al., 1999a). Cette chimiokine est principalement
produite par les macrophages et les lymphocytes T mémoires qui en sont aussi la cible. Il est
important de noter que les fibres musculaires, en produisant de I'IFN y et du TNFa, induisent
I’expression de MCP-1 (CCL-2) (Figarella-Branger et al., 2003). Enfin, il semble intéressant
de noter aussi le role potentiellement « chimio-attractant » de 1’antigéne Jo-1 (Levine et al.,
2003; Howar et al. 2002).

D. Les molécules d’adhésion : I’entrée de la cellule immunitaire

Les chimiokines permettent I’appel des cellules inflammatoires qui, pour parvenir a
pénétrer dans le compartiment musculaire, doivent d’abord adhérer a I’endothélium vasculaire
a I’aide de sélectines et d’intégrines. Les E et P sélectines ont été incriminées dans la
domiciliation musculaire des myopathies, avec des résultats contradictoires (Figarella-Branger
et al., 2003).

En revanche, I’intégrine VLA-4 est exprimée a la surface des leucocytes dans tous les
sous-types de myopathies inflammatoires (Tews et al, 1995). Son ligand VCAM-1 est
exprimé par les cellules endothéliales dans la PM, la DM et la MI (Liprandi et al., 1999b). De
méme LFA-1, le ligand d’ICAM, est normalement exprimé a la surface des cellules

inflammatoires qui constituent les infiltrats (Tews et al, 1995). La progression des cellules
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inflammatoires au sein du compartiment musculaire est facilitée par la sécrétion de métalo-
protéases (MMP-2 et 9) au cours des PM et MI (Choi et al, 2000).

E. La mort des fibres musculaires par cytotoxicité au cours des myosites

Les lymphocytes ayant pénétré dans le compartiment musculaire pour rencontrer leur
cible antigénique sont de phénotype activé mémoire. En effet, au cours de la PM et de la Ml,
les T CD4" et T CD8" sont de profil mémoire (CD45RO") et les T CD8" présentent des
marqueurs d’activation (HLA-DR) (Engel et al 1984). Ces lymphocytes T CD8" entretiennent
des rapports trés étroits avec les fibres musculaires non nécrotiques. lls traversent la
membrane basale et envahissent le sarcolemne (Engel et al, 1986).

De plus, ces T CD8" cultivés ex vivo exercent des phénomeénes de cytotoxité directe
sur des myotubes en culture (Hohlfeld et al, 1991a). Ces constatations ex vivo sont
corroborées par 1I’observation in vivo d’une exocytose granulaire des lymphocytes T CD8"
situés au contact des fibres musculaires, qui liberent différentes protéines lytiques (perforines)
au cours de la PM (Goebels et al., 1996).

Ces éléments suggérent trés fortement la présence de clones T CD8" auto-invasifs qui
reconnaissant des antigenes musculaires présentés par le CMH-I a la surface de la fibre
musculaire. Ce concept est renforcé par 1’existence d’anomalies du répertoire lymphocytaire
T CD8" au sein des biopsies musculaires de patients atteints de PM et de M1 (Benveniste et
al., 2004a; Benveniste et al., 2004b; Nishio et al., 2001; Bender et al. 1995). Ces mémes

anomalies sont retrouvées au niveau du compartiment vasculaire systémique.

Le role de I’apoptose dans la mort des fibres musculaires reste débattu et serait
probablement marginal. Cependant, Alger et al. ont récemment montré 1’importance de
TRAIL (Tumor necrosis factor a related apoptosis-induicing ligand) dans 1’activation de NFk-

B et de I’autophagie des fibres musculaires (Alger et al. 2011) au cours PM/MC.

Ces phénomenes de cytotoxicicté au cours de la PM/MC sont au cceur de la réponse
autoimmune. En effet, dans un modele animal il a été montré que 1’absence de de CMH-I

dans un modéle murin de myosite chez de souris Beta(2)-microglobuline”s’accompagne
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d’une diminution trés significative de la myosite, cependant il faut souligner que cette lignée
est déficiente en T CD8+ (Sugihara et al., 2010).

F. Les Cytokines au cours des myosites orientent la réponse inflammatoire

Le profil d’expression cytokinique au cours d’une pathologie inflammatoire est le

reflet de I’orchestration de la réponse immunitaire.
Aux deux grands profils classiqguement décrits, Thl (réponse cellulaire) et Th2 (réponse
humorale) s’est ajouté, ces derniéres années, un profil Th1l7 (réponse cellulaire impliquée
dans la lutte contre les bactéries) et Thf pour T helper folliculaire (Réponse humorale) (cf ci
apres).

En accord avec I’inflammation musculaire, des cytokines pro-inflammtoires (IL-1j,
IL-6 et TNFa) sont détectées au sein des muscles des patients ayant une myosite (Lepidi et
al., 1998), et en particulier dans la PM. Il faut souligner que la fibre musculaire elle méme, en
situation inflammatoire ou sous I’action du CD40 ligand, est capable de produire des
cytokines inflammatoires comme I’IL-6 ou I’'IL-1 (Nagaraju et al., 1998).

L’analyse du profil d’expression des cytokines Th1l (IL-2, IFN y) ou Th2 (IL-4, IL-
10, 1L-13) au sein du compartiment musculaire donne des résultats contradictoires selon les
études (Figarella-Branger et al., 2003). Ces contradictions rendent compte de la difficulté
technique a mettre en évidence ces molécules. Cependant, certaines études convergent et
montrent I’implication de cytokines Thl (IL-2, IFN y) dans la PM (Adams et al., 1997; Cid et
al., 1996; Tews and Goebel, 1996). Ces résultats, ainsi que I’implication des T CD8" et la
surexpression du CMH-I par les fibres musculaires, observées au cours de la PM, suggerent
fortement une orientation Thl de la réponse immunitaire au cours de cette maladie. Des
résultats comparables sont observés au cours de la MI (Tournadre et al, 2009).

A T’inverse, au cours de la DM, on observe une réponse predominante de type Th2
comme le prouvent : la présence des cellules dendritiques plasmacytoides (caractérisées par
leur capacité a sécréter de grandes quantités d’IFN de type 1), la présence d’IFN o au sein du
compartiment musculaire et dans le sang (Walsh et al., 2007), et le profil d’expression
génique (effectué sur biopsies musculaires et sur lymphocytes sanguin), avec une
« signature » IFN o (Greenberg et al., 2005b) comparable a celle observée au cours de
maladies auto-immunes Th2 comme le Lupus Erythémateux Systémique (LES) (Blanco et al.,
2001).
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La MC aurait un phénotype de réponse intermediaire. Elle montre des caractéristiques
histologiques commune avec la PM ainsi qu’un profil cytokinique plutét Thl. Pour autant, il
existe aussi des caractériques suggérant une signature IFN de type 1. En effet, il existe aussi
des DC plasmacytoides dans le compartiment musculaire mais aussi une signature
transcriptomique IFN de type 1 dans le sang circulant au cours des MC (Walsh et al., 2007;
Eloranta et al., 2007).

Les données concernant la voie Th17 sont encore préliminaires, mais il faut noter que la
présence de lymphocytes T CD4+IL-17" a été rapportée au cours des DM et PM (Chevrel et
al., 2003).

G. Lerole de Pimmunité humorale et des auto-anticorps

La présence d’auto-Ac au cours des myosites peut suggérer une participation de
I’immunité humorale dans la physiopathologie des myosites en particulier pour les MC, DM
et MN.

Nous avons vu que la DM principalement, et la MC dans une moindre mesure, étaient
caractérisées par une signature IFN du type 1. L’IFN du type 1 est un activateur de la réponse
humorale en particulier en induisant la production du facteur de survie lymphocytaire B
BAFF (B cell activating factor). De fait, des niveaux élevés de BAFF ont été retrouvés au
cours du syndrome des anti-synthétases ou de la DM (Krystufkova et al., 2009). Notament les

taux sérique de BAFF étaient corrélés aux taux de CPK.

1. Les arguments cliniques

Pour autant, si I’implication de la réponse Th2 au cours de certaines myosite semble
bien définie, son role pathogéne dans la progression du déficit musculaire doit encore étre
précise. Néanmoins quelques observations cliniques suggerent indirectement un réle
pathogene de la réponse humorale.

Premiérement, nous avons vu plus haut que ces ASM étaient associés a un phénotype
clinique particulier, si spécifique que c’est sur I’identification des ASM que repose certaines
classifications des myosites. En particulier les Ac anti-synthétase ou SRP ne sont pas présent
chez les sujets sains ou au cours d’autres maladies auto-immunes. D’autre part, la réponse Ac
anti Jo-1 est etroitement liée a I’acitivité de la maladie maladie (Targoff et al, 2008 ; Stone et
al., 2007). Une étude rétrospective récente menée auprés de 90 patients Ac anti-Jo-1*, montre
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que le taux d’Ac est fortement corrélé a la CRP, ainsi qu’aux cytokines induites par I’IFN-y
(CXCL-9 et CXCL-10) (Richards et al., 2009).

Au cours des MN associées aux Ac anti-SRP, le taux de sérique des Ac anti-SRP est
corrélé a I’activité de la maladie et en particulier des CPK (Benveniste et al., 2011). De plus
les traitements déplétant les Ac circulant comme les échanges plasmatique ou le rituximab
améliorent sensiblement les patients (Arlet et al., 2006).

Il faut souligner que la raison pour laquelle apparaissent ces ASM n’est pas clairement
¢lucidée, méme si le role étiologique d’une infection virale (Walker and Jeffrey, 1988) ou
I’implication de I’épitope « spreading » ont été évoques (Hengstman et al., 2001) en

particulier pour le Jo-1.

2. Les arguments expérimentaux

Pourquoi des antigenes a expression ubiquitaire seraient impliqués au cours de
maladies impliquant principalement le tissu musculaire ? Et comment des antigénes
cytoplasmiques peuvent-ils étre impliqués dans la phsyiopatholgie impliquant des Ac

circulants ?

Ces questions restent sans réponse, mais il est intéressant de noter que certains de ces
antigénes (Jo-1 et Mi-2) sont particulierement fortement exprimés dans les lésions
musculaires de ces myosites (Casciola-Rosen et al., 2005; Levine et al., 2007, Howard et al
2003). Il est aussi intéressant d’observer que certains de ces antigenes sont intensément
présents, ou exprimés dans une conformation protéique particuliere dans les organes extra
musculaires habituellement atteints aux cours des MC ou DM. En particulier I’antigene Jo-1
est exprimé dans une conformation particuliere dans le poumon ce qui le rendrait
particulierement sensible aux Ac anti-Jo-1 (Levine et al., 2007; Katsumata et al., 2007). De
plus des travaux chez la souris ont montré que MI-2 était fondamental pour la régénération de
I’épiderme (Chandiramani et al., 2006; Burd et al., 2008). Ces observations ne sont que des

éléments indirects de I’implication des ASM dans la physiopathologie des myosites.

Le réle pathogéne de ces Ac est mieux abordé au cours de modele expérimentaux. En
particulier I’immunisation de souris par 1’antigéne Jo-1 provoque une myosite méme en

I’absence d’adjuvant (Soejima et al., 2011) ce qui montre clairement que cette cible
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antigenique ubiquitaire est déterminante pour la survenue de la myopathie. De plus, ces
immunisations peuvent provoquer une atteinte pulmonaire chez 1’animal (Katsumata et al.,
2007). Chez I’homme, il existe une réponse antigéne spécifique lymphocytaire T
(lymphoprolifération in vitro a partir de lymphocytes de patients) en présence de 1’antigéne
Jo-1 (Ascherman et al., 2002), soulignant encore son implication.

Cependant ces expériences ne montrent pas le role direct pathogéne de ces Ac en
particulier il n’a pas ét¢ montré a notre connaissance que le transfert d’Ac anti-Jol & des

souris receveuse provoquait I’apparition d’une myopathie.

3. La DM et le complexe d’attaque membranaire

Comme nous I’avons vu, I’implication de la réponse humorale semble importante
dans la DM, au cours de laquelle la myopathie résulterait d’une vasculopathie musculaire
médiée par le complément. (Basta et al., 1994; Emslie-Smith et al., 1990; Kissel et al., 1991;
Kissel et al., 1986; Dalakas et al., 2003; Mascaro et al., 1995).

Cependant, Greenberg, en 2004 (Greenberg et al., 2004) remet en cause ce concept.

Dans son travail il rappelle que si la présence de dépdt de complément est indiscutable
et qu’il existe des Iésions endothéliales, I’implication des Ac est moins claire.

En effet il n’a jamais pu étre prouvé de facon formelle qu’il existait une fixation
endothéliale des Ac, ni qu’il existait une activation du complément par les Ac. Pour autant, on
observe d’authentiques nécroses musculaires.

L’¢équipe de Gherardi a pu observer que les lésions vasculaires étaienTregroupees,
systématisees, selon un territoire artériolaire. En effet, d’une artériole musculaire terminale
naissent un nombre limité de capillaires musculaires (6 a 8). Cette structure anatomique
définie une unité microvasculaire musculaire. Ainsi les lésions musculaires seraient
systématisées a ces unités suggérant une pathologie d’amont, artériolaire (Gherardi, 2011).
Les auteurs évoquent que les anomalies capillaires observées pourraient étre alors secondaires

a des mécanismes d’ischémie/reperfusion secondaire & un obstacle vasculaire plus haut situé.
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H. Relation entre inflammation et dégénérescence

1. La myosite a inclusion une maladie dégénérative

Comme nous 1’avons vu, la M1 est cractérisée par la présence de vacuoles bordées dont la
composition suggeére des mécanismes dégénératifs. Les vacuoles bordées de 3 a 30 microns de
diamétre se situent au sein du cytoplasme des fibres musculaires normales ou atrophiques.
L’examen en microscopie électronique des fibres musculaires montrent la présence
d’inclusions tubulo-filamentaires, rectilignes ou curvilignes, de 15 a 18 nm de diamétre, dans
le cytoplasme, ou plus rarement dans les vacuoles ou dans les noyaux. Ces anomalies
permettent d'affirmer le diagnostic.

La composition de ces inclusions (communes aux MI et aux myopathies a inclusions
héréditaires) est remarquablement analogue a celle des dép6ts retrouvés dans le systeme
nerveux central au cours de la maladie d’Alzheimer. Elles sont, en effet, constituées de
protéines caractéristiques de cette maladie: f-amyloide (Askanas et al, 2006), précurseurs -
amyloide comme la protéine B-amyloide-42 (Askanas et al, 2006), tau phosphorylée (Igbal et
al., 2009), préseniline-1 (¢lément du complexe y sécrétase internevant dans la production des
protéines B-amyloide) (Shimura et al., 2001) , a-synucléine, parkine (Askanas et al., 2002;
Paciello et al., 2006). Les inclusions tubulo-filamentaires peuvent étre mises en évidence en
immunohistochimie avec I’anticorps SMI31, qui reconnait la tau-hyperphosphorylée,

constituant principal de ces inclusions (Askanas et al., 2006).

Ces accumulations protéiques sont associées a de profondes modifications du
métabolisme de la fibre musculaire avec en particulier une inhibition du protéasome 26s
(Lehman et al., 2009), la présence d’un stress du réticulum endoplasmique (Vattemi et al.,
2004), un stress oxydatif (Askanas et al., 2005) et des altérations des capacité d’autophagie
(Hamano et al., 2008; Nogalska et al., 2009).

L’ensemble de ces anomalies conduit a la formation d’agrégats (« inclusions »)
intracytoplasmiques qui sont toxiques pour la fibre (Askanas et al., 2011). Ces accumulations
protéiques ont un réle toxique pour la fibre musculaire. En particulier, les précurseurs de ApB-
42 sont toxiques pour les fibres musclaires en culture (Nogalska et al., 2010a; Terracciano et
al., 2010).
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La raison de la survenue de ces anomalies reste imprécise, mais le veillissement joue
probablement un réle favorisant (Ciechanover, 2006). De plus, les protéines dégénératives
comme AB-42 et tau ont un effet en elles-mémes délétére sur le fonctionnement du

protéasome ou de 1’autophagie (Nogalska et al., 2010b).

L’ensemble de ces données et la resistance de la MI aux traitements
immunosuppresseurs ont conduit certains auteurs a considérer la M1 plus comme une maladie

dégénérative que comme une maladie auto-immune (Askanas et al. , 2011).

2. Dégénérescence et inflammation

Quoiqu’il en soit aux cours de la MI coexistent des mécanismes dysimmunitaires et
dégénératifs, méme si a ce jour, la question sur le « primum movens physiopathologique »

n’est pas résolue. Cependant, il faut souligner 1’étroite relation de ces 2 mécanismes.

En effet, les fibres musculaires en culture sont capables de produire de I’'IL-6, et ce
d’autant plus qu’elles sont mises en présence de protéines amyloides (Baron et al., 2001). Au
cours de la MI, on observe une co-localisation in vivo de I’IL-1f (cytokine pro-inflammatoire)
et de protéines précurseurs amyloides (Schmidt et al., 2008).

La culture de myoblastes en présence d’IL-1f s’accompagne de la formation

d’agrégats amyloides au sein de la fibre musculaire (Schmidt et al., 2008).

I. Le facteur déclenchant

Le facteur déclenchant des myopathies auto-immunes n’est pas identifié. Des
infections rétrovirales ont été rapportées, en association a la PM et a la Ml (Dalakas et al.,
2003). Sur la base d’une homologie antigénique, a été avancée I’hypothése que ces infections
pourraient étre des facteurs déclenchants, mais ces rétrovirus (HIV, HTLV) ne sont retrouvés
qu’occasionnellement dans les macrophages musculaires et ils n’infectent pas les fibres
musculaires (Illa et al., 1991).

Pour autant ces infections virales pourraient jouer un rdle de facteur déclenchant de la
réponse auto-immune qui une fois amorcée évoluerait pour son propre compte. A ce titre il

faut souligner que nous venons de rapporter dans une étude rétrospective non encore publiee
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que 12% des PM/MC diagnostiquées étaient associéées a I’infection par le VIH (Allenbach

Y., 2011) soulignant ainsi I’importance du role de I’infection virale.

IV. Les traitements des myopahties inflammatoires

L’objectif principal du traitement est d’améliorer la force musculaire du patient tout en
évitant au mieux les effets secondaires.

Au-dela des définitions consensuelles des cadres nosologiques, 1’évaluation des
traitements nécessite des outils de mesure standardisés qui n’ont été développés que ces
derniéres années (Isenberg et al., 2004; Jackson et al., 2008) et qui ne sont pas encore tous
reconnus. De plus, rares sont les études randomisees, en double-aveugle. Il est donc difficile
de définir une attitude thérapeutique, d’ailleurs aucune recommendation n’est publiée a ce

jour.

A. Les corticoides

Le traitement par corticoides reste le traitement de premiére intention, méme si son
utilisation est empirique. Dans des séries rétrospectives, on observe une amélioration clinique
sous corticoides dans 60 a 70% des cas (Bohan et al., 1977). La posologie efficace est de
1mg/Kg au cours des PM, MC et DM. Le traitement a pleines doses est maintenu 1 mois, puis
suivi d’une décroissance progressive des doses jusqu’a 1’arrét. Cependant, en raison de la
persistance d’un taux élevé de mortalité (Carpenter et al., 1977; Joffe et al., 1993), d’effets
secondaires (myopathies cortisoniques) fréquents, et du risque de cortico-dépendance ou de
cortico-résistance, d’autres traitements immunosuppresseurs ont été testés. Une revue des
essais thérapeutiques réalisés dans le cadre de la prise en charge de la PM, a été publiée en
2005 dans la Cochrane data base (Choy EH, 2005) et soulignait le nombre limité d’essais
randomisés, en double aveugle, de bonne qualité.

Au cours de la M, les corticoides ne sont pas efficaces (Dalakas, 2006). Une étude
récente rétrospective a analysé ’effet de la corticothérapie sur la MI. Dans ces travaux
Benveniste et al. montrent non seulement que celle-ci est ineffcicace, mais pourrait au
contraire étre délétére. En effet les patients MI sous cortoides ont un déficit musculaire plus
important que ceux qu’ils n’ont pas recu de corticoide. Ces résultats pourraient s’expliquer

par la « toxicité » musculaire de la corticothérapie (Benveniste et al., 2011).
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B. Les immunosupresseurs

Un des premiers essais réalisés chez des patients atteints de PM (Bunch et al., 1980),
comparant Azathioprine (AZA) plus corticothérapie versus corticothérapie seule, a montré
une amélioration non significative de la force musculaire, mais apres 3 mois seulement de
traitement. En association aux corticoides, I’AZA n’est pas supérieure au Méthotrexate
(MTX) (Miller, 2002). En revanche I’association AZA et MTX tend a améliorer la force
musculaire, les résultats étant non significatifs statistiquement (Villalba et al., 1998). Le MTX
et la Ciclosporine, utilisés en association a la corticothérapie, sont d’efficacités comparables
dans le traitement de la PM (criteres de jugement sur score composite) (Vencovsky et al.,
2000).

A ce jour, aucun autre essai randomisé en double-aveugle, utilisant ce type
d’immunosuppresseur pour le traitement des myosites, n’a été publié. Ainsi, les cliniciens
utilisent réguliérement ce type de traitements, en s’appuyant uniquement sur les nombreux
essais ouverts publiés et sur les recommandations d’experts (Dalakas, 2003).

En pratique, ’AZA (3 mg/kg) ou le MTX (7,5-25 mg/s) sont utilisés en premiére ligne, en
association a la corticothérapie.

La Ciclosporine est, elle, moins utilisée en raison de son plus faible index
thérapeutique.

On peut mentionner I’intérét du mycophénolate mofétil (2g/j) au cours des PM et MC
(Chaudhry et al., 2001; Majithia and Harisdangkul, 2005; Schneider-Gold et al., 2006), en
particulier dans les formes réfractaires (Pisoni et al., 2007).

Les autres immunosuppresseurs, comme le cyclophosphamide (Kameda et al., 2005;
Yamasaki et al., 2007) ou le tacrolimus (Takada et al., 2005; Wilkes et al., 2005) n’ont été que
peu testés (cas rapportés ou études ouvertes). Ils semblent intéressants lorsqu’une atteinte
respiratoire est associée. Il faut préférer le cyclophosphamide en cas d’échec des traitements
de premicre ligne, ou d’emblée lorsqu’une atteinte respiratoire est associée. Au cours de la
MN SRP" il n’existe que des cas rapportés soulignant ’intérét du traitement d’épargne
cortisonique, sans pour autant dégager une molécule a privilégier.

Au cours de la M1, le MTX et le cyclophosphamide sont inefficaces (Badrising et al., 2002;
Joffe et al., 1993; Sayers et al., 1992).
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C. Les immuno-modulateurs et nouvelles biothérapies

En ce qui concerne les biothérapies, il n’existe aucun essai randomisé contre placebo,
excepté pour les Immunoglobulines intraveineuses. Un seul essai de ce type a été réalisé par
Dalakas et al. pour le traitement des DM (Dalakas et al., 1993). En ce qui concerne les PM, il
existe peu de données mais les Immunoglobulines semblent efficaces (Dalakas and Hohlfeld,
2003; Saito et al., 2008).

En revanche, au cours de la MlI, les données publiées montrent une inefficacité de ce
traitement sur la progression de la maladie (Needham and Mastaglia, 2007). Deux essais, dont
un contrélé contre placebo (Dalakas et al., 1997), suggérent cependant que ce traitement
puisse étre efficace sur les troubles de la déglutition (Cherin et al., 2002). Les travaux
rétrospectifs de Benveniste et al. réalisés recémment sur un cohorte de patients Ml traités ou
non par IgIV, ont montré que les IglV n’apportaient pas de bénéfice (Benveniste and Hilton-
Jones, 2011). Les anticorps monoclonaux ont été utilisés principalement au cours des PM et
des MC réfractaires, et le plus souvent il s’agit de cas rapportés ou de petites séries.

Une quinzaine de cas de patients atteints de PM réfractaires, traitées par anticorps
monoclonaux anti-Tumor necrosis factor a (TNFa), a été rapportée. On observe parfois une
amélioration clinique (Hengstman et al., 2008; Wendling et al., 2007) avec ce traitement.
Cependant, certains patients sous anti-TNF ont développé une myosite (Musial et al., 2003),
et d’autres patients ont présenté des complications mortelles (Marie et al., 2005). Enfin, une
étude ouverte récente ne montre pas d’amélioration clinique chez 13 patients traités par
infliximab pour une myosite réfractaire (Dastmalchi et al., 2008). Ainsi, les anti-TNFa ne

semblent pas avoir une place de choix dans 1’arsenal thérapeutique des myosites.

En revanche, 1’anticorps monoclonal anti-CD20 (Rituximab) semble intéressant pour
le traitement des MC réfractaires, en particulier au cours des MC type « syndrome des anti-
synthétases » (Brulhart et al., 2006; Chung et al., 2007; Frikha et al., 2009). Des études sont

en cours en France et aux Etats-Unis (http://www.clinicaltrials.gov/show/NCT002998189)

afin de mieux definir sa place dans la prise en charge des myosites. Les Anti CD20 semblent
aussi intéressant pour la prise en charge des MN SRP™ (Arlet et al., 2006).

Au cours de la MI (essais ouverts), la déplétion lymphocytaire T au moyen de sérum
anti-lymphocytaire (Lindberg et al.,, 2003) ou d’anticorps monoclonal anti-CD52
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(Alemtuzumab) (Dalakas et al., 2009) s’accompagne d’un arrét de la progression de la
maladie. Cependant, a ce jour, aucun traitement immuno-modulateur n’est encore
recommand¢é dans cette indication. De plus, il faut souligner le risque important d’infections

séveres chez des sujets ages traités de fagon prolongée par de puissants immunosuppresseurs.
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2° PARTIE : TOLERANCE et CELLULES REGULATRICES

La survenue de maladies auto-immunes et en particulier de myosite souleve la question
suivante : comment le tissu musculaire d’un patient peut il étre reconnu comme étranger par le

systéme immunitaire, pourquoi cette « tolérance » a-t-elle été rompue ?

Au cours de cette partie, ainsi que les suivantes, nous décrirons quels sont les mécanismes
de tolérance immunitaire en général et les Treg en particulier. Plus spécifiquement, le réle des
Treg au cours des myosites sera abordé dans les parties résultats et discussion car au moment

ou nous avons entrepris notre travail, aucune donnée n’était disponible sur ce sujet.

. Immunité adaptative : la distinction soi et non soi

L’immunologie peut étre définie comme étant : « la science de la discrimination entre
le soi et le non-soi» (Klein, 1982). Le concept « soi » et de « non soi » a été introduit pour la
premiére fois en biologie par Frank M. Burnet (1899-1985) et F. Fenner (virologue) (Fenner,
1949) a partir d’expériences de transplantation d’organes. Le systéme immunitaire assure
donc la protection d’un organisme contre les agressions extérieures reconnu comme non soi et
ce au moyen de 2 grandes fonctions : I’'immunité innée et adaptative.

L’immunité innée est un systéme de défense rapide reconnaissant un nombre restreint
de motifs communs a plusieurs pathogenes (PAMPs, pour Pathogen Associated Molecular
Patterns), reconnus par des récepteurs nommés PRR (Pattern Recognition Receptors). Ceux-cCi
sont exprimés a la surface des acteurs de I’'immunité innée : les granulocytes (neutrophiles,
basophiles, éosinophiles, mastocytes), les monocytes/macrophages, cellules dendritiques (DC)
et cellules NK (pour Natural Killer).

Cette premiere ligne de défense est complétée par un systéme plus élaboré et
complexe : le systéme immunitaire adaptatif. A la différence de I’immunité innée, le systeme
immunitaire adaptatif a une tres grande capacité de reconnaitre spécifiquement une immense
diversité d’antigénes étrangers. Cette reconnaissance spécifique est assurée par des récepteurs
TCR ou BCR (pour B et T-Cell Receptor) exprimés a la surface des 2 acteurs principaux de
I’immunité adaptatives les lymphocytes T (T, pour Thymus) et B (B, du latin Bursa). Le
BCR reconnait 1’antigéne sous sa forme native, alors que le TCR ne le reconnait que sous
forme peptidique (appelée épitope) présenté par des molécules de CMH (Complexe Majeur

d’Histocompatibilité), a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA).
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1. La tolérance centrale

La tolérance centrale a lieu dans 1’organe de production des lymphocytes, dans le thymus
pour les T et la moelle osseuse pour les B. Nous nous concentrerons dans cette partie sur les
T.

A. La sélection thymique

Comme nous 1’avons vu plus haut, le T doit reconnaitre spécifiquement le complexe
épitope CMH de la CPA via son TCR. Ainsi une sélection drastique des thymocytes a lieu
pour que seuls les T répondant a ces exigences circulent en peériphérie, tous les autres étant
détruits au cours des étapes de sélection. Apres le réarrangement de leur TCR, les thymocytes
subissent une premiére sélection ou seuls les thymocytes dont le TCR présentant une affinité
modérée pour le complexe CMHI- peptide présentés par les cellules épithéliales thymiques
corticales (CTEC) pourront continuer leur différenciation (Cosgrove et al., 1992).

Ceux ayant une affinité trop faible mourront faute de signal de survie. On parle alors
de la sélection positive et de mort par ignorance (Figure 2).

Pour autant, la sélection positive expose au risque de faire circuler des T ayant une
trop forte affinité pour le soi et donc un risque d’autoimmunité. Les thymocytes dont le TCR a
une trop forte affinité pour le complexe CMHI-peptide sont alors éliminés dans la médullaire
du thymus au cours de 1’étape de sélection négative (Gallegos and Bevan, 2004).

Cependant il existe des alternatives a I’élimination des T auto-réactifs. La cellule peut devenir

anergique.

B. Le réle central de AIRE

Comme nous I’avons vu la sélection négative permet d’éviter la sélection des
thymocytes potentiellement auto-réactifs. Le thymus doit donc théoriquement pouvoir
présenter aux thymocytes en cours de différentiation une large gamme d’antigénes présents
dans I’ensemble de 1’organisme et donc des antigénes extra-thymiques. Ces dernieres années,
il a pu étre montré qu’il existe une expression ectopiques de antigénes tissulaires
périphériques dans le thymus sous la dépendance d’AIRE: Auto-Immune REgulator (Mathis
et al.,, 2009). AIRE est un facteur de transcription qui permet 1’expression de milliers
d’antigénes périphériques par les cellules médullaires du thymus (mTEC) (Klamp et al.,

2006). Les souris AIRE™ développent un syndrome auto-immun (Anderson et al., 2002). De

50



méme, chez I’homme une mutation ponctuelle sur le géne d’AIRE peut s’accompagner d’un

syndrome auto-immun appelé APECED (Nagamine et al., 1997). Ces observations soulignent

I’importance du role de AIRE dans la sélection negative et donc dans la tolérance.

Figure 2 : La Tolérance centrale
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physiologique par définition il n’existe de pathologie auto-immune. Ainsi 1’organisme

contrdle en périphérie ces lymphocytes auto réactifs.
A. Les mécanismes « passifs »

1. L’ignorance

Comme nous I’avons vu la premiére étape déterminante pour I’activation du systéme

immunitaire est la présentation de 1’antigéne aux T. Cependant certains tissus sont peu
accessibles aux cellules immunitaires. Ces sites dits « immunoprivilégiés » sont des sites ou
I’antigéne peut-étre séquestré et donc étre peu ou pas présenté par les CPA des organes
lymphoides secondaires drainant le tissu concerné. On parle alors d’ignorance.
Il faut souligner ici que les cellules musculaires n’expriment pas, a un niveau détectable, le
CMH-1 (Pavlath et al., 2002; Singer et al., 1997). De fait le tissu musculaire qui a 1’état
physiologique n’expose pas d’antigéne musculaire aux cellules immunitaires pourrait étre
ignoré. Cependant, nous avons vu plus haut que sous certaines conditions, inflammatoires en
particulier le CMH-1 pouvait étre induit.

Dans certaines circonstances, I’antigéne peut étre effectivement présenté par les CPA
mais pour autant les T spécifiques de I’antigéne n’atteignent pas leur cible en raison d’un
défaut de migration.

Les expériences menées par Bianchi et al. ont pu montrer qu’il existait bien une
prolifération de T CD4" spécifiques de I’antigéne OVA (lignée OT-II) dans les ganglions
drainants cutanes ou était exprimé OVA spécifiquement sous la dépendance d’un promoteur
cutané dans une souris transgénique. Cependant, dans de ce modéle expérimental, les T CD4"
spéecifiques étaient incapables de migrer dans le tissu cutané en raison du manque
d’expression de protéines d’adhésion. En revanche, lorsqu’une inflammation mécanique était
provoquée au niveau cutané, alors on pouvait observer une migration des T spécifiques dans
la peau (Bianchi et al., 2009).

Cette expérience introduit une notion capitale en immunologie. La réponse immune est
effective s’il existe des conditions inflammatoires (signaux de danger favorables). De fait,
certains auteurs ont remis en cause le concept de site immunopriveélégie. Ils estiment plutot
que chaque antigéne est bien présenté dans le ganglion drainant mais, qu’en absence de

signaux de danger (inflammation, infection...), les CPA ne sont pas matures et n’expriment
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pas suffisamment de molécules de co-stimulation pour activer efficacement les lymphocytes
T (Matzinger, 1994).

Ainsi la reconnaissance spécifique du complexe CMH-I1 antigéne par le TCR ne suffit
pas il faut un second signal pour induire une réponse immunitaire efficace.
En I’absence de ce second signal, on peut observer une absence de prolifération et de

production d’IL-2, on parle alors d’anergie.
2. L’anergie

En effet, ’expression transgénique par la cellule pancréatique endocrine (il6ts B) a la fois
d’un antigene viral et de la molécule de costimulation B7 s’accompagne d’une destruction des
il6ts pancréatiques et donc d’un diabete en cas de transfert de Tconv TCR transgénique
spécifique pour la protéine virale. En revanche, le méme transfert n’induit aucune destruction
pancréatique chez les souris simple transgénique B7 ou pour la protéine virale (Harlan et al.,
1994).

Effectivement, sans 1’activation d’un second signal, on observe une anergie. A ce titre les
signaux de danger comme les PAMPS jouent un réle déterminant. Les TLR (pour Toll Like
Receptors), au nombre de 13 chez la souris, qui font partie de la grande famille des PRR, sont
des piliers de la défense contre les pathogenes. Leur reconnaissance de PAMPs permet
d’induire une réponse immunitaire innée et adaptative contre ces pathogénes (van Maren et
al., 2008). En activant les CD via leur TLR, les PAMPS induisent la surexpression du
CMH-I1I et CD80/86, et permettent de créer les conditions minimum indispensables a
’activation compléte des T (Garza et al., 2000).

Les défauts d’activation induisant 1’anergie suggérent que ce phénomeéne soit passif.
Cependant I’anergie implique des molécules spécialisées qui activement régulent les signaux
intracellulaires comme 1’interaction du CTLA4 avec la molécule B7 (Frauwirth et al., 2000).
Ce mécanisme actif est sous la dépendance d’un facteur de transcription appelée Erg 2 et 3
qui conduit a la régulation négative du TCR et de la production d’IL-2 (Safford et al., 2005).
Il faut souligner que I’anergie est un état cellulaire réversible qui peut étre vaincu par exemple
in vitro par de fortes doses d’IL-2 et des molécules de costimulation (Schwartz et al. 1990).
Les mécanismes de tolérance peériphérique sont redondants car les agents pathogenes sont
capables d’¢laborer des mécanismes d’échappement. Par exemples les infections virales
peuvent conduire a la levée de I’ignorance et/ou de I’anergie, et conduire a une auto-

immunité (Borrow et al., 1991).
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3. Ladéplétion

L’ignorance et 1’anergie permettent, certes, de garder sous contrdle les lymphocytes T
auto-réactifs, mais ces deux mécanismes permettent la persistance physique de ces cellules
potentiellement dangereuses. De plus, si 1’anergie bloque la sécrétion d’IL-2 par les T auto-
réactifs, ils peuvent toujours sécréter de I’IL-4 et de I’'IFN-y, cytokines potentiellement
dangereuses (Mueller and Jenkins, 1995). Un autre mécanisme de tolérance périphérique,
conduit a I’élimination des T auto-réactifs : ¢’est la délétion.

La delétion est le plus souvent provoquée par I’interaction Fas/FasL entre les T et les
CPA (Kurts et al., 1998), respectivement (Suda et al., 1993). L’activation de Fas a la surface
des lymphocytes T induit 1’apoptose via la surexpression du facteur pro-apoptotique Bim
(Davey et al., 2002). Les T peuvent également exprimer a la fois Fas et FasL suite a leur
activation, ce qui permet un rétrocontréle de la réponse immunitaire grace a une contraction
du nombre des cellules activées par mort cellulaire : AICD (Activation Induced Cell Death)
(Brunner et al., 1995).

Enfin, notons que FasL est exprimé dans certains sites immuno-privilégiés mentionnés
plus haut, comme la chambre antérieure de I’ceil. Cette expression permet 1’élimination des
lymphocytes T qui auraient réussi a passer la barriére protégeant 1’acces au site (Griffith et
al., 1995).

4. Les mécanismes passifs et la tolérance musculaire:

Trés peu de travaux ont été consacrés spécifiqguement a la tolérance musculaire. Les
travaux de Boyer et al. apportent des informations déterminantes a ce sujet (Calbo et al.,
2008). Les auteurs ont mis au point une souris double transgénique exprimant, de facon
spéecifique dans le tissu musculaire, ’antigéne de 1’ovalbumine (OVA) grace a un promoteur
musculaire. Ces souris SM-OVA sont croisees avec des souris transégniques exprimant un
TCR spécifique d’OVA (OTI/II). Les souris doubles transgéniques OT-SM-OVA ainsi
générées ne développent pas de myosite. Dans ces travaux les auteurs montrent que la
tolérance musculaire des T CD4" spécifiques d’OVA est secondaire & un mécanisme
d’ignorance. En effet ces cellules restent détectables en périphérie et sont en particulier
capables de proliférer in vitro en présence d’OVA. En revanche, la tolérance des T CD8" est
sous la dépendance d’un mécanisme différent encore inconnu et qui pourrait impliquer la
surexpression a leur surface de PD-1 une molécule inhitrice de la fonction cytotoxique. Nous

réaborderons ultérieurement 1’importance de PD-1 dans la tolérance.
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B. Les mécanismes actifs ou extrinséques

En plus des mécanismes « passifs » de tolérance, il existe des mécanismes actifs. Cette
dénomination initiale est de plus en plus remis en cause par une meilleure comprehension des
mécanismes dits « passifs » qui en fait comme nous 1’avons vu plus haut mettent en jeu
activement des signaux de régulation négative. Cependant, ces mécanismes impliquent
principalement un « défaut » (pas de présentation antigénique, absence de signal de danger,
absence de maturation dendritique, absence de second signal) d’activation lymphocytaire ne
faisant qu’intervenir le couple CPA/lymphocyte. On les oppose alors aux mecanismes
« actifs » qui font intervenir un troisieme acteur spécialisé, régulant 1’amplitude de la réponse
immune. L’intervention d’un troisiéme acteur améne a considérer ces mécanismes de
tolérance comme des phénomenes extrinseques de régulation.

Si a ce jour les T CD4" régulateurs (Treg) sont les principaux acteurs de la tolérance
périphérique, il existe cependant d’autres cellules qui peuvent étre impliquées dans les

réponses régulatrices.

1. Les lymphocytes B régulateurs

Au sein du compartiment lymphocytaire B, il existe de nombreux arguments
expérimentaux soulignant 1’existence de lymphocytes B (B) ayant des propriétés
immunorégulatrices. Il faut ici rappeler I’importance du compartiment B qui intervient non
seulement dans la réponse humorale mais aussi interagit avec le T en particulier en tant que
CPA. Dans des modéles animaux comme I’arthrite a collagéne (Evans et al., 2007
Lampropoulou et al., 2008), il a été montré I’existence de population B régulatrice diminuant
la sévérité de la maladie. Il faut souligner 1’hétérogeénéité phénotypique des différents
« Breg » identifiés et la diversité de leur mode d’action, méme si la production d’IL-10
semble étre un élément déterminant de leur action (lwaki et al., 2011). Les capacités

régulatrices de ces cellules sont le plus souvent acquises.

2. Lescellules NKT

Au sein du compartiment lymphocytaire, d’autres cellules ont montré des propriétés
immunorégulatrices. Les NKT (Natural Killer T cells) forment une population mineure de
lymphocytes T caractérisés par 1’expression d’une chaine o invariante Val4, reconnaissant

des motifs glycolipidiques présentés par la molécule «class I-like » CD1d (Nowak et al.,
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2007). En plus de leur un role effecteur dans les réponses anti-virales ou anti-tumorales, ils
semblent avoir une fonction régulatrice dans certaines situations pathologiques comme le
diabete (Wang et al., 2001).

3. Les lymphocytes Tconventionnels

Les T a fonction « effectrice » que nous dénommerons Tconv pour lymphocytes
Tconventionnels pourraient paradoxalement exercer des fonctions régulatrices en particulier
grace a I’antagonisme qui existe entre les différentes orientations Thl et Th2 de la réponse
immunitaire. En effet, les sous populations de T CD4" auxilaires ont des profils de sécrétions
cytokiniques différents selon qu’ils orientent la différenciation des T naifs vers 1’une ou
I’autre de ces voies. Par exemple, I’IL-4 produit par les T Th2 inhibe la différenciation Th1.
Ainsi, au cours d’une réponse auto-immune Th1l comme dans le modéle de diabete des souris
NOD, I’expression transgéniques d’IL-4 oriente la réponse Tconv dans une différenciation
Th2 et empéche I’apparition du diabéte (Gallichan et al., 1999).

Les agents pathogénes peuvent aussi utiliser cette propriété pour échapper a sa
destruction par le systeme immunitaire comme par exemple le parasite Leishmania major,
(Launois et al., 1997).

4. Les lymphocytes T CD8" régulateurs

Au sein du compartiment lymphocytaire T, il existe aussi des cellules régulatrices,
décrites la premiére fois dans les années 1970 (Gershon et Kondo, 1970). Nous appellerons
les lymphocytes T régulateurs CD4": Treg et lymphocytes T régulateurs CD8": Treg CD8".

Si I’existence de Treg CD8" naturels a été décrite (Cosmi et al., 2003; Bienvenu et al.,
2005) le plus souvent ces cellules acquierent leur propriétés immunorégulatrices. Les Treg
CD8" peuvent étre induits par une stimulation allogénique spécifique dans un environnement
cytokinique particulier (Lu et al., 2009) ou en I’absence de stimulation antigénique spécifique
par des monocytes (Filaci et al., 2005). A ce jour, il n’y a pas de marqueur spécifique des
Treg CD8". La encore les populations sont phénotypiquement hétérogeénes. Si certains Treg
CD8" peuvent partager des marqueurs avec les Treg CD4" comme le CD25 ou FoxP3
(Billerbeck et al., 2007), ils ne peuvent pas étre definis seulement par 1’expression de ces
marqueurs. Certains ont proposé que 1’absence de la molécule CD28 puissent étre un
marqueur spécifique (Filaci et al., 2004), mais d’authentique Treg CD8" sont CD28" (Singh et
al., 2007). Les mécanismes d’action des Treg CD8" sont multiples. Ils sont capables de
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produire des cytokines inhibitrices comme IL-10 (Rifa'i et al., 2004) ou de modifer 1’état
d’activation des CPA (Chang et al., 2002).

5. Les lymphocytes T y3

Les T expriment un TCR le plus souvent composé du dimere aff (97% des cas), cependant
une population de T est caractérisée par I’expression d’un TCR yd. La plupart des Tyd mis en
évidence expriment le CD8 (Peng et al., 2007) et semblent participer & la réponse immune
contre certaines infections et tumeurs (Kapp et al., 2004).

Les Tyd peuvent aussi avoir des propriétés suppressives concernant la prolifération des Tconv
autologues (Kuhl et al., 2009; Peng et al., 2007). Mais leur réle dans 1’auto-immunité reste
débattu.

V. Les Treg, de leur découverte et leur caractérisation phénotypique

A. La découverte des Treg

La premiére expérience montrant [’existence de cellules immunorégulatrices
thymiques remonte a 1969. Dans cette expérience les sourisseaux sont thymectomisés a 3
jours de vie, ils développent alors de nombreuses manifestations auto-immunes qui peuvent
étre prévenues par le transfert de T CD4" de souris normales (Nishizuka et al., 1969 ; Gershon
etal., 1970).

Dans les années 80, S. Sakaguchi sera le premier a identifier un marqueur
membranaire CD5. Dans ces expeériences, il montre que des souris immunodéficientes
(athymique : Nude) reconstistuées avec des lymphocytes T CD5"® présent des
manifestations auto-immune graves alors que le transfert T CD5°" ne s’accompagne
d’aucune manifestation pathologique. Cette expérience confirme d’une part I’existence a 1’état
physiologique de T auto-réactifs circulants et d’autre part I’existence d’une sous-population
lymphocytaire contrdlant cette population auto-réactive (Sakaguchi et al., 1985). Ces travaux

5fort

suggérent donc 1’existence de cellules T CD régulatrices.
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B. CD25: le premier marqueur des Treg

C’est @ nouveau Sakaguchi qui en 1995 découvrira le premier marqueur pertinent des
Treg le CD25, la sous-unité o du récepteur de haute affinité a 1’IL-2. En utilisant le méme
protocole expérimental qu’en 1985, il montrera que ces cellules immunorégulatrices sont
CD4'CD25" (Sakaguchi et al., 1995). Pour autant le CD25 n’est pas un marqueur spécifique
des Treg car il est aussi exprimé a la surface des Tconv activés. Cependant le niveau
d’expression du CD25 par les Treg est plus élevé (CD25™") que les Tconv activés (Kuniyasu
et al., 2000) et qu’a la différence des Tconv activés, les Treg maintiennent un niveau élevé de

CD25 au cours des divisions cellulaires successives (Fisson et al., 2003).

1. FoxP3

Le rble du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead Box Protein 3) dans 1’importance
du maintien de la tolérance périphérique a tout d’abord été montré par des observations chez
les souris scurfy (Godfrey et al., 1991) et chez I’homme souffrant du syndrome IPEX
(Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome). Dans ces 2
cas, il existe un déficit en FoxP3 consécutif & une anomalie génétique dans le gene FoxP3
(Bennett et al., 2001). Ce déficit s’accompagne de manifestations autoimmunes et allergiques
graves proches de celles observées aprés déplétion en T CD4+CD25" (Bennett et al., 2001).

Secondairement, il sera montré que FoxP3 est exprimé par les Treg (Yagi et al., 2004) et
que son expression ectopique dans des Tconv leur confere des propriétés immunorégulatrices
(Hori et al., 2003). L’ensemble de ces données montrent le role central du facteur FoxP3 pour
la différenciation et la fonction des Treg (Buckner et al., 2008). Cependant il faut souligner
dans ce travail que I’expression de FoxP3 doit étre prolongée et & un niveau important pour

conférer des propriétés immunorégulatrices.

2. Les limites de FoxP3 chez ’homme

Cependant FoxP3 n’est pas un marqueur spécifique des Treg chez I’lhomme. A ’opposé
des Treg naturels exprimant constitutivement FoxP3, les Tconv activés par stimulation TCR
peuvent eux aussi exprimer de facon transitoire Foxp3 sans pour autant acquérir des
propriétés immunosuppressives (Tran et al., 2007; Walker et al 2003). D’autre part, il existe

d’authentiques Treg FoxP3" comme nous le verrons ultérieurement.
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3. L’intérét de FoxP3 chez la souris

A TDinverse, chez les souris on n’observe pas ce type de phénoméne, ce qui permet
d’utiliser FoxP3 pour I’identification des Treg avec une bonne spécificité. Cependant il faut
souligner que la détection de ce facteur de transcription impose la perméabilisation du noyau
et donc la mort cellulaire. Chez la souris, il est aussi possible de se contenter d’identifier les

Treg grace au marqueur membranaire CD25, en sélectionnant les T CD4*CD25™"

pour
identifier les Treg. Enfin ces dernieres années ont vu apparaitre le développement de souris
Knock’in FOXP3-GFP permettant de selectionner et de suivre les Treg grace a I’expression
d’une protéine de fluorecencence verte (GFP) associée au facteur de transcription Foxp3.

Les difficultés d’indentification des Treg chez ’homme ont conduit a la recherche d’autres

marqueurs membranaires.
C. Lareconnaissance des Treg chez I’homme

1. Le CD127

Comme nous I’avons vu précédemment, le CD25, bien qu’exprimé de fagcon soutenue
par les Treg au cours des divisions, ne permet pas toujours la distinction avec les Tconv
activés. De plus, le niveau d’expression de FOXP3 est corrélé a celui du CD25. Ainsi, seule la
sélection des T CDA4A'CD25™" permet Dobtention de cellules fonctionnellement
immunosuppressives (Jonuleit et al., 2001). Cependant ce type d’approche comme nous le
verrons plus tard exclu les Treg CD25™”FoxP3™P* correspondant au Treg naifs (CD45RA™).

De plus, comment définir de facon reproductible la population T CD25™"

en particulier en
situation inflammatoire ?

A ce titre I’utilisation du marqueur CD127, le récepteur membranaire a I’'IL-7, pourrait
étre une alternative. En effet, il a pu étre montré que la population CD4"CD127 était une
population cellulaire exprimant fortement FOXP3 et ayant des propriétés immunosupresssives
(Seddiki et al., 2006a; Liu et al., 2006). Cependant, il a été également montré que les Tconv
activés pouvaient aussi diminuer leur niveau d’expression du CD127 limitant ainsi son intérét

pour I’identification des Treg. (Mazzucchelli et al. 2007; Aerts et al., 2008).
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2. Integrines et autres récepteurs au chimiokines

Ainsi, I’utilisation complémentaire du CD62L (L sélectine) pourrait étre une approche
intéressante. Il a pu en effet étre montré que la sélection des cellules CD4'CD25""CD127
CD62L" permettait de distinguer les Treg des Tconv récemment activés CD62™"" (Hamann et
al., 2000). De nombreuses autres protéines membranaires impliquées dans la migration
cellulaire (intégrine et récepteur au chimiokines) ont été observées sur les Treg (tableau 1 :
liste non exhaustive). Néanmoins, aucun de ces marqueurs n’est spécifiqgue des Treg.
Cependant, la diversité de ces marqueurs introduit la notion, déja suggérée précédemment,
qu’il existe une tres grande hétérogénéité phénotypique dans la population T régulatrice.
Nous aborderons dans les paragraphes suivant la description et la signification de cette

hétérogénéité phénotypique.
3. Molécules impliquées dans la survie et ’apoptose

Le GITR est lui aussi fortement exprimé de fagcon constitutionnelle a la surface des
Treg et comme pour CTLA-4 son niveau d’expression est corrélé a celui de FoxP3 (Yagi et
al., 2004). Mais la encore le GITR ne permet pas de discriminer les Treg des Tconv activés
(Fontenot et al., 2003). La molécule membranaire GARP, récemment identifiée, pourrait étre
un bon marqueur de Treg activés chez I’homme (Wang et al., 2009) en la distinguant des

Tconv activés.

4. Marqueurs de fonctions suppressives

Les marqueurs comme le CTLA4 et ICOS sont retrouvés a la surface de certains Treg,
pour autant ils sont aussi retrouvés a la surface des Tconv activés et a ce titre ne permettent
pas la distinction Treg/Tconv. Cependant il faut souligner qu’ICOS permettrait de distinguer
des sous populations régulatrices. Les Treg ICOS™ et ICOS™ produisent soit 1L-10 soit du
TGFp respectivement (Ito et al., 2008).
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Tableau I11: Marqueurs des Treg

Facteur de
transcription

Marqueurs d'activation
et de phénotype
mémoire

FOXP3 absence de CD127
CD45RA
CD45R0O
CD25
HLA-DR
CD69

D’apres Sakagushi.

Intégrines

CDh62L
CCR4
CCR6
CCR9

CD103

CD304
CD31

absence de
CD49d

Molécules

impliquées dans les

fonctions

suppressive et

éffectrice
CTLA4
ICOS
CD39-CD73
LAP
Granzyme B
Galectine 1
Galectine 10
TRANCE

CD80 et CD86

IL-10
IL-17
CD2

absence d’IL-2

Molécules
impliquées
dans
I'apoptose et
la survie
GARP
GITR
CD27
0Xx40
CD95
PD-1
Galectine 3
MS4A4B

IL-1R
CD6

GARRP, glycoprotein A repetitions predominant; GITR, glucocorticoid-inducedTNF-receptor-

related protein; ICOS, inducible T cell co-stimulator;LAP,latency-associated peptide;

MS4A4B, membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4B;PD-1, programmed cell
deaThl; R, receptor; TRANCE, TNF-related activation-inducedcytokine;
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3°* PARTIE. LES LYMPHOCYTES TREGULATEURS : MECANISMES D’ACTION
et ONTOGENIE

Dans la précédente partie nous avons décrit les mécanismes de tolérance périphérique et
introduit la notion que les Treg en étaient un acteur principal en contrélant les réponses auto-
immunes. Ainsi, apres avoir décrit le phénotype Treg, nous allons voir quels sont les
mécanismes d’action mise en place par ceux-Ci pour contrbler la réponse immunitaire. Nous
verrons que la diversit¢é de ces mécanismes d’action refléte une grande hétérogénéité
cellulaire des Treg. Cette hétérogénéité cellulaire étant elle-méme le reflet de 1’ontogénie des

Treg.

l. Treg : les mécanismes d’actions

Les mécanismes d’action des Treg expliquant leurs fonctions immunosuppressives sont
nombreux et tres variés. A ce jour ils ne sont certainement pas tous élucidés. De plus, nous ne
savons toujours pas si un mécanisme prédomine. Il est probable que la redondance des
mécanismes d’actions s’explique par la grande diversité des situations physiopathologiques

auquels sont confrontés les Treg.

A. Les conditions d’action des Treg et I’ « effet by stander »

1. L’activation des Treg est indispensable a leur fonction régulatrice

La premiére propriété regulatrice des Treg mise en évidence in vitro a été I’inhibition
de la prolifération des Tconv. Dans les années 1995 a 2000, le test de suppression in vitro
montrant que ’ajout de Treg a des Tconv en culture inhibaient leur prolifération était
I’expérience de choix pour démontrer que l’on avait affaire a des cellules immuno-
suppressives (Thornton and Shevach, 1998). Ultérieurement, il sera montré que cette
inhibition de prolifération n’est possible qu’une fois les Treg activés via leur TCR. Sans cette
activation prealable in vitro ou in vivo les Treg n’exercent pas de propriétés
immunrégulatrices (Levings et al., 2001a; Dieckmann et al., 2001; Jonuleit et al., 2001 ;
Baecher-Allan et al., 2001).

Ce phénoméne a été décrit dans un modele expérimental murin de sclérose en plaque :

I’encéphalite auto-immune expérimentale (EAE) ou les souris sont immunisées contre un
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antigene constituant la gaine de myeéline des neurones comme PLP1 ou MOG. Au cours de
I’EAE, les Treg spécifiques de PLP1 ne protegent pas des manifestations cliniques induites
par I’immunisation par un autre peptide comme MOG. En effet, des Treg spécifiques de
I’antigéne A ne peuvent controler une réponse inflammatoire impliquant un antigéne B que
s’ils ne sont pas activés par leur antigéne cognitif A. En revanche, si ’EAE est provoquée par
une immunisation a 1’aide du peptide PLP-1, les Treg spécifiques de ce méme peptide
pourront alors étre activés et contréler la maladie (Yu et al.,, 2005a). C’est seulement
I’activation préalable in vitro des Treg anti-PLP1 par PLP-1 qui permet la protection de
I’EAE induite par MOG soulignant I’importance de 1’activation pour la protection des Treg.
Cette expérience introduit une seconde notion, une fois activés par leur antigene cognitif les

Treg peuvent controler des réponses immunes impliquant d’autres antigénes.

Il est important de souligner dans ce paragraphe dédié a I’activation des Treg que la
concentration peptidique nécessaire a 1’activation TCR était 10 a 100 fois moindre pour les
Treg que pour les Tconv (Takahashi et al., 1998) ce qui confere aux Treg un avantage certain

dans la compétition contre les Tconv pour 1’activation contre les antigénes du soi.

2. L’effet « by stander »

L’effet « by stander » peut se traduire par un effet de « proximité », ou « collatéral » de
I’inhibition exercée par les Treg. Il se caractérise par le fait que des Treg anti-A sont capables
d’inhiber des Tconv anti-B, sous réserve qu’ils aient d’abord été stimulés par A. Autrement
dit, une fois que les Treg ont été activés de facon spécifique, ils peuvent inhiber n’importe

quelle autre réaction des Tconv.

Ce phénomeéne a été démontré tout d’abord in vitro (Takahashi et al., 1998; Thornton and
Shevach, 2000). Depuis, d’autres études ont confirmé son existence, in vitro (Larkin et al.,
2007) comme in vivo. L’étude de Habib Zaghouani montre que des Treg spécifiques de
I’antigéne, PLP1, utilisé pour provoquer I’EAE portégent de la maladie, alors que les Treg
spécifiques de MOG (un autre antigene de la gaine de myéline) ne protégent pas. Par contre, il
est possible d’avoir une protection de I’EAE induite par injection de MOG si les Treg anti-
PLP1 sont au préalable activés en culture avec PLP1 (Yu et al., 2005a). On retrouve ce type
de résultat dans des modéle de diabete (Tarbell et al., 2004).

Il faut noter que I’effet bystander présente des cotés positifs en terme d’immuno-

régulation. Lors de I’établissement d’une maladie auto-immune, la dégradation des tissus
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révele des auto-antigénes cryptiques, dont la présentation par les DC active des Tconv de
specificités variées. On peut penser qu’il serait impossible pour les Treg de réguler cette
population trés hétérogeéne de Tconv s’ils se bornaient a ne réguler qu’une spécificité donnée.
L’effet bystander doit leur conférer un large spectre d’action, et ainsi leur permettre de réguler

des auto-réactivités diverses, susceptibles de déclencher a terme une maladie auto-immune.

3. Les Treg doivent étre en nombre suffisant pour étre efficaces

Nous I’avons vu pour étre efficace un Treg doit étre activé mais il doit aussi étre en
nombre suffisant. C’est le rapport entre le nombre de Treg activés et le nombre de Tconv
auto-réactifs qui est déterminant pour faire pencher la «balance » soit du co6té de
I’autoréactivité soit du coté de la régulation.

Les expériences menées par 1’équipe de Bluestone ont montré qu’il est nécessaire
d’utiliser un trés grand nombre de Treg polyclonaux (10 & 20.10° Treg) pour observer
inconstament la prévention du développement du diabéte chez la souris Non Obese Diabetic
(NOD) (Masteller et al., 2005).

De plus, cette méme équipe a montré que le diabéte peut étre prévenu, et méme guéri,
beaucoup plus efficacement par des quantités moindres de Treg spécifiques des antigénes du
pancréas (Tang et al., 2004). Ils montrent en effet que I’inefficacité relative des Treg
polyclonaux s’explique par la faible proportion de Treg spécifiques du pancréas détectés
parmi eux. En effet, le marquage a la carboxyfluorescéine succinimidyl ester (CFSE) des Treg
polyclonaux a permis de montrer que moins de 1% de la population injectée se divise dans le
ganglion drainant pancréatique (présentant les auto-antigénes pancréatiques) et que cette
prolifération n’est pas différente de celle observée dans des ganglions non drainants (ne
présentant pas les auto-antigenes pancréatiques). A ’inverse, les Treg spécifiques du pancréas
se divisent activement et seulement dans le ganglion pancréatique car ils sont activés par les
antigénes pancréatiques.

Ainsi, I’absence de spécificité sous-tend I’absence d’activation et donc un rapport de
force défavorable pour les Treg polyclonaux. Toujours dans le modéle de souris NOD il a pu
étre estimé grace a des expériences de co-transfert de Treg spécifiques du pancréas et de
cellules diabétogénes qu’un ratio 1:9 (Treg:Tconv) était suffisant pour protéger de la
survenue du diabete (Tang et al., 2004).
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B. L’importance des interacations entre Treg, Tconv, CPA

Les mécanismes d’actions des Treg peuvent ne faire intervenir que ces 2 acteurs (Treg et
Tconv) soit directement par des meécanismes contact dépendant soit indirectement par
I’intermédiaire de molécules inhibitrices. 1Is peuvent aussi faire intervenir un 3éme acteur de

la réponse immune : la CPA.

1. Le rdle des CPA

Les Treg diminuent 1I’état de maturation des CPA. Le r6le des CPA dans les
mécanismes immunosuppresseurs des Treg a été suggéré par I’importance des interactions
physiques entre CPA et Treg lors d’expérimentations d’imagerie cellulaire in vivo. Au cours
de ces travaux chez la souris, il a été montré qu’en ’absence de Treg, les contacts entre les
CPA et les T étaient plus prolongés alors que le temps de transit des Tconv était augmenté
(Tang et al., 2006; Tadokoro et al., 2006).

L’interaction CPA/Treg conduit & une diminution du niveau d’expression par les CPA
des molécules de co-stimulation CD80 and CD86. Comme nous ’avons vu précédemment
cela a pour conséquence d’empécher une activation efficace du Tconv. Cette observation a été
faite in vitro (Cederbom et al., 2000), mais aussi in vivo chez I’homme et la souris
(Lewkowich et al., 2005). L’inhibition de I’activation des Tconv par les DC induite par les
Treg est abrogée par I’inhibition du CTLA-4 (au moyen d’un Ac monoclonal anti CTLA-4).
Ceci souligne le role capital du CTLA-4 dans ce phénoméne (Oderup et al., 2006; Oderup et
al., 2006).

LAG 3 (Lymphocyte Activation Gene 3) pourrait aussi jouer un réle dans I’inhibition
de la maturation des CPA. LAG 3 est un homologue de CD4 exprimé par les Treg et
indispensable a leur fonction (Huang et al., 2004). LAG 3 se fixerait aux molécules de CMH
II pour inhiber I’expression de CD86 par les DC.

En plus de diminuer le niveau d’activation des DC, les Treg sont capables d’induire la
sécréetion de molécules immunosupressives par les DC. En effet, il a été montré que les Treg
sont capables d’induire I’expression par la CPA de indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Une
fois IDO secrétée dans le milieu extracellulaire, elle capte le tryptophane, acide aminé
essentiel a la prolifération T. Il en résulte une inhibition des Tconv dependante de
mécanismes faisant intervenir des intéractions entre le CTLA4 et CD80 et/ou CD86 (Fallarino
et al., 2003a). Nous aborderons plus en détail ultérieurment le réle d’IDO (Mellor et al.,
2004).
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2. Lerdle des Tconv : I’effet « boost »

La plupart des interactions cellulaires du systeme immunitaire sont bi-directionnelles. Or,
jusqu’a il y a peu on pensait que les Treg controlaient les Tconv sans que les Tconv aient un
réle déterminant sur les Treg. Des premiers travaux ont suggéré 1’existence d’un dialogue
Treg/Tconv en montrant que la signature moléculaire des Treg était significativement
modifiée par le co-transfert de Tconv auto-réactifs. Mais c’est en 2010 qu’il sera clairement
montré I’importance de ce dialogue.

Dans un modele transgénique de souris diabétique, il a pu étre montré que le co-transfert
de Treg spécifiques pour le peptide viral HA et de Tconv spécifiques de ce méme peptide,
dans une souris exprimant HA spécifiquement sous la dépendance d’un promoteur
pancréatique, permettait une expansion significativement plus importante des Treg HA
specifiques que si les Treg étaient transférés seuls. C’est effet « boost » est non seulement
quantitatif, mais aussi s’accompagne d’une augmentation des capacités immunosuppressives

des Treg (Grinberg-Bleyer et al., 2010).

C. La mort cellulaire des Tconv induites par les Treg

1. La cytotoxicité des Treg sur les Tconv

La cytolyse secondaire a des phénomenes de cytotoxicité a été initialement décrites pour
les fonctions effectrices des T CD8" cytotoxiques ou les cellules NK. De tels mécanismes ont
été aussi décrits pour les T CD4" et pour les Treg. En effet il a pu étre montré que les Treg
exercaient eux aussi des mécanismes de cytoticixité cellulaire par I’intermédiaire du
granzyme A ou des perforines par I’intermédiaire de la molécule d’adhésion CD18 (Grossman
et al., 2004). En particulier les Treg sont capables d’utiliser les propres armes des cellules
cytotoxiques pour les détruire. Au cours de cancers les Treg tumoraux détruisent les T CD8"
et les cellules NK par cytolyse grace aux granzymes et perforines pour faciliter la croissance
tumorale (Cao et al., 2007).

2. Lamort cellulaire programmeée des Tconv induite par les Treg

D’autres travaux suggerent qu’en plus des phénomenes de cytotoxicité, la mort cellulaire

pouvait étre induite par la voie TRAIL-DR5 (tumour-necrosis-factor-related apoptosis-
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inducing ligand—death receptor 5) (Ren et al., 2007). De plus 1’apoptose des Tconv peut étre

induite par les Treg grace a la Galectine 1 (Garin et al., 2007).

D. Le blocage métabolique des Tconv induits par les Treg

En plus d’étre capable de donner dirrectement la mort aux Tconv, les Treg sont capables
d’inhiber leur activation en interférant avec leur métabolisme et indirectement d’induire aussi

la mort cellulaire.
1. La privation d’IL-2

Comme nous le verrons ultérieurement, I’IL-2 est une cytokine fondamentale pour
I’ontogénie, I’homéostasie et la survie des Treg, comme le suggere 1’importance du niveau
d’expression du récepteur de haute affinité a I’IL-2: le CD 25. L’IL-2 est aussi une cytokine
capitale pour la prolifération des Tconv.

Ces données suggerent qu’il pourrait exister une compétition entre les Treg et les
Tconv concernant 1’utilisation de I’'IL-2. Compétition pour laquelle les Treg ont 1’avantage
d’un plus fort niveau d’expression du CD25 ce qui provoquerait une consommation de 1’IL-2

par les Treg au dépend des Tconv.

Effectivement in vitro, 1’adjonction d’IL-2 lors de la co-culture de Treg et de Tconv
inhibe I’effet anti-proliférant des Treg sur les Tconv (Thornton et al., 1998). De plus, les Treg
inhibent la transcription du géne codant pour 1’IL-2 par les Tconv, in vitro (Thornton et al.,
1998) et in vivo (Sarween et al., 2004). L’ensemble de ces 2 mécanismes conduit a une
privation d’IL-2 responsable de 1’apoptose des Tconv (Pandiyan et al., 2007). Cependant des
données chez ’homme suggérent que ce mécanisme de privation en IL-2 n’est pas suffisant
pour expliquer 1’effet immunosupresseur des Treg (Oberle et al., 2007).

De plus, la coexpression simultanée des ectoenzymes CD39 et CD75 a la surface des
Treg s’accompagne de la production péri-cellulaire d’adénosine qui en se fixant sur le
récepteur 2 de 1’adenosine (A2AR) des Tconv inhibe leur fonction (Deaglio et al., 2007;
Borsellino et al., 2007).
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2. Le CD39,CD73,’AMPc

En plus de la privation en IL-2, les Treg utilisent 1’adénosine, dont les propriétés
immunosuppressives sont établies (Sitkovsky et al., 2004). Le CD39 dégrade I’ATP en AMP
(Adenosine Mono-Phosphate) dans le milieu extra-cellulaire et le CD73 dégrade I’AMP en
adénosine. Ces 2 ectoenzymes CD39 et CD73 ont récemment été mise en évidence a la
surface des Treg chez la souris (Deaglio et al., 2007) et chez I’homme (Borsellino et al.,
2007).

En se liant au récepteur A2A des Tconv, 1’adénosie supprime leur prolifération in vitro

+/+

et in vivo. De plus, le transfert de Treg CD39™", contrairement aux Treg CD39""*, n’inhibe pas
le rejet d’une greffe de peau allogénique (Deaglio et al., 2007).

L’adénosine peut étre aussi directement transférée a 1’intérieur des Tconv par les Treg au
moyen de GAP jonction. L accroissement de la concentration intra-plasmatique d’AMPc

s’accompagne d’une inhibition de prolifération (Kobie et al., 2006).

3. IDO et tryptophane

Comme nous I’avons vu IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), une enzyme qui
catabolise le tryptophane (acide aminé essentiel a la croissance des cellules) est impliquée
dans les mécanismes d’inhibition des Treg par I’intermédiaire des DC. IDO est exprimée dans
de nombreux tissus, notamment par les CPA du systeme immunitaire (Fallarino et al., 2003b).
La dégradation du tryptophane par IDO aboutit a la production de kynurénines qui participent
I’inhibition de la réponse immunitaire Thl et Th2 (Xu et al. 2008).

L’activation d’IDO est déclenchée par le CTLA-4 et potentialisée par la voie de
transduction dépendante de I’IFN-y (Grohmann et al., 2002), stoppe 1’expansion (mais pas
I’activation) des Tconv par privation de tryptophane (Munn et al., 1998). Ainsi les Treg
exprimant de fagon constitutive le CTLA-4 sont capables de I’activer (Fallarino et al., 2003a).

La voie IDO a été mise en jeu dans des modeles de prévention du diabéte (par injection
d’une protéine de fusion CTLA-4-lg) (Fallarino et al.,, 2003a), dans 1’échappement des
tumeurs au systéme immunitaire (car on peut générer une réponse anti-tumorale efficace
grace a I’injection d’un inhibiteur de I’IDO) (Muller et al., 2005), ou encore dans I’inhibition
des réactions allogéniques (Munn et al., 2005), et surtout dans la tolérance feeto -maternelle

(IDO est exprimée par le trophoblaste) (Munn et al., 1998).
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E. L’inhibition des Tconv par les Treg conctact-dépendant

Il existe des interactions directes physiques entre Tconv et Treg qui conduisent a
I’inhibition de la prolifération des Tconv. Les expériences menées in vitro ont montré que
I’inhibition du contact entre Treg et Tconv par une membrane s’accompagnait d’une
inhibition de I’effet immunosupresseurs, suggérant que le contact était déterminant pour
I’action des Treg. (Takahashi et al., 1998; Thornton et al., 1998). Cependant, comme nous
I’avons vu, de nombreux autres mécanismes de régulations indépendants du contact ont été

décrits depuis, remettant ainsi en cause le caractére unique de ce mécanisme.

1. Le CTLA-4 comme mécanisme d’inhibition

Le CTLA-4 est fortement exprimé a 1’état basal par les Treg. Si son role in vitro est
discuté puisqu’un anticorps bloquant ne léve pas la suppression exercée par les Treg(Thornton
and Shevach, 1998), il semble en revanche que son expression soit indispensable dans certains
modéles d’auto-immunité. L’ablation spécifique de CTLA-4 dans les Treg (souris FoxP3“"® X
CTLA-4"™ induit méme une auto-immunité létale, et les Treg de ces souris perdent leur
fonction suppressive (Wing et al., 2008). CTLA-4 se fixe aux molécules CD80 et CD86 des
DC et comme nous I’avons vu ci-dessus I’interaction de CTLA-4 avec les DC s’accompagne
d’une inhibition de maturation de la DC.

D’autre part, le CTLA-4 pourrait induire la production de la cytokine
immunosuppressive TGF-f par les DC (Travis et al., 2007) ou augmenter ’activité d’IDO
(Fallarino et al., 2003a). Tous les effets de CTLA-4 ne passeraient pas nécessairement par
I’intermédiaire des DC car il existe aussi des interactions directes entre Treg et Tconv par
I’intermédiaire du CD80/86 (Paust et al., 2004).

2. TGFB membranaire

Un autre mécanisme d’interaction et de contact a été décrit avec le TGFp membranaire. Il
existe une forme membranaire du TGFp qui est exprimé a la surface des Treg. Cette forme de
TGFpB exerce une immunosupression par contact direct avec les Tconv. En particulier, ce

mécanisme d’action a été montré au cours du diabéte dans un modeéle murin chez la souris

NOD (Green et al., 2003).
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F. Les cytokines inhibitrices produites par les Treg

En plus de contact cellulaire (Tconv ou DC), les Treg peuvent produire des molécules

inhibitrices comme des cytokines.

1. Le TGFp

Comme nous 1’avons vu le TGFf peut non seulement inhiber la prolifération Tconv par
contact cellulaire direct mais aussi a distance lorsqu’il est sécérété dans 1’espace
péricellulaire. Le TGFp est une cytokine anti-inflammatoire ayant un réle central dans le
contrdle de  I’auto-immunité. Les souris TGFB” succombent des complications de
manifestations auto-immunes dans les 4 & 8 semaines suivant leur naissance. (Shull et al.,
1992 ; Kulkarni et al., 1993). Comme I’IL-10 une autre cytokine anti-inflammatoire que nous
aborderons dans le paragraphe suivant, le TGFp n’est pas exclusivement produit par les Treg
mais joue un role important dans les fonctions immunomodulatrices des Treg. Le TGFp est
impliqué dans les fonctions régulatrices des Treg au cours de modeéles expérimentaux de
diabete de type 1 ou de colite inflammatoire (Tonkin et al., 2009; Fahlen et al., 2005). In vitro
chez I’homme I’inhibition du TGFB au moyen d’Ac neutralisant diminue les fonctions
inhibitrices de Treg intratumoraux (Strauss et al., 2007) et diminue in vivo chez la souris les
fonctions T régulatrices dans un modéle de colite inflammatoire (Fahlen et al., 2005).

Cependant, les fonctions immuno-suppressives des Treg peuvent étre maintenues en
I’absence de TGFp soulignant ainsi qu’il existe d’autres mécanismes de régulation (Piccirillo
et al., 2002). Enfin nous verrons ultérieurement qu’au de la de ces propriétés

anti-inflammatoires le TGFp est impliqué dans 1’induction de Treg.

2. 1L-10

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont le principal mode d’action est
d’empécher la maturation des DC. L’IL-10 peut étre produite par les monocytes macrophage,
B et les T (Mosser and Zhang, 2008). Au sein du compartiment T, les Treg sont I’une des
principales sources d’TIL-10 aux cotés des T Th2.

L’TL-10 joue un réle crucial dans le controle de la colite inflammatoire induite chez la
souris (Asseman et al., 1999). Cependant a I’inverse du TGFp, les souris IL-107/" ou IL-10R"/"
ne développent pas spontanément de maladies auto-immunes franches (hormis une colite)
sinon a la faveur d’agressions inflammatoires (Kuhn et al., 1993). Dans un modeéle de

sclérose en plaque (EAE) 1’augmentation de la production d’IL-10 par les Treg
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s’accompagne d’une diminution de la sévérité de la maladiec (McGeachy et al., 2005). Les
souris ayant des Treg IL-107" présentent des défauts de tolérance vis & vis de la flore
commensale digestive (Uhlig et al., 2006) et sont susceptibles de développer une colite induite
par cette flore (Rubtsov et al., 2008). Pour autant I’IL-10 n’est pas indispensable a la fonction
des Treg (Bettini and Vignali, 2009).

Comme le TGFp, I’'lL-10 joue un role déterminant dans 1’induction de Treg que nous
aborderons ultérieurement. Nous verrons aussi qu’elle caractérise aussi une sous population T

régulatrice induite: les Trl.

3. L’IL35

L’IL-35 a récemment été découverte comme une cytokine impliquée dans la fonction des
Treg (Collison et al., 2007). L’IL-35 est un hétérodimere composé de deux molécules de la
famille de I’IL-12, p35 (IL-12a) et Ebi3 (pour Epstein-Barr-virus-Induced gene 3).

Dans ces travaux Vignali découvre que cette cytokine est fortement exprimée par les Treg
FoxP3" alors qu’elle ne 1’est pas par les Tconv au repos. L’invalidation des génes impliqués
dans la production de I’IL-35 s’accompagne in vitro d’une diminution importante des
propriétés immunorégulatrices des Treg et in vivo le transfert de Treg IL357 ne permet pas de
contréler la colite inflammatoire dans un modele murin. Enfin, 1I’expression ectopique d’IL35
dans Tconv leur confére des proprietés immunosupressives en permettant une inhibition, IL-
35 dependante, de la prolifération des T. Comme pour I’IL-10 et le TGFp il a été récemment

montré que I’TL-35 pouvait induire des Treg appelé iTR35.

G. Larésistance des Tconv a I’effet des Treg

Nous avons vu comment les Treg pouvaient inhiber les Tconv mais les Tconv peuvent sous

certaines conditions résister a 1’action des Treg.

1. Lessignaux de dangers

En particulier une forte intensité de stimulation des Tconv peut les rendre résistants
aux Treg et leur permettre de proliférer méme en présence de Treg activés (Baecher-Allan et
al., 2001). Cet effet est dependant in vitro des voies médiées par les TLR a la surface des DC
comme le TLR4 par I’intermédiaire du LPS (Pasare and Medzhitov, 2003) mais aussi
directement grace au TLR9 ou la stimulation de I’adaptateur MyD88 (LaRosa et al., 2007).
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2. Les cytokines pro-inflammatoires

En plus d’une forte stimulation des TLR des DC, de fortes concentrations de cytokines
inflammatoires comme I’'IL-6 ou 1I’IL-21 conférent une résistance des Tconv au Treg (Korn et
al., 2007a). L’IL-2, cytokine clef dans I’homéostasie des Treg, abroge aussi, in vitro et a forte
concentration ’effet inhibiteur des Treg. Les fonctions d’absorption d’IL-2 par les Treg étant
dépassées par I’importance de la concentration, ceux-ci ne pourraient plus jouer leur fonction
métabolique de privation d’IL-2. Ainsi cela profiterait aux Tconv en permettant leur
prolifération non régulée (Thornton and Shevach, 1998).

De plus, I’activation de plusieurs membres de la famille des récepteurs au TNF rend
les Tconv insensibles & la suppression par les Treg. En effet, le GITR participe a la résistance
des Tconv (Shimizu et al.,, 2002) comme en témoigne 1’abolition de la suppression en
présence d’un agoniste du GITR. En dehors de GITR, I’hypothése d’une résistance a la
suppression par 1’activation des voies OX-40 et 4-1BB a été suggérée, mais sans confirmation
définitive (Walker, 2009).

3. Les voies de signalisation intracellulaire : TRAF-6

Les voies de signalisation intracellulaire impliquées dans cette résistance
semblenTconverger vers Chl-b et TRAF6 puisque les Treg issus de souris Cbl-b” et TRAF6”
sont résistants a la suppression, et cela conduit a I’apparition d’un syndrome auto-immun
(King et al., 2006). La caractéristiqgue commune de ces deux souris est une suractivation de la
voie PI3K/Akt (Wohlfert and Clark, 2007).

L’ensemble de ces données converge pour montrer qu’en situation inflammatoire en présence
d’un pathogéne il existe une activation TLR forte accompagnée d’une production de
cytokines proinflammatoires induisant des modifications de 1’expression des signaux de co-
stimulation et de récepteur membranaire de la famille du TNF (4-1BB, GITR, OX 40)

favorisant la réponse Tconv en mettant en échec ’action des Treg (Walker, 2009).
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Figure 3: mode d’action des Treg

Mécanismes d’action directs

Treg Tconv

Adénosine

Mécanismes d’action directs cytokiniques

Absence
d’activation

CPA

Shéma représentant les principaux modes d’action des Treg. Les mécanismes directs
impliquent ’inhibition des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 par CTLA-4 ou
I’inhibtion du CMH-II par LAG-3. Les CD73 et CD39 métabolisent I’ATP extra-cellulaire
en adénosine qui inhibe la prolifération Tconv. La mort des Tconv peut étre induite par le
CD95 et leur lyse peut étre provoquée par le granzyme et la perforine. Les mécanismes
indirects impliquent la production de cytokines inhibitrices telles que I’'IL-10, I’'IL-35 ou le
TGFp, qui en plus peuvent induire la conversion Tconv en iTreg. De plus, le CD25
provoque une déplétion en IL-2 en la « consommant ». Les mécanismes indirects impliquent
aussi la CPA. L’activation de celle-ci peut étre inhibée par le CTLA-4, LAG-3 ou le TGFp.
De plus, la CPA peut étre détruite par les enzymes cytotoxiques. Enfin le CTLA-4 peut
induire la production d’IDO, elle-méme responsable d’une baisse du tryptophane
indispensable au métabolisme des Tconv.

Jusqu’a présent nous avons décrit le phénotype et les mécanismes d’actions Treg. En
abordant les mécanismes d’action des Treg nous avons vu que I’environnement cytokinique
pouvait induire des Treg. Dans cette partie, nous allons donc décrire I’ontogénie des Treg et
ainsi distinguer 2 grands types de Treg: les Treg induits ou iTreg issus de la conversion
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périphérique de Tconv et les Treg naturels (nTreg) issus du thymus fonctionnellement

matures et suppresseurs.

A. Ontogénie des Treg en périphérie : les Treg induits

La génération périphérique de Treg a été suggérée pour la premiere fois par Waldmann en
(Qin et al., 1993). Dans ces travaux, les animaux de fond génétique A, rendus tolérants a une
greffe B (par un traitement avec des anticorps monoclonaux anti-CD4 et anti-CD8 non
déplétants, suite a la mise en place de la greffe B) sont capables d’accepter une greffe issue
d’animaux de fond génétique B x C. Ces animaux sont méme capables, a terme, d’accepter

une greffe issue d’animaux de fond génétique C exclusivement.

Ces travaux montrent que les cellules tolérantes pour la greffe B (chez I’animal de fond
génétique A) ont rendu ’animal également tolérant a la greffe C, par un mécanisme supposé
de transfert de tolérance. Ce phénomene de tolérance induite par le transfert cellulaire est
appelé tolérance infectieuse, une population lymphocytaire transfert la tolérance a une autre.

1. L’importance de I’IL-10 et de I’ L-35 dans I’induction des Treg FoxP3

Comme nous I’avons vu précédemment in vitro I’'IL-10 permet d’induire une
population cellulaire immuno-suppressive a partir de T naifs humains ou murins ayant la
capacité d’inhiber la prolifération des Tconv. In vivo, chez la souris, cette population,
caractérisée par la sécrétion de quantités importantes d’IL-10, est capable de prévenir la
survenue d’une colite (Groux et al., 1997). Cette population présente des caractéristiques
phénotypiques communes avec les nTreg mais n’exprime pas le FoxP3 (Vieira et al., 2004).
Cette population a été nommée population Tr1.

Tres récemment, Vignali et al. ont identifié une autre sous population de iTreg qu’il
appelle iTreg35. En effet, ils montrent que I’1L-35 induit a la fois chez I’homme et la souris la
conversion périphérique de Tconv en Treg et que ces iTreg inhibent la prolifération cellulaire
grace a I'IL-35 et ce indépendemment de I’IL-10 ou du TGF-B. De plus, ces iTreg35
n’expriment pas FoxP3 (Collison et al., 2010).
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2. Treg induits FoxP3" et le TGFp

L’induction de Treg FoxP3™ a été montrée par [I’apparition de cellules T
CD4+CD25'FoxP3", chez un receveur lymphopénique ayant recu des cellules T CD4"CD25
FOXP3™ (Curotto de Lafaille et al., 2004). In vivo, I’induction de Treg FoxP3" est observée
dans différentes conditions expérimentales comme 1’administration orale (Coombes et al.,
2007) ou des situations inflammatoires chroniques (Curotto de Lafaille et al., 2008). Ces
conditions expérimentales ont en commun la faible intensité de niveau de stimulation du
signal TCR et/ou I’absence de signal de costimulation.

Les travaux expérimentaux menés in vitro et in vivo ont montré le réle indispensable
de la stimulation antigénique TCR, de la co-stimualtion par le CD28 et la présence du TGFf
pour I’induction de Treg FoxP3" (Chen et al., 2003). L’importance de TGF-B dans 1’induction
des Treg et dans leur production cytokinique a conduit a isoler cette population comme une
population régulatrice distincte Th-3. Pour autant, d’authentiques Treg FoxP3" peuvent étre
induits indépendamment du TGF-B (Schallenberg et al., 2010) ce pourquoi nous préférons
nommer la population lymphocytaire T régulatrice induite FoxP3" : iTreg FoxP3".

Une fois induits, les iTreg FOXP3" ne peuvent survivre en 1’absence d’IL-2 (Curotto
de Lafaille et al., 2004). Les iTreg FoxP3"et nTreg sont donc trés proches phénotypiquement
méme si le profil transcriptionnel de ces cellules est différent (Hill et al., 2007). Cette
distinction pourrait étre facilitée par I’identification récente d’Helios, un facteur de
transcription de la famille Ikaros, qui serait exprimé exclusivement par les nTreg et non par
les Treg induits in vitro (Thornton et al., 2010). En plus de leur phénopyte iTreg FoxP3 et
nTreg différent par leur propriétés.

A la différence des nTreg les iTreg FoxP3'seraient moins immunossuppresseurs et
auraient un répertoire moins autoréactifs (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). En
particulier D’expression de FoxP3 est instable chez les Treg induits du fait d’une
démethylation incompléte de la région TSDR (Treg-cell specific Demethylated Region) du
géne foxp3. Ceci conduit & une perte de 1’expression de Foxp3 en cas de re-stimulation de ces
cellules en absence de TGF-B ou de transfert de ces cellules a des souris lymphopéniques
(Baron et al., 2007). Enfin des travaux récents suggerent que les nTreg a la différence des
iTreg sont dépendant du TNF-a pour leur fonction suppressive in vivo (Housley et al., 2011).
Il existe des relations étroites entre nTreg et iTreg FoxP3" puisque ces derniers peuvent étre
induits par les nTreg (Andersson et al., 2008) selon le principe de tolérance infectieuse décrit

précédemment.
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Pour conclure ce paragraphe il faut souligner, comme nous I’avons vu plus haut, la
« plasticité » des iTreg qui peuvent a tout moment, selon leur environnement, retourner a
I’état Tconv rendant leurs propriétés immunosuppressives in vivo moins évidente qu’in vitro.
Ainsi les nTreg restent a ce jour les « spécialistes » du maintien de la tolérance périphérique

car ils ont été congus pour en étre les gardiens.

3. L’importance des DC dans ’induction des Treg

Les DC jouent un rdle clef dans 1’induction des Treg outre le fait que les DC soient
capables de migrer dans le thymus et de participer a la maturation des nTreg (Bonasio et al.,
2006)(cf ci apres).

Les DC pour activer les Tconv doivent étre matures. Le passage a la maturation
implique des signaux de « danger » comme les PAMPS ou DAMBS reconnu par les TLR ou
NLR (NOD like receptor). Cette maturation permet & la DC de sur-exprimer le CMH-1I mais
aussi les molécules de co-stimulation comme CD40, CD80, CD86, OX40L et ICOSL
(inducible T cell co-stimulator ligand) et la production de cytokines pro-inflammatoires telles
que 'IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 et IL-18 (Banchereau et al., 2000). L’ensemble de cette
maturation conduit aux 3 signaux indispensables a 1’activation des Tconv : (1) Activation
TCR (CMH Il + peptide) ; (2) signaux de costimulation ; (3) les cytokines. C’est le défaut du
2™ ou 3°™ signal qui induirait les Treg.

Le récepteur DEC 205 est un récepteur spécifique des DC. Le couplage d’un antigene
a un Ac monoclonal anti DEC 205 permet in vivo le ciblage spécifique des DC et la
présentation de I’antigéne couplé sans activer la DC. Ces expériences ont été menées avec de
I’antigéne ovalbumine et ont montré une induction de la tolérance pour cette antigéne
secondaire a I’induction de iTreg (Bonifaz et al., 2002).

La tolérance peut étre aussi induite comme nous I’avons vu in vivo par
I’administration orale d’antigéne qui induit des iTreg dans la lamina propria du tube digestif
(Siddiqui and Powrie, 2008). Du tube digestif ces iTreg sont capables de migrer dans les
ganglions mésentériques grace a I’intégrine CCR7. De la méme fagon que le tube digestif,
d’autres tissus expos€s aux antigeénes environnementaux sont le siege de 1’induction d’iTreg
comme le poumon (Bakocevic et al., 2010) ou la peau (Guilliams et al., 2010). A I’état
physiologique, 1’acide rétinoique (peau, tube digestif) (Rimoldi et al., 2005), la vitamine D3
(peau) (Mora et al., 2008), et le TGFB (poumon) (Li et al., 2008a) ont un réle déterminant

dans I’induction des iTreg.
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Dans des situations pathologiques comme les infections ou le cancer, I’agent
pathogéne ou la tumeur sont capables d’induire des iTreg grace a I’intermédiaire des DC

(pour revue (Maldonado et al., 2010)).

L’ensemble de ces données montre I’importance des DC dans la formation des iTreg et nous

allons voir quels mécanismes sont impliqués.

Nous avons vu I’importance de I’IL-10 dans I’induction des iTreg et dans les
propriétés immunosuppressives des Treg. Les DC tolérogenes produisent de I’IL-10 (Akbari
et al.,, 2001). IL-10 qui elle-méme peut étre produite par les iTreg jouant ainsi une réelle
boucle d’amplification (Scott-Browne et al., 2007).

L’importance de la production du TGFp par les DC dans I’induction des iTreg reste

débattue(Travis et al., 2007).

D’autres molécules impliquées dans I’induction des iTreg sont exprimées par les DC.
L’immunoglobulin-like transcript receptors (ILT), exprimés ala surface des DC sont
impliqués dans la genése de iTreg (Gregori et al., 2010). PD-L1 et 2 (programmed death
ligand) sont exprimés a la surface des DC et contribuent a la formation des iTreg (Keir et al.,
2007).

Enfin les DC produisent IDO une enzyme régulant 1’abondance du tryptophane et du
monoxyde de carbone (CO) dans I’environnement cellulaire. La production d’IDO diminue la
concentration de ces 2 paramétres compromet la survie des Tconv et favorise 1’induction des
Treg (Curti et al., 2009).

B. Ontogénie des Treg dans le compartiment central thymique : les Treg naturels

A I’opposé des Treg induits se trouvent les Treg naturels qui naissent dans le thymus en

sortant pleinement fonctionnels.
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1. L’origine thymique des Treg

Comme nous I’avons vu, la thymectomie dans les 3 premiers jours de la vie
s’accompagne de manifestations auto-immunes létales, ce qui suggere I’origine thymique des
cellules T régulatrices (Nishizuka and Sakakura, 1969). Des preuves plus directes de 1’origine
thymique des Treg et de leur persistance en périphérie ont été apportées par les expériences de
transfert de cellules thymiques ou T périphériques dépourvues de CD4°CD25" a ces souris
immunodéficiences. Dans ces expériences les souris receveuses presentent des manifestations
auto-immunes Iétales, alors que le transfert des ces cellules T de CD4'CD25" les préviennent
(Itoh et al., 1999; Sakaguchi et al., 1995). Effectivement, il sera montré ultérieurement que les
cellules T CD4+CD25'FoxP3* sont détectables en périphérie & partir du 3°™ jour de vie
(Fontenot et al., 2005a; Lahl et al., 2007) en accord avec les resultats expérimentaux de

thymectomie dans les 3 premiers jours de vie.

2. Les nTreg sont-ils issus du cortex ou de la médullaire thymique ?

En 2005, I’équipe de Rudensky développe un modéle murin de souris Knock in FoxP3
GFP, permettant de suivre 1’apparition des Treg FoXP3 dans les tissus gréace la signalisation
des cellules FoxP3" par une protéine a la fluorescence verte (Fontenot et al., 2005a). Ce
modeéle va permettre de montrer que I’appartion de FoxP3 a principalement lieu du
compartiments des thymocytes CD4" simple positif par opposition aux cellules plus
immatures double positives CD4"CD8". Ce type d’approche va permettre de mieux apprécier
le lieu de naissance dans le thymus des nTreg, méme si comme nous allons le voire la
question n’est pas encore a ce jour résolue.

Plusieurs travaux suggerent que c’est dans la médullaire thymique que 1’ontogénie des
nTreg a lieu (Jordan et al., 2001). En particulier un travail récent souligne 1I’importance de
AIRE dans la genése des nTreg dans la médullaire thymique. Dans ces travaux, les auteurs
observent une diminution significative des nTreg au contact des cellules médullaire thymique
CMH-II négative alors qu’a I’inverse, un grand nombre de nTreg est présent au contact des
cellules CMH-11 positive (Aschenbrenner et al., 2007).

De plus, il a recemment été montré que TSLP (thymic stromal-derived lymphopoietin)
produit dans la région médullaire thymique est déterminant pour le développement des nTreg
(Jiang et al., 2006).

Cependant, des travaux montrent que la médullaire thymique n’est pas indispensable

au développement des nTreg. Dans ses travaux Rudensky et al. montrent en effet que
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I’expression du CMH-II restreinte uniquement aux cellules épithéliales thymiques corticales
ou le blocage des signaux pour la migration des thymocytes corticaux vers la médullaire ne
s’accompagne pas d’une baisse de la production de nTreg.

A cet égard, il faut souligner que chez I’homme, il existe dans le cortex thymique une
structure anatomique particuliere nommeée : les corpuscules de Hassall. Ceux-ci ont en
particulier un réle dans 1’élimination des thymocytes apoptotiques. Récemment, il a été
montré que ces structures étaient aussi capables de produire TSLP et de fait induisaient la
différenciation des nTreg en activant les DC thymiques (Watanabe et al., 2005). Cependant, si
le cortex thymique peut a lui seul générer des nTreg, comment est-il capable de présenter
I’immense diversité antigénique dépendante de AIRE indispensable a la génération des nTreg
puisque AIRE est principalement exprimé par les cellules épithéliale médullaire ?

Cette question a été en partie résolue par 1’observation de DC thymique circulantes de
la médullaire thymique, ou régne un renouvellement cellulaire trés important. La mobilité de
ces DC thymiques leur permet de présenter des antigenes « medullaires » (sous la dépendance
d’AIRE) dans le cortex thymique (Gray et al., 2007).

Ainsi, a la fois la médullaire lieu de sélection négative (élimination des lymphocytes
autoréactifs) et le cortex thymique (lieu de la sélection positive) semblent capables isolément

de donner naissance aux nTreg. Le r6le de chacun reste donc encore a définir.

3. A guel stade débute la difféerenciation Treg ?

La question concernant le moment de I’engagement dans la voie de différenciation
nTreg reste encore sans réponse. La différenciation est-elle déja engagée avant toute
stimulation du TCR ou est-elle sous la dépendance de I’intensité et/ou de la qualité du signal
TCR?

En tant que T, le développement des nTreg comme celui des Tconv est soumis a la
reconnaissance du complexe CMH-peptide, par le TCR. A ce titre Caton et al. ont montré que
les Treg sont sélectionnés selon leur forte affinité vis-a-vis de leur antigene cognitif (Simons
et al., 2010). La fenétre de sélection des Treg se trouverait entre la sélection positive en
Tconv, et la délétion clonale (Jordan et al., 2001). Les travaux menés chez les souris double
tansgeniques: TCR spécifique de 1’antigéne A dont I’expression transgénique de I’antigéne A
est ubiquitaire ou sous la dépendance d’un promoteur tissu spécifique (souris appelée TCR-A

x A) ont renforcé cette hypothese. En effet, la présence spécifique de I’antigéne A dans le

79



thymus, chez une souris transgenique exprimant un TCR spécifique de A, entraine une
apparition accrue de Treg CD25" anti-A (D'Cruz and Klein, 2005). De méme I’injection
intrathymique de lentivirus codant pour HA dans des souris TCR-HA augmente la sélection
des Treg (Marodon et al., 2006).

Si la forte affinité TCR-CMH-peptide est déterminante pour la différenciation nTreg,
alors le répertoire nTreg doit étre particulierement orienté vers une gamme d’antigénes du Soi.
Ceci a été suggéré par I’expérience suivante. Des Tconv sont transduits avec différentes
chaines o de TCR provenant de Treg ou de Tconv. Si le TCR provient d’un Treg, la cellule
transduite prolifére fortement in vivo et induit une auto-immunité, ce qui n’est pas le cas si le
nouveau TCR provient d’un Tconv (Hsieh et al., 2006). Cependant, le biais auto-réactif du
répertoire nTreg est remise en cause. Des travaux réalisés chez la souris ou la chaine B du
TCR eétait fixee, alors que la chaine o pouvait étre librement réarrangée, ont montré qu’il
n’existait pas de différence de répertoire entre nTreg et Tconv (Pacholczyk et al., 2006). De
méme ’analyse de la spécificité antigénique d’une centaine de TCR différents de nTreg et
Tconv ne montre pas de différence notable et en particulier de biais autoréactif du répertoire
nTreg (Pacholczyk et al., 2007). Effectivement, il a pu étre montré que les Treg étaient
capables de reconnaitre un large répertoire d’antigénes infectieux (Pacholczyk et al., 2007).

Si a ce jour les différences précises de répertoire entre nTreg en Tconv restent encore a
préciser les données récentes sus-citées remettent en cause le répertoire auto-réactif des nTreg
et donc indirectement leur ontogénie « TCR induite ».

Effectivement, en montrant, dans un modéle double transgénique, qu’en nombre
absolu, il n’y a pas plus de Treg générés en présence de leur antigéne spécifique qu’en
absence de celui-ci, Diane Mattis suggere que la sélection positive ne serait pas augmentée
par la reconnaissance spécifique de I’antigéne cognitif dans le thymus. Elle pense plutot que
les Treg échapperaient a la sélection négative, contrairement aux Tconv (van Santen et al.,
2004). Dans ce sens, des données montrent que les nTreg sont résistants aux signaux
apoptotiques en particulier grace a I’expression du GITR (Tuovinen et al., 2008) ou a
I’expression de Be-12. Dans le méme ordre d’idée, d’autres travaux montrent une diminution
de facteur pro-apoptotique comme Bim dans les Treg thymiques (Pandiyan et Lenardo, 2008).
Ainsi, ces résultats suggérent que la différenciation nTreg existerait en amont du signal TCR.
Ce postulat est renforcé par des travaux récents suggérant que la différentiation nTreg est
engagée en amont de I’activation du signal TCR et qu’une stimulation faible du TCR suffit
pour la survie des nTreg dans le thymus (Pennington et al., 2006; van Santen et al., 2004).

L’ensemble de ces données plaide pour un engagement dans la différenciation nTreg en
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amont du signal TCR. Pour autant, ce signal reste indispensable a la différenciation TCR.
(Pennington et al., 2006).

4. Le r6le du TCR dans la différenciation Treg

Que l’induction de signaux TCR soit déterminante ou non pour la décision
d’engagement dans la voie de différenciation en nTreg, il n’en reste pas moins que cette voie
de signalisation est indispensable a la genéese des nTreg. En effet, le TCR est composé de 2
polypeptides (chaines a et B) exprimés dés le stade double positif. Seul, le TCR est incapable
de transmettre des signaux intracellulaires aprés son activation extracellulaire. C’est le
complexe CD3 qui a cette fonction. Ce complexe CD3 est composé de 4 chaines (g,y,5,0)
ayant chacune des motifs ITAM (immunotyrosine activation motifs) capables d’étre
phosphorylés afin de recruter des molécules nécessaires a la signalisation d’aval. Sans ces
motifs ITAM, on observe une perte de la sélection négative des T autoréactifs. Pour autant, le
role des domaines ITAM dans 1’ontogénie des nTreg reste a préciser (Holst et al., 2008). En
plus I’importance de la signalisation par le CD3 et les domaines ITAM des différentes chaines
du complexe d’autres molécules de signalisation d’aval comme LAT, ZAP 70, sont
impliquées dans 1’ontogénie (Zhang et al., 1998; Koonpaew et al., 2006) puisque leur
inhibition abroge la production de Treg.

5. Molécules de co-timulation et STAT-5 au cours de ’ontogénie des Treg

Les signaux de co-stimulation jouent aussi un role déterminant dans le développement
des nTreg. En particulier la délétion du CD28 et/ou de son ligand CD80/86 s’accompagne
d’une diminution drastique du nombre de nTreg (Salomon et al., 2000; Tang et al., 2003).

Comme nous le verrons utlérieurement, 1I’IL-2 est déterminante pour la survie des
Treg. Dans le thymus, I’absence d’IL-2 ou la délétion de son récepteur s’accompagne d’une
réduction du nombre de nTreg soulignant ainsi I’importance de I’IL-2 et de la voie de
signalisation d’aval STAT-5 dans 1’ontogénie (Burchill et al., 2007; D'Cruz and Klein, 2005).

Cependant, dans ces travaux la production de nTreg n’est diminuée que de 50%. Ce
déficit est modéré car il existe une redondance du signal induit par une autre cytokine dite
«yc », 'IL-15, qui se fixe, comme I’IL-2, au dimére CD122-CD132 (respectivement les
chaines B et y du récepteur a I’'IL-2) (Pandiyan and Lenardo, 2008). Chez les souris invalidées
pour le geéne de la chaine B du récepteur a I’IL-2 (CD1227), on ne retrouve que trés peu de
Treg dans le thymus (Malek et al., 2002). De plus, les souris déficientes a la fois pour I’IL-2
et I’IL-15 ont un déficit complet en Treg (Vang et al., 2008). L’activation de la voie induite
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par la signalisation par CD122-CD132 induit la phosphorylation du facteur de transcription
STAT-5. De fait, les souris STAT-5b"" présentent un déficit complet en Treg a la périphérie
(Yao et al., 2007), alors que ’expression forcée de STAT-5 dans les souris CD1227 restaure
I’expression de FoxP3 et un nombre normal de Treg (Burchill et al., 2007). En effet, la
fixation de STAT-5 sur le promoteur du gene foxp3 est indispensable a sa transcription.

En se fondant sur ces travaux, il a été proposé une théorie ou le développement des
Treg aurait lieu en 2 étapes, la reconnaissance de peptide de haute affinité par le TCR
induirait une augmentation de I’expression du CD25 permettant le sauvetage de ces cellules
par I’intermédiaire de ’activation de STATS. En se fixant, I’IL-2 induit la phosphorylation de
STAT-5 permettant ainsi la poursuite de la différenciation nTreg en activant FoxP3 (Lio and
Hsieh, 2008).

En plus de I'IL-2 et I’IL-15, le TGFP semble jouer aussi un role déterminant dans
I’ontogénie nTreg. En effet la délétion du TGFp récepteur 1 s’accompagne d’une réduction
importante des nTreg thymiques entre le 3 et 5°™ jour de vie. Cependant, cette diminution

n’est que transitoire car elle est rapidement compensée par une augmentation de I’IL-2. Mais

I’absence combinée d’IL-2 et de TGFP s’accompagne d’une absence de nTreg (Liu et al.,
2008).
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4° PARTIE. LES LYMPHOCYTES TREGULATEURS :

FONCTIONS et HOMEOSTASIE

Dans la précédente partie nous avons défini ce qu’étaient les Treg (nTreg et iTreg), leurs
caractéristiques, leur ontogeénie et leurs modes d’action. Dans cette partie nous allons aborder
leurs fonctions physiologiques et comment celles-ci se mettent en place dans le systeme

immunitaire.

. Les fonctions régulatrices des Treg

Les lymphocytes T régulateurs tirent leur nom de leur fonction. Ils régulent les réponses

immunitaires adaptatives.

A. Régulation de ’auto-immunité a I’état basal:

La premieére expérience a réaliser pour définir I’importance d’un élément dans un
organisme a 1’état d’équilibre est d’observer 1’effet de son ablation. Comme nous 1’avons vu
précédemment, 1’absence de Treg chez la souris scurfy (présentant une mutation invalidante
pour FoxP3) ou thymectomisée en période néonatale, s’accompagne d’un syndrome auto-
immun létal touchant plusieurs organes (Brunkow et al., 2001). De méme, chez I’enfant
souffrant d’un déficit congénital en Treg secondaire a une mutation sur le géne FOXP3, il
apparait la encore des manifestations auto-immunes létales associant une colite, une
dermatite, un diabete insulino-dependant, une thyroidite, et une anémie hémolytique (Bennett
etal., 2001).

Il faut souligner que dans ces “mod¢les” tous les organes ne sont pas la cible d’attaques
auto-immunes. Cependant le transfert de Tconv de souris scurfy a des souris
immunodéprimées RAG™ s’accompagne d’un plus grand nombre d’atteinte tissulaires
notamment musculaire (Sharma et al., 2007). Ce résultat montre que les Treg contrblent un
trés large répertoire de T auto-réactifs et que les différences observées dans les expériences

précédentes sont liées aux conditions expérimentales.
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Ces modeles ont comme limite un déficit congenital en Treg dans un systeme
immunitaire “immature”. Il a notamment été proposé que 1’auto-immunité de ces souris était
plutét dlde a la prolifération homeostatique des Tconv qu’ un défaut de régulation a
I’homéostasie (Chang et al., 2008).

La déplétion compléte des Treg a 1’age adulte ne peut étre observeée qu’au cours de

modéles expérimentaux animaux. Chez la souris FoxP3°™

(Diphtheria Toxin Receptor, pour
récepteur de la toxine diphtérique) toutes les cellules FoxP3", donc toutes les cellules a
potentiel régulateur, expriment le récepteur a la toxine diphtérique. Ainsi 1’injection de cette
drogue provoque une déplétion spécifique et compléte des Treg (Kim et al., 2007). Dés 48h
apres le traitement, on constate déja une suractivation des Tconv. Les manifestations auto-
immunes sont mémes plus graves chez la souris adulte. L’hypothése proposée par les auteurs
est que le compartiment T est plus développé a 1’age adulte que chez le souriceau nouveau-ng,
ce qui implique plus de lymphocytes T auto-réactifs. Cet effet est bien di a un défaut de
régulation par les Treg naturels et non a une toxicité tissulaire de la toxine diphtérique puisque
I’injection de Treg de souris WT prévient I’apparition du syndrome auto-immun (Kim et al.,
2009).

Etant donné que les Treg dépendent de I’IL-2 pour leur survie, la neutralisation de
I’IL-2 par un anticorps neutralisant réduit spécifiquement le nombre de Treg chez des souris
sauvages. Ces expériences menées chez la souris ont pour conséquence 1’apparition de
symptdmes d’auto-immunité dans les trois mois suivant le traitement (Setoguchi et al., 2005).

Dans des situations expérimentales « plus physiologiques » de modeles spontanés
(modéle de diabéte : Souris NOD, modele de lupus : Souris NZW) ou provoquées de maladies
auto-immunes (Modeles de sclérose en plaques : Encépalite expérimentale auto-immune ou
de modéle de polyarthrite rhumathoide d’arthrite a collagene), il a aussi été montre le role
central des Treg. Dans ces modeles la déplétion en Treg aggrave la maladie auto-immune et le
transfert en Treg en diminue la sévérité (Sakaguchi et al., 1995; Frey et al., 2005 ; Szanya et
al., 2002; Salomon et al., 2000). De méme chez 1’homme, il a pu étre montré qu’un déficit
quantitatif Treg ou qualitatif en Treg était observé dans de nombreuses pathologies auto-
immunes comme le Lupus (Zhang et al., 2008), le syndrome de Guillain Barré (Chi et al.,

2007) ou la sclérose en plaque (Viglietta et al., 2004).
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B. Régulation de I’allo-immunité et la tolérance foeto maternelle

1. Le controle de allo-réactivité

En plus de contréler les réponses auto-immunes, les Treg jouent un réle majeur dans la
tolérance aux allo-antigénes. Cette notion a deéja été abordée précédemment au cours de la
description du concept de la tolérance infectieuse. Nous rappelons que la tolérance induite des
animaux de fond génétique A, pour une greffe B permet aussi d’accepter une greffe issue
d’animaux de fond génétique B x C (Qin et al., 1993). Ces mécanismes de tolérance
impliquent les Treg.

En effet in vitro, les Treg alloréactifs, obtenus par culture avec des CPA allogéniques
ou présentant des allo-antigénes, sont capables d’inhiber la prolifération de Tconv
allogéniques (Taylor et al., 2001; Trenado et al., 2003). De plus le transfert de Treg allo-
specifiques permet de prévenir la maladie du greffon contre I’héte induite par la greffe de
cellules souches hématopoiétiques allogéniques.

En pratique clinique, ces observations ont permis d’envisager I’utilisation de Treg
pour prévenir la GVH (maladie du greffon contre 1’héte) dans les protocoles d’allogreffe de
moelle osseuse de patients leucémiques. Le premier essai de thérapie cellulaire avec des Treg
(NCT00602693) vient d’étre réalisé permettant effectivement de réduire 1’incidence de la
GVH (Brunstein et al., 2011). Ce type d’approche est aussi envisagé en transplantation

d’organe solide afin de prévenir le rejet.

2. Le contréle de la semi-alloréactivité: la tolérance foeto-maternelle

La grossesse est aussi une situation ou le systéme immunitaire de 1’hOte, la mere, est
amene a tolérer des antigénes du non soi. Si a la différence d’une allogreffe certains antigénes
maternels sont présents dans le feetus, les autres antigenes feetaux sont étrangers (paternels)
créant une situation de « greffe semi-allogénique » comme en témoigne la présence de
lymphocytes T « anti-feetus » (Aluvihare et al., 2004). 1l était de fait Iégitime pour les
immunologistes de s’intéresser au role des Treg dans cette situation particuliere.

L’importance du role des Treg a été montrée chez la souris gestante ou 1’on observe
que 1’élimination des Treg s’accompagne d’un taux anormalement élevé d’avortement de
feetus semi-allogéniques (Darrasse-Jeze et al., 2006). Effectivement chez I’homme et la
souris, les Treg sont retrouvés en nombre croissant dans la membrane utérine (déciduale),

pendant les deux premiers trimestres de grossesse (Heikkinen et al., 2004) et leur nombre
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dans le sang décroit rapidement apreés I’accouchement (Darrasse-Jeze et al., 2006; Somerset et
al., 2004). 11 est intéressant de souligner que chez I’homme, on note un faible nombre de Treg
dans les tissus foetaux avortés de fagcon spontanée, par rapport au nombre retrouvé dans les
tissus avortés de facon provoquée (Sasaki et al., 2004). Pour autant, il existe d’autres
mécanismes de tolérance materno-foetale que les Treg puisque leur déplétion ne
s’accompagne pas de stérilité. La tolérance s’établit aussi (Tafuri et al., 1995), grace a une
variété de défenses non spécifiques présentes a la surface du trophoblaste (comme Fas-L,
HLA-G, etc... (Kanellopoulos-Langevin et al., 2003).

C. Régulation des réactions allergiques

L’étude du phénotype IPEX a non seulement montré des manifestations auto-immunes
mais aussi allergiques soulignant ainsi leur role dans le contrble des mécanismes allergiques.
Les meécanismes allergiques et en particulier la maladie asthmatique sont une réaction
hypersenbilité de Type 1 impliquant un engagement Th2 mais aussi Th-9 (Veldhoen et al.,
2008; Vock et al., 2010). Au cours de I’allergie, il existe une production anormale d’IgE
specifiques se fixant sur les polynucléaires basophiles et les mastocytaires responsable des
manifestations cliniques allergiques par I'intermédiare de médiateurs de I’inflammation
(Histamine, prostaglandine, leucotrienes).

Dans des modéles expérimentaux d’asthme, il a pu étre montré que la maladie était
contrélée par le transfert de Treg (Kearley et al., 2008; McGee et al., 2009). Les Treg
contrélent les manifestations allergiques notamment en inhibant la synthése d’IgE spécifiques
(Curotto de Lafaille et al., 2001). L’ensemble de ces données souligne le role des Treg dans

les manifestations allergiques.

D. Régulation des réponses anti-infectieuses

Les Treg contrélent la réponse immunitaire et a ce titre ils peuvent participer a la fin ou
I’entretien d’une réponse immunitaire anti-infectieuse. On percoit donc immédiatement que
cette arme & «double tranchant» peut étre bénéfique ou néfaste selon les conditions

physiopathologiques.
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1. Le bénéfice des Treg au cours des réponses anti-infectieuses

En effet I’inflammation, bien que nécessaire a 1’élimination de I’agent pathogéne, peut
étre a elle seule délétére si elle n’est pas contrblée et ce particulierement dans des sites
« fragiles ». C’est alors que les Treg peuvent jouer un réle déterminant.

Des travaux expérimentaux chez la souris ont montré que les infections oculaires
virales par le virus HSV-1 s’accompagnaient de 1ésions d’autant plus sévéres que les Treg
étaient éliminés et qu’a I’inverse 1’injection de Treg en limitait le nombre (Suvas et al., 2004).
De méme la déplétion en Treg au cours d’infections vaginales par le virus HSV-1 est
responsable de la mort de 1’animal (Lund et al., 2008). Chez la souris, I’infection léthale par
Toxoplasma gondii est associée une forte diminution IL-2 dépendante du nombre de Treg
dans le ganglion drainant (Oldenhove et al., 2009). L’injection d’IL-2 exogéne rétablit un
nombre normal de Treg, diminue I’inflammation et prévient de la mort de I’animal. Enfin, les
Treg seraient bénéfiques dans le maintien de la mémoire immunitaire anti-infectieuse en
empéchant notamment 1’¢limination totale du parasite Leishmania Major, permettant ainsi la
persistance de ’antigéne a la périphérie et I’entretien d’'une mémoire spécifique, protégeant

ainsi contre une éventuelle réinfection (Belkaid et al., 2002).

2. Le role néfaste des Treg au cours des réponses anti-infectieuses

Dans d’autres cas, les Treg favorisent la sévérité de D’infection ou empéche
Iélimination du pathogéne.
Ce type d’effet délétere peut étre observeé au cours de I’infection par le plasmodium ou les
Treg, en diminuant la réponse Thl antiparasitaire, limitent son élimination (Walther et al.,
2005). Chez la souris, I’élimination preventive des Treg s’accompagne d’une baisse drastique
du nombre de colonies de Mycobacterium tuberculosis aprés inhalation d’un inoculum
bactérien (Scott-Browne et al., 2007). De méme, les Treg peuvent favoriser le passage a la
chronicité des infections virales de 1’hépatite B ou C (Belkaid and Tarbell, 2009; Dolganiuc
and Szabo, 2008).
Ainsi, les effets des Treg au cours des infections sont ambigus et comme cela est bien illustré
au cours de I’infection par le VIH. Les Treg inhibent les réponses anti-HIV, ce qui favorise
I’expansion du virus (Aandahl et al., 2004; Eggena et al., 2005). Mais en limitant cette
activation, 1ils évitent [’épuisement du systéme immunitaire et 1’exacerbation de

I’inflammation (Kinter et al., 2004).
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Dans ce chapitre, il est nécessaire d’aborder les implications de ces phénoménes sur la
réponse immunitaire contre les particules virales utilisées dans les stratégies vaccinales. Les
effets déléteres peuvent aussi étre observés au cours de la vaccination. Un travail récent
étudiant la réponse post-vaccinale contre le Human Papilloma Virus (Gardasil) a montré que
I’élévation du taux de Treg était significativement corrélée au taux d’échec (Welters et al.,
2010).

E. Régulation des réponses anti-tumorales

La cellule tumorale maligne est issue d’une cellule du soi qui acquiert a la faveur
d’événements oncogeénes des propriétés cancéreuses (immortalité, absence de régulation de
prolifération, perte d’inhibition de contact...). Ces nouvelles propriétés tumorales reposent
sur un arsenal des protéines variantes (antigénes tumoraux) n’appartenant plus au Soi.
Comment concevoir alors la propagation d’un cancer sans évoquer la “complicité” des
mécanismes de tolérance périphérique et donc des Treg ?

Effectivement, la déplétion des Treg juste avant I’implantation de cellules tumorales,
permet d’en limiter la croissance et méme d’induire leur rejet (Onizuka et al., 1999). A
I’inverse, 1’injection de Treg spécifiques d’antigénes tumoraux accélere la croissance des
tumeurs et 1’apparition de métastases (Nishikawa et al., 2005).

En effet, la croissance tumorale s’accompagne d’une accumulation intra-tumorale de
Treg, et dans les ganglions drainants et le sang, chez la souris (Darrasse-Jeze et al., 2009a) et
I’homme (Wolf et al., 2003). Cette accumulation de Treg limite ainsi 1’élimination par les T
anti-tumoraux des cellules cancéreuses. De plus, il existe une corrélation négative entre le
pourcentage de Treg intra tumoraux et la survie des patients (Hiraoka et al., 2006). Les Treg
seraient attirés par la tumeur sous la dépendance de chimiokine telles que CCL22 (Curiel et
al., 2004) et CCL5 (Tan et al., 2009) ou ils exerceraient des mécanismes d’inhibition via I’IL-
10, le TGF-B (Erdman et al., 2005; Yu et al., 2005b) ou IDO (Witkiewicz et al., 2008).

Cependant pourquoi les Tconv anti-tumoraux sont ils incapables d’éradiquer la tumeur
avant méme que des mécanismes de tolérance ne se mettent en place ?

Des travaux recents proposent que la compétition de la tolérance versus 1’élimination
tumorale se jouerait dans les tous premiers jours du développement tumoral. Dans cette
course, les Treg auraient 1’avantage de leur biais de répertoire auto-réactifs. En effet,
I’important partage antigénique entre les antigénes tumoraux et du soi favoriserait la division

et I’activation précoce des Treg «activés-mémoires » pour permettre 1’établissement de
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I’immunité anti-tumorale avant que la réponse effectrice mettant en jeu des Tconv au
répertoire moins auto-réactif ne puisse se monter (Darrasse-Jeze et al., 2009a). Pour autant,
I’effet de déplétion en Treg sur la croissance tumorale est variable selon la lignée murine et
tumorale avec des résultats souvent partiels. Ces données soulignent que si les Treg jouent un
réle important dans la croissance tumorale, il existe aussi de nombreux autres mécanismes

immuns impliqués dans la tolérance tumorale (pour revue (Du and Wang, 2011)).

1. Treg et homéostasie : « I’auto-immune surveillance »

Aprés avoir décrit les grandes fonctions des Treg et leurs implications en situation
pathologique, nous allons décrire les Treg dans un organisme a 1’état physiologique et
montrer comment ceux-ci exercent en permanence une veille immunitaire pour prévenir la
survenue de manifestations auto-immunes en particulier. Pour cela nous allons aborder, pas a

pas, le devenir d’un Treg a sa sortie du thymus jusque dans les tissus pérpiphériques.

A. Treg a la sortie du thymus

Les Treg humains issus de sang de cordon sont remarquablement homogénes dans leur
phénotype. Ils expriment de facon trés majoritaire les marqueurs des T naifs
(CD45RA'CD62L"CCRT7") (Fritzsching et al., 2006a; Seddiki et al., 2006b). Comme nous le
verrons ultérieurement cette population est le reflet de la grande homogéniété phénotypique
des Treg émergents du thymus. Cette observation contraste avec la trés grande diversité
phénotypique des Treg observée dans un organisme immunologiquement mature (Miyara et
al., 2009). Ce contraste est le reflet des differents évenements impliqués dans la « veille
immunologique » que les Treg exercent en permanence. Nous allons voir comment la
reconnaissance spécifique d’Ag par les Treg (activation TCR) au cours de
immunosurveillance des nTreg a 1’état physiologique conduit a la génése d’une trés grande
variété de sous populations Treg ayant des fonctions, des phénotypes et des sites de

résidence tres différents.

B. L ‘importance du CD62L et CCR7 pour I’entrée dans le ganglion

Comme n’importe quels T, les Treg exercent leur fonction aprés la reconnaissance
spécifique de leur antigéne cognitif par leur TCR. Cette reconnaissance a lieu initialement

dans les ganglions. A ce titre, les intégrines permettant 1’adressage ganglionnaire ont un role
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capital comme en témoigne la forte expression de ces molécules sur le Treg fraichement sortis
du thymus.

L’integrine CD62L (L-Selectine) est une molécule cruciale pour la migration
lymphocytaire T dans les organes lymphoides secondaires. Elle permet leur entrée dans les
ganglions lymphatiques. Les souris L-Sélectine KO (CD62L™) ont éffectivement une
diminution drastique du nombre de nTreg comparée aux souris sauvages (Venturi et al., 2007)
ce qui témoigne de I’importance de 1’adressage et donc indirectement de 1’activation
ganglionnaire pour la survie des Treg. De plus, le transfert adoptif de nTreg CD62L™" est
plus efficace pour prévenir la survenue d’une réaction allogénique comme la GVH (Szanya et
al., 2002) ou autoimmune comme le diabéte que le transfert d’une population TregCD62L ™"
(Ermann et al., 2005). De méme, le CCR7 récepteur des chimiokines CCL19 et CCL21,
permettant aussi 1’adressage ganglionnaire est aussi déterminant pour les fonctions
régulatrices. Sans ce récepteur, les nTreg sont incapables de prévenir la survenue d’une colite
(Schneider et al., 2007) ou le rejet d’un greffon d’il6ts pancréatiques (Zhang et al., 2009).

Apres activation, certains Treg perdent I’expression de CCR7 et acquiérent celle de
CXCRS, ce qui leur permet de migrer vers les follicules B et d’inhiber I’initiation du help des
Tconv sur les B dans les centres germinatifs (Lim et al., 2004). Cette inhibition de la réponse
immune a I’endroit méme ou elle se déclenche est indispensable dans plusieurs modéles
d’auto-immunité, et notamment le diabéte (Tang et al., 2006) ou I’EAE (Korn et al., 2007b).
Si ces expériences soulignent le role des intégrines et récepteurs au chimiokines dans
I’adressage ganglionnaire des Treg, elles introduisent aussi une notion que nous aborderons
plus tard qui est 'importance de la colocalisation des Treg avec les Tconv, qu’ils sont
supposés inhiber.

Nous verrons ultérieurement I’importance des intégrines dans les fonctions Treg. Dans
le cas d’une maladie autoimmune évolutive, les Treg doivent exprimer les intégrines
permettant leurs migration dans le tissus cible de I’attaque autoimmune ou ils excercent leur
régulation. A I’inverse, au moment de I’initiation de la maladie auto-immune ce sont les Treg
CD62L™" qui préviennent sa progression en inhibant dans le ganglion la prolifération des

Tconv auto réactifs.
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C. L’ anergique des Treg

Une fois dans le ganglion les Treg peuvent étre amenés a rencontrer leurs antigénes
cognitifs présentés par une CPA et donc a s’activer comme n’importe quel T. Cependant les
conditions d’activation des Treg différent de celles des Tconv.

Les premiéres études sur le comportement des Treg ont été faites in vitro, et ont toutes
démontré que ces cellules étaient anergiques, ¢’est-a-dire qu’elles ne proliféraient pas suite a
une stimulation de leur TCR, a la différence des Tconv. Le plus souvent, cette stimulation
était faite par un anticorps anti-CD3. L’équipe de Shimon Sakaguchi est la premiére a mettre
en évidence que les Treg étaient anergiques (Takahashi et al., 1998), observation confirmée
ensuite dans de nombreuses autres études (Thornton et al. 1998; Kuniyasu et al., 2000;
Nakamura et al., 2001). Pour autant, cette anergie peut étre levée in vitro par 1’ajout d’IL-2
que les Treg sont incapables de produire (Takahashi et al., 1998; Bensinger et al., 2001).

De méme 1’adjonction de signaux de costimulations est aussi capable de provoquer la
division des Treg. Ceci peut étre réalisé au moyen anticorps anti-CD28 et d’anti-CD3 agoniste
(Nakamura et al., 2001; Takahashi et al., 1998) ou plus physiologiquement grace a 1’ajout de
DC au mileu de culture (Yamazaki et al., 2003). Ces observations soulignent I’'importance de
I’IL-2, qu’elle soit ajoutée aux cultures ou produite par d’autres cellules, pour permettre la
levée d’anergie des Treg. Nous reviendrons ultérieurement sur I’importance de 1’IL-2 dans

I’homéostasie des Treg.

En fait nous allons voir que les observations in vivo montrant une activation des Treg intense

contraste avec I’anergie observée in vitro.

D. Prolifération des Treg ganglionnaires a I’homéostasie in vivo

A 1’¢état basal, on observe dans les ganglions qu’il existe au moins 2 populations de
Treg. L’une activée, présentant a leur membrane des marqueurs activation comme le CD44™"
suggérant qu’ils ont déja rencontré leur antigéne cognitif (Lee et al., 2007; Huehn et al.,
2004), I’autre présentant un phénotype naif. De plus, cette distinction est corrélée a des
propriétés homéostatiques différentes. Les Treg activés ont un niveau de prolifération
supérieure (Min et al., 2007) aux Treg naifs.

Les expériences menées chez les animaux double transgéniques exprimant un TCR

transgénique spécifique ainsi que 1’antigéne cognitif a permis d’éclairer ce phénomene. Les
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Treg anti-HA ou anti-OVA transférés dans des souris exprimant HA ou OVA dans le
pancréas, proliféerent préférentiellement dans les ganglions pancréatiques, sans qu’il n’y ait
d’inflammation. Cette prolifération est comparable a celle des Tconv (Fisson et al., 2003,;
Walker et al., 2003). Les mémes observations ont été faites au cours d’expériences de
transfert de Treg dans des souris immunisées avec leur antigene cognitif en présence de CFA
ou avec des DC matures (Billiard et al., 2006; Klein et al., 2003; Yamazaki et al., 2003). La
prolifération des Treg est encore plus forte dans ces conditions, mais ceci est probablement d{
a la forte inflammation causée par I’immunisation.

Dans une situation plus physiologique chez la souris sauvage, des observations
soulignent 1’activation des Treg ganglionnaires a 1’état basal. En effet, 1’incorporation de
BrdU (un agent intercalant de I’ADN) chez des souris BALB/c non manipulées montre
qu’une fraction des Treg est en perpétuelle division et que cette fraction est caractérisée par
la forte expression du marqueur d’activation CD44 (Fisson et al., 2003). Ces Treg, dits « Treg
activés-mémoires » sont en division permanente du fait de leur auto-réactivité supposée
(Darrasse-Jeze et al., 2009a).

La prolifération d’une population Treg a 1’état homéostatique et donc 1’activation du
TCR des Treg a des consequences fonctionnelles capitales car, comme nous I’avons vu, sans
activation TCR, il n’existe pas de fonction suppressive.

Ainsi, I’ensemble de ces données suggérent qu’une population de Treg auto-réacitfs, a
I’état basal, reconnaissent spécifiquement des antigénes du soi et de fait contrdle de
potentielles réponses auto-immunes orchestrées par leur homologues Tconv auto-réactifs. La
démonstration de cette hypothése a été faite dans le chapitre précédent en montrant les
conséquences auto-immunes de la déplétion de Treg qui ne contrdlent plus les Tconv

autoréactifs présents a 1’état physiologique.

E. Treg naifs et mémoires

Les observations faites chez la souris de 1’activation permanante d’une population Treg a

conduit a la distinction de plusieurs sous populations Treg chez I’homme.

1. Les Treg naifs ou « au repos »
A Tétat basal, on observe chez I’homme, une population Treg
CD4'CD25'CD45RA'FOXP3™™® qui, parce qu’elle exprime le RA, a été décrite comme
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naive (Miyara et al., 2009) par opposition a I’expression mutuellement exclusive du CD45RO
caractéristique du phénotype mémoire (figure 4). Cependant, le marqueur CD45RA peut étre
réexprime par des cellules activées (Brod et al., 1989). Pour autant, ces Treg expriment le
CD31, un marqueur témoignant d’une origine thymique récente (Baecher-Allan et al., 2006;
Ilto et al, 2008). De plus, toutes les «cellules T CD4'FoxP3" sont
CD4*CD25"CD45RAFoxP3™"* dans le sang de cordon maternel humain (Fritzsching et al.,
2006b)  soulignant que les nTreg émergeant du thymus sont  aussi
CD4'CD25"CD45RAFoxP3™P* [ ’absence de Ki67, un marqueur de prolifération, suggére
que ces cellules sont au repos (Miyara et al., 2009). In vitro apres stimulation TCR, ces
cellules activées proliferent et sont résistantes a 1’apoptose (Miyara et al., 2009). De plus in
vivo, le transfert de ces cellules humaines dans des souris humanisées NOD/Shi-scid IL-2rg”
(NOG) s’accompagne d’une prolifération et de leur conversion en cellules TReg
CD45RO"CD25™"FoxP3™",

2. Treg effecteurs : CD45RO*CD25™  FoxP3™ "

Une autre population a été identifiée a I’état de repos, les Treg CD45RO*CD25™" FoxP3™"
qui semblent dériver de la précédente population naive CD4+CD25'CD45RA'FOXP3™Pte,
Ces cellules in vitro sont inhibitrices mais proliféerent peu ou pas apres stimulation TCR
rendant compte du caractére anergique des Treg, initialement rapporté (Levings et al., 2001b;
Jonuleit et al., 2001). De plus, in vitro, ces cellules aprés leur activation s’engagent dans
I’apoptose (Fritzsching et al., 2005; Ashley and Baecher-Allan, 2009).

En plus de présenter des marqueurs d’activation comme le CD95 in vivo, ces cellules
proliferent a fort niveau comme en témoigne 1I’importance du taux d’incorporation de glucose
marqué (Vukmanovic-Stejic et al., 2006) ou I’importance du niveau d’expression du Ki67
(Miyara et al., 2009). Bien que ces cellules doivent étre stimulées pour étre activées, se diviser
et étre suppressives, I’ensemble de ces données suggerent qu’a 1’opposé des Treg naifs, ces
Treg sont effecteurs (Baecher-Allan et al., 2001; Jonuleit et al., 2001; Levings et al., 2001b).
Effectivement, a 1’opposé des Treg naifs présents in utéro et dans le sang de cordon
(Darrasse-Jeze et al., 2005), les Treg effecteurs sont principalement retrouvés a un taux
important chez les personnes &gés (Miyara et al., 2009). Bien qu’elles expriment le CD45RO0,
un marqueur de T mémoire, la demi-vie de ces Treg ne semble pas particulierement longue

avec un renouvellement important suggérant qu’au terme de « Treg mémoire », le terme Treg
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effecteur semble préférable. Au sein de cette population on distingue des sous populations
témoignant de I’hétérogénéité de la population Treg effectrice.

Il existe des Treg effecteurs ICOS™ ayant la capacité de poduire de 1’IL-10 et de cibler les
DC et des Treg ICOS™ qui produisent du TGFp (Ito et al., 2008). De méme, on distingue des
Treg HLA-DR" un marqueur d’activation qui représente un tiers des Treg effecteurs circulant
dans le sang (Baecher-Allan et al., 2001) et qu’ex vivo ces cellules proliférent plus et ont des
propriétés immunosuppressives supérieures aux Treg HLA-DR™ (Baecher-Allan et al., 2006).
De plus in vitro I’activation des Treg DR permet la conversion en HLA-DR™ et confére les

mémes propriétés que les Treg effecteur HLA-DR™ obtenu ex vivo.
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Figure 4 : Homéostasie des Treg
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Les Tconv et nTreg sortent immatures du thymus et aquierent un phénotype mémoire a la
faveur apres un statut effecteur du a ’activation de leur TCR. Sous certaines conditions les
Tconv peuvent étre converti en Treg induits iTreg. Les caractéristiques phénotypiques des
différentes populations sont représentées. Le traffic cellulaire des Treg en périphérie est
représenté dans le tissu périphérique dans le cadre a fond orangé. On voit comment les Treg
spécifiques peuvent s’activer et proliférer dans le ganglion, sous la dépendance de I'IL-2,
aprés la rencontre avec leur antigéne cognitif présenté par une CPA issu d’un tissu
périphérique. Une fois activés ces Treg sont contdle 1’activation et la prolifération de leurs

homologues Tconv auto-réactifs.

F. Le rdle des cellules dendritiques dans I’homéostasie des Treg

1. L’influence des DC sur les Treg

Comme nous ’avons vu in vitro, I’anergie des Treg peut étre levée par les DC en présence

d’IL-2 exogene. Cependant, il faut souligner que celle si peut étre levée seule par les DC

(Yamazaki et al.,

2003) en I’absence d’IL-2 exogéne car les DC en produiraient
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suffisamment, bien qu’en faible quantité (Granucci et al., 2001). In vitro, il a pu aussi étre
montré que la production de Treg allospécifiques au moyen de DC allogéniques permettait la
protection de la GVH par le transfert de Treg allospécifiques (Cohen et al. 2004). In vivo,
I’absence constitutive de DC s’accompagne du développemennt d’une auto-immunité léthale,
due a une infiltration lymphocytaire massive des organes non lymphoides (Ohnmacht et al.,
2009). Dans un autre modeéle, la déplétion conditionnelle des DC par la toxine diphtérique,
chez des souris adultes dont les DC expriment le récepteur a cette toxine (CD11c-DTR),
conduit a une forte baisse du nombre et de la proportion de Treg (Darrasse-Jeze et al., 2009b).

Dans un modele double transgénique ou les Treg sont déplétés a 1’age adulte, au moyen de
toxine diphtérique, de facon contemporaine aux DC, on observe que le transfert de Treg issus
de souris sauvages n’est pas associé a une prolifération lymphocytaire T telle qu’elle est
observée chez les animaux témoins (Suffner et al., 2010). D’autres données expérimentales
montrent que la prolifération des Treg impliquant les DC est CMH-II dépendante (Gavin et
al., 2002). Ces travaux montrent clairement que 1’homéostasie des Treg dépend de la taille du
compartiment Treg et ce dépendamment des DC.

Mais qu’en est-il de I’influence des Treg sur les DC ?

2. L’influence des Treg sur les DC

Nous avons vu précédemment comment les Treg pouvaient modifier 1’état d’activation
des DC. Des travaux expérimentaux montrent aussi que la déplétion en Treg augmente
significativement le nombre des DC (Liu et al., 2009). Cependant ce dialogue
« homéostatique » bidirectionnel reste encore a préciser puisque les travaux de Suffner ne
montrent aucune modification du nombre des DC aprés la déplétion des Treg.

Nous rappelons ici I’'importance des DC dans la genese des Treg et dans leur mécanisme

d’action.
1. Les molécules impliquées dans ’homéostasie et I’activité des Treg

A. Les cytokines et I’homéostasie des Treg

Les cytokines ayant en commun la chaine y ont un réle déterminant dans 1’homéostasie

des Treg.
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1. IL-2

L’IL-2 est connue depuis longtemps comme un facteur de croissance des T. Ajoutée au
milieu culture, cette cytokine stimule leur croissance et leur expansion (Smith, 1988). Il était
donc initialement inattendu d’envisager un role déterminant de I’IL-2 dans I’homéostasie des
cellules immunorégulatrices.

Ce role a été d’emblée suggéré par le fait que les Treg étaient caractérisées par une
forte expression du CD25 de la sous-unité o du récepteur de haute affinité pour I’'IL-2 et que
I’anergie in vitro des Treg pouvait étre levée par ’ajout d’IL-2 exogene (Thornton and
Shevach, 1998). Plus tard, son rdle a été démontré par le phénotype des souris IL-2"ou
déficiente pour 1’'un de ces récepteur CD25 (chaine o)), ou CD122 (chaine ) (Schorle et al.,
1991 ; Willerford et al., 1995; Suzuki et al.,, 1995). Celui-ci est caractérisé par une
lymphoprolifération associée a une colite. Tout d’abord, il a été suggéré que la pathologie
observée chez ces animaux était due a une absence d’AICD (Activation-Induced Cell Death)
des T auto-réactifs. L’AICD est une mort apoptotique induite sur les T activés, qui permet la
contraction de la réponse immunitaire et le retour a 1’état d’équilibre. Ce phénomeéne serait
dépendant de I’IL-2 (Lenardo, 1991).

Cependant, les travaux ultérieurs vont permettre de montrer que la lymphoprolifération
est principalement secondaire a un défaut de régulation impliquant les Treg puisque le
transfert de Treg a ces souris suffit a prévenir I’apparition de la maladie (Wolf et al., 2001).
En particulier, plus directement son effet sur les Treg a été montré par Sakaguchi dans un
modele murin ou il a étudié I’effet sur les Treg du blocage de I’'IL-2 par un anticorps
monoclonal (Setoguchi et al., 2005). Il a pu alors observer une baisse significative du nombre
de Treg ainsi qu’un déficit fonctionnel. Les travaux de Jason Fontenot démontrent aussi
I’importance de I’'TL-2 pour le maintien du renouvellement cellulaire et de la fonctionnalité
des Treg en périphérie, en maintenant 1’expression de FoxP3 et du CD25 (Fontenot et al.,
2005b).

De plus Tang et J. Bluestone ont observé une corrélation entre 1I’IL-2, la survie et la
proportion des Treg en périphérie chez des souris sauvage. A I’inverse de la déplétion, les
travaux de J. Sprent ont montré que 1’injection d’une IL-2 stabilisée par sa complexation avec
un anticorps anti-1L-2 spécifique (clone JES1.6), permettant d’augmenter substantiellement sa
durée de vie, induit une forte prolifération des Treg en périphérie (Boyman et al., 2006;
Webster et al., 2009).
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Ces observations ont conduit a construire un modéle dans lequel les Tconv
produiraient 1’IL-2 qui aurait un effet paracrine trophique sur les Treg. En effet, les Treg sont
incapables de produire de I'IL-2 (Takahashi et al., 1998; Thornton et al., 1998). Une
hypothése pour expliquer cela est que FoxP3 bloque la sécrétion de cytokines, dont I’IL-2, en
inhibant NFAT et NFxB, des molécules essenticlles a 1’activation des génes de cytokines
(Bettelli et al., 2005), ou en se fixant sur des sites type « forkhead » sur I’ADN, au niveau de
séquences régulatrices proches des promoteurs des genes de cytokines (Schubert et al., 2001).

A T’inverse, I’IL-2 entraine la phosphorylation de STAT-5, facteur de transcription qui
se fixe notamment sur le promoteur du géne foxp3 et contrdle directement sa transcription.

Cependant, si I’IL-2 a un role fondamental, certaines observations font douter qu’elle
soit la seule a contréler I’homéostasie. Les souris IL-2 ou CD25” ont un nombre de Treg
normal en périphérie (Burchill et al., 2007). Cette donnée remet donc en cause le schéma

4™ ont une

initialement pensé. Il faut cependant rappeler ici que les Treg actives CD4
diminution de I’expression du CD25 alors méme qu’ils expriment les autres marqueurs de
d’activation tels que CD103, CD69 ou ICOS (Min et al., 2007). A ce titre, il faut souligner
que dans le modéles IL-2"et CD25"les Treg présents sont essentiellement CD44™" et
CD25™*" ce qui améne a penser que dans ces modeles I'TL-2 serait particuliérement cruciale
pour les Treg naifs.

D’autre part, ’abondance des Treg activés dans ces modeles KO suggere soit que

I’homéostasie de ces Treg est IL-2 indépendante ou qu’il existe des cytokines capables de

compenser ce déficit.

2. 1L-15

Les récepteurs de de I’IL-2 et de I’lL-15 ont tous deux en commun la chaine y
(CD132) et le CD122. De plus les signaux intracellulaires delivrés sont trés proches en
induisant la phosphorylation de STAT-5.

Le déficit isolé en IL-2, en IL-15 ou en CD25 ne s’accompagne pas de modification de
la production de Treg thymique. Mais la production est profondément altérée comme nous
I’avons déja vu si le CD122 est déficient ou s’il existe un déficit combiné en IL-2 et IL-15
(Burchill et al., 2007; Soper et al., 2007). Dans ce cas on observe un déficit quasi-total en
périphérie en Treg. Le role de I’IL-15 seul dans I’homéostasie est moins établi puisque les
souris I1L-15"" et IL-15Ra™ présentent un nombre normal de Treg et ne développent pas
d’auto-immunité (Burchill et al., 2007).
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3. IL-7

L’IL-7 a aussi une signalisation intracellulaire impliquant STAT-5, mais
paradoxalement les Treg ont une expression trés limitée de son récepteur le CD127 (Liu et
al., 2006). L’IL-7 induit in vitro ’expression de FoxP3 dans les précurseurs thymiques des
Treg (CD4'CD8CD25") (Bayer et al., 2008). In vivo et en périphérie, le role de I’'IL-7 est
moins évident. Les souris déficientes pour cette cytokine ou son récepteur présentent un
déficit quantitatif en Treg, mais ceci est accompagné d’une trés forte lymphopénie
(Mazzucchelli and Durum, 2007). En termes de proportion, le pourcentage de cellules FoxP3”
parmi les T CD4" est méme en forte augmentation. Ces conclusions sont etayées par des
travaux ultérieurs montrant que I’IL-7 ne semble pas permettre le maintien préférentiel des
Treg en périphérie (Bayer et al., 2008).

On notera enfin que les mod¢les utilisés pour mettre en évidence les roles de I’IL-15
ou de I’'IL-7 comprennent presque toujours une déficience pour I’IL-2 ou CD25, mettant ainsi
de coté le role central de I’IL-2. Cela semble indiquer que la régulation de I’homéostasie des

Treg en périphérie est avant tout dominée par 1’IL-2.

B. Les cytokines et inflammation

Aprés I’infection par un agent pathogéne, les DC produisent des cytokines inflammatoires
secondaires a I’activation de leur TLR. A ce titre ces cytokines interagissent avec les Treg

dans la mesure ou ceux-ci participent au contrdle de la réponse immune.

1. Lescytokines Thl

C’est le profil de sécrétion cytokinique qui détermine le profil de la réponse
immunitaire. Aux descriptions Th1l et Th2 se sont ajoutées ces derniéres années la voie Th17
et plus recemment Th-9. Ces voies ont des fonctions effectrices distinctes justifiant leur
caractérisation. La voie Th1l est impliquée dans 1’¢limination des pathogeéne intra-cellulaire et
elle est aussi impliquée dans la survenue de réponse auto-immune telle que la sclérose en
plaques. Elle pourrait jouer un réle déterminant au cours des myopathies inflammatoires de

type PM/MC et M1, comme nous 1’avons vu.
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Au cours d’une réponse anti-infectieuse virale, il parait donc logique de concevoir que
les cytokines Thl inhibent la conversion périphérique des Tconv-Treg afin de réunir les
conditions optimales a I’élimination du pathogéne. De fait, I’IFNy inhibe cette conversion in
vitro (Caretto et al., 2010). Cependant, en activant la voie intracellulaire STAT-1, I’'IFNy
induit peut aussi modifier les propriétés des nTreg. En I’effet, I’exposition des nTreg a I’'IFNy
induit ’expression du facteur de transcription t-bet permettant la surexpression de CXCR-3,
favorisant ainsi leur migration aux sites inflammatoires et facilitant le contrdle de la réaction
inflammatoire Th1 (Koch et al., 2009). Concernant 1’IL-12 une autre cytokine Thl, il a pu étre
montré dans un modeéle animal d’infection par leishmania major qu’il existait un déficit relatif
en IL-2 induisant une senbilité accrue des Treg a I’IL-12. En se fixant sur les Treg, 1I’'1L-12
active t-bet et induit la production d’IFNy (rendant compte de la plasticité des Treg) ce qui
contribue a I’aggravation de I’infection qui devient fatale (Oldenhove et al., 2009). Ainsi ces
données montrent 1’effet paradoxal de ces cytokines Th1l tantdt pro-inflammatoires tant6t anti-

inflammatoires en fonction du contexte pathologique.

2. IL-6 et laréponse Th1l7

L’IL-6 est aussi une cytokine proinflammatoire ayant une action sur les Treg. L’IL-6
inhibe la conversion périphérique TGFB dépendante des Tconv en iTreg. Au contraire,
conjointement au TGFp, I’IL-6 induit I’engagement des CD4" dans la voie de différenciation
Th17 avec une perte du FoxP3 dans les iTreg (Bettelli et al., 2006). De plus, I’IL-6 influence
aussi les nTreg dans leur développement et leur fonction. En effet dans un modele animal, les
Treg FoxP3"GFP" sont capables d’induire des cellules Th17 de part leur capacité a produire
du TGEF si on ajoute au milieu de culture de I’'TL-6. Dans cette étude le plus remarquable a
été la conversion des Treg FOXP3"GFP" en cellules Th17 en présence d’IL-6 sans adjonction
exogene de TGFp (Xu et al., 2007).

De plus, I’IL-6 modifie les fonctions inhibitrices des Treg. En effet, la stimulation des
TLR par les agents bactériens bloque les propriétés immunosuppresives des Treg, de facon
IL-6 dépendante et sans impliquer les molécules de co-stimulation (Pasare and Medzhitov,
2003). L’IL-6 active la voie de signalisation STAT-3. Il est donc intéressant de savoir si
I’activation de cette voie dans les Treg les engagerait a orienter spécifiquement leur fonction
pour optimiser le contréle de la réponse Th17 a I’instar de ce qui a été montré pour STAT-5 et
les cytokines Thl.
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3. IL-4etlaréponse TH2 et TH-9

L’IL-4 est cytokine clef de la réponse effectrive Th2 impliquée dans la réponse
humorale. Comme I’IL-6, I’IL-4 inhibe la conversion Tconv/iTreg en périphérie d’une part et
d’autre part conjointement au TGFp elle oriente la différenciation T dans la voie Th-9
caractérisée par la production d’IL-9 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). De plus
I’TIL-4 rendrait résistantes les cellules Th2 a I’action des Treg alors qu’a I’inverse, in vitro
I’IL-4 augmenterait significativement les fonctions des Treg (Pillemer et al., 2009). Ainsi le

role précis de I’IL-4 reste encore a préciser.

4, |1L-1le role de I’inflammation

Les cytokines TNFa et IL-1 sont des acteurs importants dans 1’établissement d’une
réponse inflammatoire. Cependant des données récentes concernant le TNFa montre aussi
qu’il a des propriétés immuno-modulatrices que nous aborderons dans un chapitre suivant
(Valencia et al., 2006).

Concernant 1’interaction de I’IL-1 avec les Treg celle-ci est a ce jour moins établie. Il a pu
étre montré que son adjonction conjointe au milieu de culture avec I’IL-2 convertissait les

Treg en cellules Th17 (Deknuydt et al., 2009).

C. Les intégrines

Comme nous I’avons vu dans la description initiale du phénotype, les Treg sont
caractériseés par une grande variabilité du type et du nombre de récepteurs aux chimiokines et
d’intégrines. Ces différences rendent compte de la répartition des Treg qui doivent a la fois,
comme nous ’avons Vvu, se trouver dans les ganglions mais aussi dans les tissus pour excercer
leurs effets.

En effet, méme a I’état de basal, on retrouve de nombreux Treg dans de nombreux tissus
et ce en 1’absence de toute inflammation tissulaire (Sather et al., 2007). A 1’état pathologique,
dans des modéles murins d’EAE ou de diabete, on trouve aussi un grand nombre de Treg
dans les tissus cibles (Kleinewietfeld et al., 2005; Korn et al., 2007b; Tang et al., 2006).

Il existe un large pannel d’intégrines et de récepteurs au chimiokines différents dont la
spécificté détermine 1’adressage tissulaire comme un véritable code postal. Par exemple le

CD103 (chaine a de I’integrine E) et le récepteur a la chimiokine CCR4 sont impliqués dans

101



la migration et la rétention des Treg dans le tissu cutane. Le déficit de I'une de ces 2
molécules s’accompagne de manifestations cutannées auto-immunes (Sather et al., 2007;
Dudda et al., 2008).

En situation pathologique, I’inhibition de la migration des Treg dans le tissu cible a des
conséquences sur la régulation de la réponse. Par exemple, les souris CCR67" développent une
EAE plus sévere que les animaux témoins, du fait d’un défaut de recrutement des Treg dans le
cerveau. D’ailleurs le transfert de Treg CCR6™* & ces souris réduit la sévérité de la maladie
(Villares et al., 2009). De plus, au cours de I’EAE, I’IL-17 produite par les cellules auto-
immunes Th17 induit ’expression du CCR-6 a la surface des Treg favorisant ainsi leur
migration dans le tissu cérébral inflammatoire (Yamazaki et al., 2008). Le méme type

d’observation est fait avec le recrutement de Treg CXCR3 dans un environnemement

chémokinique Thl (CXCL-9, CXCL-10 et 11) (Santodomingo-Garzon et al., 2009).

Le site d’action des Treg est aussi déterminant pour le contréle de la maladie. Comme
nous I’avons vu plus les Treg CD62L" ayant la capacité de migrer dans le ganglions sont les
plus aptes a contréler 1’établissement d’une maladie auto-immune. En revanche, dans un
modele murin de colite apres que celle ci se soit développée, les Treg ayant la capacité de
migrer dans le colon sont plus efficaces que les Treg CD62L. L’ensemble de ces observations
soulignent I’importance les molécules d’adressage pour que les Treg soient fonctionnels. Elle
leur permet d’étre sur le site ou se joue la réponse inflammatoire au bon moment. Ainsi, la
grande diversité de réponse immunitaire est reflétée par la diversité des molécules d’adressage

exprimées par les Treg et leur fonction.

D. La famille CD28

Le CD28 et CTLA4 sont des molécules exprimées constitutivement de facon
préférentielle sur les T. Bien que ces 2 molécules membranaires partagent une homologie de
structure et des ligand communs a la fois le CD80 et CD86, elles ont des propriétés opposées.

1. CD28

La molécule de costimulation CD28 permet apres activation du TCR une prolifération
et une survie durable des Tconv en évitant 1’anergiec (Appleman and Boussiotis, 2003).
Effectivement I’invalidation du CD28 chez les souris CD28™ s’accompagne d’une immuno-
dépression impliquant particulierement un déficit de la fonction auxiliaire T pour la

coopération T-B et la réponse humorale (Shahinian et al., 1993). Cependant le CD28 est aussi
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déterminant pour la fonction Treg comme cela a ét¢ suggéré par I’importance de la
stimulation CD28 pour permettre la prolifération Treg in vitro chez ’homme et la souris
(Earle et al., 2005). In vivo il est maintenant bien établi que I’absence de CD28 (Salomon et
al., 2000) ou de ses ligands (Lohr et al., 2003) s’accompagnent d’un profond déficit en Treg.
En effet, comme nous I’avons vu le CD28 joue un rdle déterminant dans I’ontogénie des Treg
thymiques en permettant leur survie et leur différenciation (Zheng et al., 2004). Le CD28 est
aussi déterminant pour 1’homéostasie des Treg a la périphérie. En effet, ’injection d’une
molécule de fusion CTLA-4-1g, qui, en se fixant sur CD80/86, inhibe la signalisation par
CD28, induit une rapide et profonde déplétion des Treg en périphérie (Salomon et al., 2000).
De méme I’injection d’anticorps monoclonaux anti-CD80 et anti-CD86, induit une
disparition similaire des Treg dans les souris thymectomisées et les témoins (Tang et al.,
2003). Ces résultats montrent que le signal CD28 controle directement 1’homéostasie

périphérique des Treg.

2. CTLAA4

Le CTLA-4 est exprimé a la surface des Tconv et exerce une fonction
immunorégulatrice négative sur le compartiment T CD4" activé. Si le CTLA-4 partage avec le
CD28 les mémes ligands, I’affinité est trés différente. L’affinité CTLA-4 pour ces ligands est
supérieure au CD28 ce qui conduit a une compétition d’affinité en faveur du CTLA-4. Ainsi,
cette situation conduit a un défaut d’activation des Tconv et donc de la réponse immunitaire
(Takahashi et al., 2005). Le CTLA-4 délivre activement aussi des signaux intra-cellulaires de
régulation négative (Waterhouse et al., 1995; Walunas et al., 1996). Ces fonctions rendent
compte de la lymphoprolifération léthale a I’age de 3-4 semaines obsevée chez les souris
CTLA-47 (Tivol et al., 1995). Dans ce modéle en plus de la lymphoprolifération on observe
des manifestations auto-immunes. Comme les Treg expriment consitutivement le CTLA-4,
I’ensemble de ces données suggere 1’importance de cette molécule dans ces fonctions.
L’importance du CTLA-4 dans 1’ontogénie des Treg thymique reste a préciser car les études
montrent des résultats contradictoires, avec soit aucun effet sur I’ontogénie (Chambers et al.,
1997) soit une diminution des Treg en périphérie (Takahashi et al., 2005).

Concernant 1’homéostasie en peériphérie, le CTLA-4 a un role de régulation négative
sur la prolifération des Treg. En effet, chez les souris FoxP3“® X CTLA-4" ol les Treg sont
spécifiqguement déficients en CTLA-4 a la différence des autres cellules, on observe une
proportion de Treg trés élevée par rapport aux souris contrdles (jusqu’a 50% de cellules

FoxP3" parmiles T CD4") (Wing et al., 2008). De méme, I’injection d’anticorps bloquant
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anti-CTLA-4 a des souris sauvages induit une forte prolifération des Treg (Tang et al., 2008).
Il faut souligner que le modéle de déplétion sélective du CTLA-4 spécifique des Treg a
permis de montrer (souris FoxP3°® X CTLA-4"™ que ’auto-immunité léthale induite est en
partie due a une fonction suppressive altérée des Treg, notamment car ils ne peuvent plus
inhiber la maturation des DC (Wing et al., 2008).

3. 1COS

La molécule ICOS (pour Inducible CO-Stimulator) est un récepteur de la famille
CD28 (Hutloff et al., 1999). Elle est exprimée par les T CD4" et CD8" apreés activation, et
seulement 20% des Treg I’expriment a 1’état basal (Ito et al., 2008). Son ligand, ICOS-L est
principalement exprimé par les CPA (DC, macrophages, B; Yoshinaga et al., 1999).
Les souris ICOS™, la production thymique de Treg est normale alors que la proportion de
Treg est réduite d’environ 30% en périphérie (Burmeister et al., 2008). Chez I’homme,
environ 30% des Treg expriment fortement ICOS et dépendraient de ce signal pour leur
survie, alors que les Treg ICOS™ dépendraient plutét de CD28 (lto et al., 2008). Ces données
montrent 1’importance d’ICOS dans 1’homéostasie des une sous-population de Treg en
périphérie.

Enfin I’expression d’ICOS dans les Treg semble étre corrélée a une fonction
suppressive augmentée. Les Treg de souris ICOS™ ont in vitro une fonction d’inhibition de la

prolifération des Tconv altérée par rapport a leurs homologues WT (Prevot et al., 2010).

4. PD-1

PD-1 appartient aussi a la famille CD28. En intéragissant avec ses ligand PD-L1 et
PDL-2, il délivre un signal qui inhibe les fonctions cellulaires T en diminuant la prolifération
ou la synthése d’IFN-y (Freeman et al., 2000). Son r6le dans la tolérance a montré chez les
souris PD-1"" oll on observe la survenue d’une myocardite auto-immune (Nishimura et al.,
1999). L’inhibition de PD-1, soit génétiquement, soit a I’aide d’ac monoclonaux, aggrave les
manifestations auto-immunes dans de nombreux modéles murins spontanés ou provoqués de
maladies auto-immunes (Ansari et al., 2003; Salama et al., 2003; Nishimura et al., 2001). Le
role de la voie PD-1 dans I’homéostasie des Treg reste encore a préciser mais 1’injection d’un
anticorps bloguant anti-PD-L1 diminue la proportion de Treg en périphérie et empéche la
prise d’une allogreffe de peau (Nishimura et al., 2001).

En revanche, I’importance de la voie PD-1 est bien établie dans les fonctions

suppressives des Treg. En particulier, elle joue un réle déterminant dans la tolérance foeto
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maternelle (Francisco et al., 2009). 1l faut ici aborder I’importance de PD-1 dans la tolérance
musculaire. Les travaux de Boyer et al. sur la tolérance musculaire dans le modele double
transgénique que nous avons décris dans le chapitre sur la tolérance périphérique montre le
role capital de PD-1. En effet la tolérance T CD8" spécifiques du muscle est dépendante de
PD-1 qui pourrait inhiber les propriétés cytotoxiques de ces cellules auto-réactives (Calbo et
al., 2008).

E. Lafamille TNF

La superfamille des récepteurs au TNF comprend un grand nombre de récpteurs qui
peuvent étre exprimés a la surface des lymphocytes T. Si ces récepteurs sont bien connus pour
leur réle dans la réponse inflammatoire leur importance est moins bien connue dans les

phénomeénes de régulation qu’ils peuvent mettre en jeu.

1. LeTNFetTreg

Le TNF est une cytokine centrale de I’inflammation en provoquant notament la
maturation des cellules dendritiques et en induisant 1’apoptose des cellules cibles (Aggarwal,
2003). Le TNF regroupe 2 molécules le TNF-a et le TNF-B. 1l existe 2 récepteurs le récepteur
TNFR1, exprimé sur la pluspart des cellules et induisant classiquement un programme de
mort cellulaire (Aggarwal, 2003), et TNFR2 (p75), exprimé notament des Treg (30%) a 1’état
basal (Chen et al., 2007). En plus de son effet inflammatoire, le TNF a des propriétés
immunorégulatrices. L’action du TNF sur les Treg est complexe et varie selon les mode¢les
étudiés (Kassiotis and Kollias, 2001; Chen and Oppenheim, 2010; Chen et al., 2007; Valencia
etal., 2006). On peut souligner ici le lien étroit entre les Treg et les Tconv, en rappelant que
les Tconv ont la capacité « paradoxale » d’augmenter in vivo significativement ’effet des
Treg en les faisant proliférer et en accroissant leur fonction et ce de facon TNF dépendante
(Grinberg-Bleyer et al., 2010).

2. Les autres membres de la famille du TNF et Treg

Le GITR, OX40 sont exprimés a la surface des Treg (Stephens et al., 2004). lls

semblent jouer un réle mineur dans 1’homéostasie des Treg (Griseri et al., 2010). Leur
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activation inhibe 1’induction de Treg en périphérie (Ito et al., 2006; Valzasina et al., 2005) et
alterent leur fonction(Griseri et al., 2010; Shimizu et al., 2002; Takeda et al., 2004).

Les role de 4-1BB (CD137, TNFRSF9) et (CD95)/FAS-L(CD95L) eux aussi exprimes a la
surface des Treg (Sugimoto et al., 2006), reste sujet a discussion (Fritzsching et al., 2006b;
Krammer, 2000; Singh et al., 2010).

3. La nicotinamide adénine dinucleotide et la survie des Treg

La nicotinamide adénine dinucleotide (NAD+), libérée par les cellules lysées ou au
cours de I’inflammation (Bruzzone et al., 2006; Bruzzone et al., 2001), active le récepteur
P2X7 et induit la mort cellulaire T (Seman et al., 2003; Scheuplein et al., 2009). Les travaux
de Adriouch et al. ont montré le role déterminant de cette voie pour la survie des Treg. En
effet, les Treg expriment le récpteur P2X7 & des niveaux supérieurs & ceux observes sur les
Tconv. De plus, I’injection de NAD" induit leur mort et altére leur fonction . Ces données
montrent ainsi le réle déterminant de cette voie dans la survie et ’homéostasie des Treg
(Hubert et al., 2010).

F. Les voies de signalisation intracellulaires

1. Lavoie JAK3/STAT-5 utile pour les Treg

La liaison des cytokines a leur récepteur conduit a 1’activation de tyrosines kinases de
la famille Janus : les JAK. Une fois activées les JAK phosphorylent a leur tour des facteurs de
transcription cytoplasmiques appelés STAT pour Signal Transducers and Activators of
Transcription, induisant ainsi leur dimérisation, leur migration intranucléaire et la fixation sur
I’ADN. Ainsi les STAT controlent la prolifération, la différenciation, le développement et la
survie cellulaire (Levy and Darnell, 2002). A ce jour, 6 grandes familles de STATS sont
décrites allant de STAT-1 a STAT-6.

Comme nous 1’avons vu, I’IL-2 joue un rdle déterminant dans 1’ontogénie des Treg.
L’IL-2 induit des signaux de transcritption intra-cellulaire par I’intermédiaire de son récepteur
qui est lui-méme associé & JAK3 (Russell et al., 1995). Effectivement, I’invalidation de JAK3
induit une diminution significative de Treg dans le thymus et en périphérie (Fontenot et al.,
2005b; Mayack and Berg, 2006; Murawski et al., 2006).

La voie STAT5a/b est, elle aussi, activee par la signalisation de I’IL-2. Comme nous

I’avons vu cette voie est déterminante pour I’homéostasie de Treg. De fait, la greffe de
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cellules souches hématopoiétique STATSa/b™” dans des souris receveuses Rag
s’accompagne d’un profond déficit en Treg en périphérie (Yao et al., 2007). Chez I’homme et
la souris, STATS5 intéragit directement en se fixant sur le géne FoxP3 (Zorn et al., 2006; Yao
et al., 2007) et permet dans 1’expression du CD25 (Cohen et al., 2006; Murawski et al., 2006;
Nakajima et al., 1997).

2. Lavoie Pi3Kinase/mTor

La signalisation déclenchée par la fixation de I’IL-2 sur son récepteur, comme nous
I’avons vu, peut engager plusieurs voies de signalisation dans les T. En plus de la voies
JAK1-3/STATS il existe la voie PISK/Akt/mTOR (Zeiser et al., 2008). Nous avons vu
I’importance de la premic¢re mais qu’elle est le role de la voie PI3K/Akt/mTOR dans
I’homéostasie des Treg ?

Les T une fois stimulés par leur TCR s’activent, produisent des cytokines, se divisent
et proliférent. L’activation cellulaire implique donc pour la synthése protéique d’importants
besoins d’énergie et de métabolites qui nécessitent de passer d’un métabolisme de repos
oxydatif a un métabolisme impliquant la glycolyse (Buttgereit et al., 1992). Ce changement
métabolique implique la voie mTOR.

Les besoins énergétiques cellulaires sont détectées par le complexe mTORC1
(Laplante and Sabatini, 2009; Sancak et al., 2008; Sancak et al., 2010). De plus, la voie
PIBK/Akt/mTOR est capable de répondre aux besoins énergétiques en augmentant
I’expresssion des transporteurs membranaire du glucose (Glut-1) (Maciver et al., 2008;
Wieman et al., 2007) ou des acides animés (Edinger et al., 2002).

En jouant un r6le central dans le métabolisme cellulaire, la voie mTOR participe de
fait a I’orientation de la réponse immunitaire. Des travaux récents ont montré que les Tconv
mTOR™ étaient incapables de s’engager dans la Thl (Lee et al., 2010), Th2 (Delgoffe et al.,
2009) ou Th17 (Kopf et al., 2007). A I’inverse, les Tconv mTOR™ peuvent se différencier en
Treg (Lee et al., 2010; Delgoffe et al., 2009) soulignant ainsi I’importance de la régulation de
cette voie pour la différenciation Treg. L’activation de la voie Pi3K/AKT/mTOR permet en
effet d’inhiber I’expression de FoxP3 et cet effet peut étre inhibé par 1’ajout d’un inhibiteur de
mTOR. (Haxhinasto et al., 2008; Sauer et al., 2008).

La rapamycine est un inhibiteur de mTOR. Il a pu étre montré qu’in vitro chez
I’homme ou la souris I’ajout de rapamycine au milieu de culture cellulaire lymphocytaire T
permettait 1’expansion préférentielle des Treg aux dépends des Tconv (Guillot-Delost et al.,

2008; Basu et al., 2008; Battaglia et al., 2006). Ces données sont en accord avec 1’utilisation
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de la voie Pi3K/Akt/mTOR par les Tconv et la voie JAK3/STATS5 par les Treg.
Effectivement contrairement aux Tconv, les Treg activeraient peu la voie PI3K/Akt/mTOR en
présence d’IL-2, comme en témoigne la faible phosphorylation d’Akt dans les Treg apres
contact avec de I’IL-2 in vitro (Bensinger et al., 2004). Une des explications réside dans le fait
que PTEN (pour Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome 10), inhibiteur de
PI3K/Akt, est plus fortement exprime par les Treg que par les Tconv (Walsh et al., 2006)
Contrairement aux Tconv, les Treg ne diminuent pas leur expression de PTEN apres
activation, ce qui va dans le sens de I’utilisation de voies de signalisation différentes dans les

Treg et dans les Tconv (Zeiser et al., 2008).

Ainsi les Tconv utiliseraient la voie PI3K/Akt/mTor lors de leur activation et les Treg
JAK3/STAT-5. Cependant des données récentes montrent que cette ségrégation n’est pas si
simple et que D’activation de la voie PI3K/Akt/mTor serait aussi déterminante pour le

fonctionnement des Treg.

En effet, les Treg humains ex vivo ont une activité métabolique de mTOR supérieure a
celle des Tconv bien que ces Treg soient anergiques in vitro (Procaccini et al., 2010).
Cependant un preétraitement (avant la stimulation TCR) par la rapamycine permet de lever
I’anergie et ce en 1’absence d’IL-2.

De méme in vivo, une seule injection de rapamycine permet d’augmenter
significativement le nombre de Treg chez la souris, mais aussi de diminuer la sévérité de
I’inflammation dans le modéle murin de sclérose en plaque ’EAE. Cependant, I’effet de la
rapamycine sur les Treg est dynamique et complexe. In vitro, I’inhibition de mTOR permet
de lever I’anergie des Treg, mais, une fois I’anergie levée, les Treg ont besoin de mTOR pour
maintenir leur prolifération. En effet in vivo, I’invalidation permanente de mTOR par un
SiRNA ou par un traitement chronique avec de la rapamycine s’accompagne de 1’absence de
prolifération Treg activés. Enfin, ces auteurs montrent que 1’activation de mTOR dans les
Treg serait sous la dépendance de la leptine une hormone dont la production par les

adipocytes est regulée par les apports alimentaires et les besoins énergétiques.
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Figure 5 : Voie mTOR

Signalisation Hyf)c.)x.|e Activation
Wnt Déficit TCR
energethue

Acides
Aminés \
Régulateurs
Rag A-D — .
Rheb PRAS40

mTOR

FKBP12

RAPAMYCINE

Raptor mLST8

D’aprés Cobbold et al.

Current opinion Immunol. 2010 TORC1
Energie Synthése Synthése Division
Mitochondriale protéique Lipidique Cellulaire Autophagie

Voie de signalisation mTOR. Cette voie implique 2 structures fonctionnellement distinctes les complexes
TORCI et TORC2. L’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine implique TORCI. En se liant a8 FKBP12
(cible de la rapamicyne) la rapamycine intéragit avec le complexe TORC1 composé par Raptor, FKBP12 et 3
autres sous-unités mLST8, PRAS40 et Deptor. L’activité de TORC1 est régulée par la GTPase, Rheb, elle-
méme inhibée par TCSC2 associé a TSC-1. Ainsi, I’inactivation de TSC1/2 par la voie Pi3K/Akt et Erk
(Signal TCR) active mTOR. De nombreuses autres molécules comme des facteurs de croissance via PI3K/Akt
et Erk peuvent aussi activer mTOR. A noter qu”AKT peu activer TORC1 en phophorylant PRAS40, un facteur
inihibiteur de mTOR. De plus, TORC1 peut-étre activé par la voie WnT via GSK3. Les déficits énergétiques
tels que la baisse du nivau en oxygene s’accompagnent d’une activation de AMPK qui lui-méme active
TSC1/2 et donc inhibe TORCI1. L’activité de TORCI est dépendante du niveau d’acides animés « mesuré »
grace aux protéines Rag A-D et le complexe régulateur. TORC1 contrble une grande variété de processus
cellulaires comme de I’autophagie, la synthése lipidique, le cycle de division cellulaire, la biogénése
mitochondriale ou la synthése protéique. Cette derniére est en particulier sous la dépendance des signaux
d’aval 4E-BP1 et S6K1.

Abbréviations: mTOR, mammalian target of Rapamycin; TORC, mTOR complex; Raptor, regulatory-
associated companion of mTOR; FKBP12, FK506 binding protein 12; mLST8, mammalian lethal with Sec13
protein 8; PRAS40, prolin-rich Akt substrate 40kDa; Deptor, DEP-domain-containing mTOR-interacting
protein; Rheb, Ras homologue enriched in brain; TSC, tuberous sclerosis protein; PI3K, Phosphatidylinositol
3-kinase; Akt, AKT8 virus oncogene cellular homolog; Erk, Extracellular signal-regulated kinase; GSK3,
Glycogen synthase kinase 3; AMPK, AMP-activated protein kinase; Rag A-D, Ras-related GTP-binding-
proteins A-D; (EIF)4E-BP1, Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; S6K1, (ribosomal)
S6 kinase 1
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G. L’instabilité de FOXP3 ou la plasticité des Treg

Comme nous 1’avons vu, nombreuses sont les cytokines capables de convertir un iTreg
en une s effectrices montrant la plasticité de ces cellules. Les Treg induits in vitro par le TGF-
B et I'IL-2, chez I’homme et la souris, peuvent ensuite, grace a I’[L-6, étre
partiellemenTconverties en cellules productrices d’IL-17 (Koenen et al., 2008; Xu et al.,
2007). Cette conversion est augmentée en présence de cytokines inflammatoires, comme 1’IL-
1 ou I'IL-23 (Yang et al., 2008). Cette transformation relativement aisée est en partie
expliquée par la faible intensité de la méthylation de FOXP3 des iTreg rendant son expression
plus instable que dans les nTreg ou il est fortement méthylé (Floess et al., 2007).

Pour autant, les nTreg issus du thymus peuvent aussi étre “convertis” en Tconv in vivo
apres leur transfert dans des hotes lymphopéniques T (Tsuji et al., 2009). Cependant, ces
expériences sont limitées dans leur interprétation en raison du taux systémique d’IL-2 trop
faible pour permettre le maintien du phénotype normal des Treg. En effet, ils reposent sur
I’utilisation d’hotes lymphopéniques et ne reflétent peut-&tre pas la physiologie naturelle des
Treg. In vitro, la conversion peut aussi étre observée quand la culture est réalisée dans des
conditions fortement inflammatoires (Deknuydt et al., 2009).

D’autres travaux, menés menés in Vvivo, reposent sur la mise au point de modeéles
sophistiqués : des souris FoxP39P"® sont croisées avec des souris ROSA261”Y®. De cette
maniére, 1’expression de FoxP3 conduit & I’expression irréversible de la YFP (Yellow
Fluorescent Protein). Par ailleurs, I’expression de la GFP est, elle, strictement corrélée a celle
de FoxP3. Ainsi Bluestone montre que 15% des cellules YFP™ (qui ont exprimé FoxP3 & un
moment donné de leur ontogénie) n’expriment plus FoxP3 (la GFP) dans les ganglions et la
rate. Cette proportion est augmentée dans le cas d’un déficit en IL-2. Ces cellules nommées
ex-Treg sécrétent une grande quantité d’IFN-y et, croisées dans un fond TCR-BDC2.5,
induisent le diabéte chez des souris lymphopéniques(Zhou et al., 2009).

Cette plasticité est en accord avec les observations que les génes, codant pour les
facteurs de transcription et cytokines Thl, Th2 et Th17, ne sont pas complétement réprimés
dans les Treg (Wei et al., 2009). Ce travail affirme donc qu’a I’état basal, une partie des Treg
est susceptible de perdre I’expression de FoxP3 et de devenir pathogene. Cependant la
plasticité décrite ci avant n’est pas retrouvée par 1’équipe de Rudensky utilisant un systeme
expérimental proche (Rubtsov et al., 2010). On note pour autant que les conditions de suivi
des ex Treg étaient un peu différentes dans les travaux de A. Rudensky. L’expression

inductible de la recombinase Cre était sous la dépendance du tamoxifene, ce qui évite aux
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cellules n’ayant exprimé FoxP3 que faiblement ou trés temporairement d’étre marquées par la
YFP (Rubtsov et al., 2010). Aucun de ces résultats contradictoires n’a été pour I’instant
confirmé ou infirmé et le débat reste ouvert en ce qui concerne une supposée conversion des

Treg en Tconv.

H. Objectifs du travail de thése

Pour cloncure cette introduction, nous avons décrit la physiopathologie des myosites en
soulignant leur caractére auto-immun. Comme nous I’avons vu les Treg jouent un role
déterminant dans la tolérance périphérique vis-a-vis des antigenes du soi, mais peu de
données existent sur les mécanismes impliqués dans la rupture de la tolérance musculaire. En
particulier, au moment ou nous avons entrepris ce travail de thése, il n’existait aucune donnée
concernant les Treg au cours des myosites, que ce soit chez I’animal ou chez I’homme. Ainsi
nous avons posé deux questions :

e Quel est le role des Treg au cours des myosites idiopathiques ?

e Les Treg peuvent ils étre un outil thérapeutique pour ces myosites ?
Pour répondre a ces questions nous avons voulu dans un premier temps chez I’animal:

e 1. Mettre au point un modele murin de myosite auto-immune afin de pourvoir étudier

le réle des Treg au cours d’expériences de déplétion ou de transfert.
e 2. Tester des approches pharmacologiques afin d’augmenter in vivo, le nombre de

Treg dans notre modele.

Dans un second temps nous avons étudié les Treg au cours d’une myosite humaine la MI. En
effet, cette myopathie est la plus fréquente aprés 50 ans et reste dépourvue de traitement. Au

cours de la MII nous avons donc :

e 1. Etudié le phénotype de la réponse inflammatoire
e 2. Etudié le r6le des Treg
e 3. Etudié des marqueurs d’évolutivit¢é de la maladie, dans 1’optique d’un essai
thérapeutique
L’objectif final de ce travail translationnel est de développer de nouvelles approches
thérapeutiques pour les patients souffrants de myosite, en particulier pour la MI en manipulant

les Treg.
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Article 1

« Role of Regulatory T Cells in a New Mouse Model of Experimental Autoimmune
Myositis »

Afin d’étudier le role de Treg aux cours de myopathies inflammatoires il nous fallait
disposer d’un modéle permettant de réaliser les expérimentations de déplétion et de transfert
en Treg indispensables a 1’étude de leur role. Ainsi nous avons cherché a développer un
modeéle animal murin de myopathie auto-immune ayant les mémes caractéristiques
dysimmunitaires que celles observées chez I’homme souffrant de myopathies inflammatoires
type myosite de chevauchement ou myosite a inclusion.

Dans ce travail intitulé “Role of Regulatory T Cells in a New Mouse Model of
Experimental Autoimmune Myositis”, nous avons rompu la tolérance immunitaire a des
protéines musculaires du soi en suivant la méme démarche que celle qui a été développe pour
les modeles de sclérose en plaque ou de polyarthrite rhumathoide. Le principe est
d’immuniser les animaux avec des antigénes du soi issu du tissu dont on souhaite qu’il soit la
cible d’une réaction auto-immune. Ainsi nous avons extrait d’un lysat musculaire autologue,
une préparation enrichie en myosine, que nous avons administrée par voie sous cutanée aux
souris a 3 reprises a une semaine d’intervalle. Les immunisations ont été réalisées avec un
adjuvant vaccinal libérant des signaux de danger créant de fortes conditions inflammatoires.
Celles-ci conduisent les Tconv autoréactifs vis a vis d’antigénes musculaires a proliférer et
s’activer. Enfin, le protocole expérimental d’immunisation est complété par I’injection de
toxine pertussique, comme cela a été réalisé au cours des travaux expérimentaux antérieurs de
myopathie expérimentale auto-immune menés chez le rat. L’ensemble de ces observations
nous ont donc conduit a utiliser aussi la toxine pertussique.

Les animaux ainsi immunisés ont tous développé des manifestations cliniques avec
déficit moteur. L’étude histologique des muscles a permis de montrer que 100% des animaux
présentaient une myosite constituée comme chez I’homme de macorphages, de T CD4+ et
CD8". De méme, on observe une expression de le CMH-1 & la surface des fibres non
nécrotiques méme si celle-ci est moins diffuse que celle observée sur les biopsies humaines.
Le caractére auto-immun de la myopathie dans notre modele est suggéré par des phénomeénes
du tunellisation centromyocytaire par les lymphocytes endomysiaux. Chez ’homme, cette
caractéristique correspond a infiltrat T CD8" cytotoxique. Le caractére auto-immun est

affirmé par les expériences de transfert. En effet, le transfert de gangliocytes issu de ganglions
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drainant de souris MAE s’accompagne d’une myosite chez la souris receveuse. L’incidence
de la myosite ainsi transférée, augmente si les cellules sont préalablement stimulées avec de la
myosine.

Aprés avoir mis au point un modele fiable et reproductible de myopathie auto-immune
expérimentale ayant des caractéristiques proches de celles observées au cours des PM/MC,
nous avons cherché a étudier le role des Treg. Dans un premier temps, nous avons détruit
in vivo les Treg au moyen d’un Ac monoclonal anti-CD25 et nous avons pu observer que la
myosite était significativement plus sévere en I’absence de Treg. De plus, nous avons constaté
que la déplétion en Treg s’accompagnait en outre de 1’apparition de « Xéno-Ac » anti-ARN-t-
synthétase chez environ 20% des animaux. A ’inverse, nous avons transféré des Treg
polyclonaux syngénigiues la veille de chaque immunisation, ce qui s’est accompagné d’une

diminution significative de la sévérité de la myosite.

Pour conclure, ce modele que nous avons mis au point est un modéle fiable et
reproductible de myopthie auto-immune ayant des caractéristiques proches de celles
observées en pathologie humaine au cours de la PM/MC ou des phénomenes dysimmunitaires
de la MI. Dans ce modéle, nous avons montré 1’implication du réle des Treg dans la survenue

de la maladie, mais aussi leur potentiel thérapeutique.
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Complément article 1

L’effet de 1a rapamycine au cours de la MAE

Etant donné d’une part, 1’effet bénéfique des Treg sur la MAE, et la lourdeur de la
mise au point de protocole de thérapie cellulaire d’autre part, nous avons cherché a
développer des moyens « pharmacologiques » alternatifs pour augmenter in vivo le nombre de
Treg. La rapamycine est un immunosupresseur qui nous a paru étre une molécule intéressante
a plusieurs égards. En particulier, cette molécule en inhibitant spécifiquement la voie mTOR
inhibe la prolifération des Tconv activés. En revanche, cette voie de signalisation intra-
cellulaire semble moins déterminante en ce qui concerne prolifération des Treg, puisque la
croissance des Treg en culture n’est pas compromise par 1’ajout de rapamycine au milieu de
culture. Au contraire, la rapamycine in vitro améliore la pureté en Treg de la culture en
inhibitant la prolifération de contaminant Tconv.

Dans un premier temps, nous avons testé¢ 1’effet de 1’administration préventive de la
rapamycine, en administrant oralement la rapamycine pendant toute la durée du protocole
d’imminusation des animaux jusqu’a [’euthanasie. Les animaux traités présentent une
amelioration significative de la force musculaire en comparaison avec les animaux contréles
traités par placebo. Cette amélioration clinique est corrélée aux résultats histologiques
musculaires montrant une baisse significative de 1’infiltrat inflammatoire musculaire chez les
animaux traités par la rapamycine. Afin d’analyser les mécanismes d’action de la rapamycine,
nous avons analysé en cytométrie le phénotype des lymphocytes issus des ganglions drainants
musculaires. Ces explorations ont permis de montrer que la rapamycine diminuait
significativement le nombre et le pourcentage de T comparativement aux souris témoins en
épargnant les B. Au sein du compartiment T la baisse concernait a la fois les CD4+ et CD8".
A Tlinverse, le pourcentage de Treg au sein du compartiment lymphocytaire T était
significativement augmenté dans le groupe traité par rapamycine. Dans le compartiment T
activé, la rapamycine a permis d’augmenter la proportion de Treg passant d’environ 30% chez
les animaux témoins a plus des 50%. De plus, 1’analayse des marqueurs d’adressage
ganglionnaires (CCR7) montrent une augmentation de leur niveau d’expression a la surface
des Tconv dans le groupe rapamycine. Enfin, I’analyse des molécules impliquées dans la
production des agents régulant le trafic ganglionnaire comme KLF2, montre que la

rapamycine induit leur augmentation.
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Par ailleurs 1’administration curative de la rapamycine permet aussi de diminuer

significativement la sévérité de la myosite en augmentant le pourcentage des Treg.

L’ensemble de ces observations suggere que la rapamycine permet une diminution de
la prolifération des Tconv auto-réactifs, en épargnant les Treg, permettant ainsi une
amélioration du rapport Tconv: Treg a la faveur des Treg, comme en témoigne
I’enrichissement en Treg dans le compartiment T activés. En plus de son effet anti-proliférant
nos données suggerent que le rapamycine intervient aussi dans le trafic cellulaire en
séquestrant les Tconv activés dans le compartiment ganglionnaire, les empéchant ainsi de

migrer vers le compartiment musculaire.

Méthodologie :

Le protocole expérimental d’immunisation pour la provocation de la MAE a été décrit
dans I’article 1. Pour le traitement, les souris regoivent de la rapamycine (Sirolimus, Wyeth) a
la concentration de 1mg/kg ou 3mg/kg diluée dans de I’cau, a 1’aide de canules de gavage (Per
0s) tous les jours pendant 24 jours (JO a J24 : traitement préventif) ou pendant 10 jours au
décours des immunisations (J14 —J24 traitement curatif). Les souris témoins sont gavées avec
de l’eau. L’analyse de l’effet du traitement est réalisée au moyen des scores cliniques et
histologiques décrits dans I’article 1.

Pour les analyses quantitative de KLF2, les extractions d’ARN ont été réalisées sur
colonne QIAGEN (kit RNeasy plus) a partir de populations lymphocytaires triées en
cytométrie en flux (Aria). Aprés quantification de I'ARN celui-ci est conservé en échantillon
de 50-100 ng a -80°C. Pour la quantification une RT PCR est réalisée (amorce up et down +
SYBR Green master mix) avec ABI Prism 7700.
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I.  Traitement préventif

Dans un premier temps, nous avons testé 1’effet de la rapamycine administrée depuis le
début de I’'immunisation (de J-1) jusqu’au sacrifice des souris sur la sévérité de la myosite (a

J+25, soit 10 j apres la derniere immunisation).

1 Effet clinique et histologique des traitements

Pour étudier I’évolution clinique des souris, des tests de force musculaire des
différents groupes de souris sont effectués avec le test de la grille 7 jours apres la derniére
immunisation (J21). La force musculaire est significativement augmentée quand les souris
sont traitées par la rapamycine a la posologie de 1mg/kg (158 +94s, n=5) (figure 1),
comparativement aux souris MAE traitées par PBS, (72 +14s, n=8, p= 0,05) contrdlées. Cet
effet est majoré par I’augmentation de la posologie de la rapamycine a 3 mg/kg (285 +152 s,
p=0,01). Pour les groupes contrdlés, nous montrons que les souris non immunisées, tiennent
600 + 61s, alors que le groupe de souris immunisées seulement avec du CFA et du PBS reste
sur la grille 160 + 22 s.

Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus par I’analyse histologique. Pour les
souris MAE traitées par de la rapamycine 1mg/kg, le score est significativement plus faible
(1,4 £ 0,22 p=0.004) (figure 1), comparativement aux souris MAE ou D’infiltrat est important,
avec un grade de 3,25+0,7. Comme observé au cours des tests cliniques, le traitement par
3mg/kg de rapamycine permet une diminution encore plus importante de la sévérité de la
myosite (0,8 £ 0,75; p=0,68) (figure 1). L’ensemble de ces résultats montre que le traitement
préventif par la rapamycine permet une diminution significative de la sévérité de la MAE et
ce, avec un effet dose.

127



Figure 1 : Effet bénéfique du traitement préventif par rapamycine sur la MAE
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(A) Représentation du test de la grille décrit dans I’article 1. (B) Evaluationn clinique au
moyen du test de la grille représentant le groupe de souris MAE, le groupe MAE traité par 1
mg/Kg (RAPA 1) et le groupe traité par 3 mg/Kg (RAPA 3). (C) Représentation des scores
histologiques pour chacun des 3 groupes. (D) Photographie d’une biopsie musculaire d’une
coupe musculaire d’un Gastrocnémien d’une souris MAE avec un score a 4 et (E) d’une
souris RAPA 3 avec un score a 1,5. ** p<0,05 *** p<0,01

2 . La rapamycine s’accompagne de modifications quantitatives avec une lymphopénie
relative T sans modification fonctionnelle qualitative

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes impliqués dans 1’amélioration
observée gréce au traitement par rapamycine. La premiére étape a été d’analyser I’effet de la
rapamycine sur la cellularité des organes lymphoides secondaires. On peut constater que les
ganglions drainants (ganglions poplités) contiennent deux fois plus de lymphocytes chez les
souris MAE (51,3+11,3x10°%) (figure 2) en comparaison avec les souris MAE traitées par
rapamycine & la posologie de 1mg/kg (26,6+9,6x10°% p=0,006). Nous ne voyons pas d’effet
dose associé 4 I’augmentation de la posologie de la rapamycine (3mg/kg), 26,1+7x10°
lymphocytes (n=4) (figure 2). Ces résultats sont comparables a ceux constatés dans la rate :
les souris MAE ont significativement plus de lymphocytes (262 +80x10° lymphocytes) que
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les souris traitées par la rapamycine & 1mg/kg (135 x10° +35, p=0,003). Aucune différence
significative n’est observée si la posologie de la rapamycine est augmentée (141 +32x10°
lymphocytes).

Dans un second temps, nous avons analysé la répartition des différentes sous-populations
lymphocytaires dans le compartiment ganglionnaire.

On peut constater dans les ganglions drainants, une forte diminution du pourcentage de
lymphocytes T (CD3") parmi les lymphocytes totaux (de 72+4,5% pour les souris MAE a
32112 % (p=0,0007) pour les souris traitées par rapamycine (1mg/kg)). Cette baisse est
encore plus marquée quand on compare les valeurs absolues de lymphocytes T CD3". Celles-
ci diminuent de 2,3.107+1.10% & 8.10%+2,9.10° cellules (p=0,003) (figure 2). Les résultats sont
similaires quand les souris sont traitées avec une posologie plus forte de rapamycine, 3mg/kg
(9,7.10° +3,4.10° cellules T CD3") (figure 2). La répartition T CD4+ et CD8" dans les
ganglions drainants n’est pas modifiée par la rapamycine. Au cours de la MAE, les ganglions
drainants contiennent 72 £3% de T CD4+ et 25+2% de T CD8+ parmi les T. Ces valeurs ne
sont pas modifiées par le traitement par rapamycine seule (1 et 3mg/kg).

A T’inverse, on observe une forte augmentation du pourcentage des lymphocytes B en
présence de rapamycine avec 33+14 % de cellules B220" parmi les lymphocytes totaux dans
le groupe MAE a 61 +6 %, chez les souris ayant recue de la rapamycine. Cependant, cette
augmentation en pourcentage ne se traduit pas par une augmentation du nombre de
lymphocytes B en valeur absolue (1,6.107+8,8.10° dans le groupe MAE versus 1,5.10
+4,7.10° dans le groupe MAE rapamycine 1mg/kg (figure 2).

L’ensemble de ces résultats sont en faveur d’un effet lymphopéniant de la rapamycine

uniquement sur le compartiment lymphocytaire T.

De plus, nous avons étudié le phénotype d’activation des T en analysant les marqueurs
d’activation CD69 (figure 2). Contrairement a nos attentes, nous observons une augmentation
significative du pourcentage de T activés CD69" (CD3'CD69") dans le groupe MAE
rapamycine 3mg/kg (11,3 £2,8%) comparativement au groupe MAE (4,59 £0,7%, p=0,0006).
En plus des modifications quantitatives, nous avons cherché a déterminer I’effet de la
rapamycine sur les fonctions effectrices des Tconv. La méme observation a été faite avec les
T activés CD44" (MAE 1445,07 vs MAE rapamycine 16,1+4,45 ; p=0,5). Pour étudier ’effet

sur la fonction effectrice lymphocytaire du traitement, nous avons mesuré la production
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cytokinique lymphocytaire. La rapamycine ne modifie pas significativement le pourcentage
de T CD4+IL-17" a 1mg/kg (0,41% +0,27), ou 3mg/kg (0,81 +0,52). De méme, aucune
diminution significative de la sécrétion d’IFN-y par les CD4+ (figure 2) et les CD8" (figure
2) n’est observée avec les différents traitements.

Figure 2 : Rapamycine et répartition T
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IR drainants des groupes de souris MAE, le groupe MAE traité

par 1 ma/Ka et le aroupe traité par 3 ma/Ka (RAPA 3) p<0,01

, p<0,05**. Définition en cytométrie en flux des T activés CD69" a partir de lymphocytes

issus de ganglions drainant (CD3'CD4") d’une souris MAE (D) et RAPA 3 (E);

représentations groupées (F,). Définition des cellules effectrices Th-1 (CD3"CD4'IFNy")

et Th-17 (CD3"CD47IL-17") (G) a partir de lymphocytes issus de ganglions drainant

stimulés 4 heures in vitro par PMA-lonomycine. Représentation du pourcentage de T

effecteurs Th-1 (H) et Th-17 (1) parmi les T(CD3"CD4") dans les ganglions drainants.
Annalyses réalisées 10 jours aprés la derniére immunisation.




2. Effet de la rapamycine sur Treg:

Aucune différence de pourcentage de Tregs (CD3'CD4+CD25'FOXP3") parmi les
lymphocytes T CD3"CD4+ n’est observée entre les groupes MAE (11+1,3%) et MAE traités
par rapamycine 1mg/kg (9,4% +1,8) (figure 3). Contrairement au groupe recevant de la
rapamycine a 1mg/kg, le groupe & 3mg/kg présente une élévation significative du pourcentage
de Treg (14,9+1,2%, p=0,004) (figure 3). Ces résultats sont observés uniquement dans les
ganglions drainants. Le pourcentage de Treg dans la rate est sensiblement le méme quelque
soit le traitement administré. Les valeurs absolues du nombre de Treg ne sont pas modifiées
par les traitements dans les ganglions drainants. Ainsi les traitements par fortes doses de
rapamycine (3mg/kg) permettent une augmentation significative de la fréquence des Tregs
uniquement dans les ganglions drainants.

Spécifiqguement dans le compartiment T activés CD69", on observe une augmentation de
la proportion de Treg. Ce compartiment représente 24% de ce compartiment chez la souris
MAE et augmente a 52% dans le groupe MAE traité a la posologie de 3 mg/kg. Ces
modifications suggérent une modification de 1’équilibre de la balance Treg : Tconv activés.
De plus, nous avons observé que les Treg étaient plus activés avec le traitement par
rapamycine comparativement au groupe MAE (58+12% vs 35+7% de Treg CD44") (figure
3).

Nous avons analysé ’effet de la rapamycine dans le muscle des souris traitées dans
I’hypotheése d’un enrichissement en Treg dans le compartiment cellulaire. Cependant, étant
donné la faible importance de I’infiltrat inflammatoire chez les souris MAE traitées par
rapamycine il n’a pas été possible d’évaluer le pourcentage de Treg dans ces infiltrats. Il est &
noter que 'infiltrat inflammatoire lymphocytaire T des souris MAE est constitué¢ a 20% de
cellules FoxP3".

Nous avons aussi testé la fonction Treg et pu observer que les Treg issus des organes
lymphoides secondaires des souris MAE traitées par rapamycine a 3 mg/kg, n’avaient
d’altération de fonction comparativement a ceux des souris MAE comme [’atteste le résultat

des tests de suppression.
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Figure 3 : Treg et rapamycine au cours de la MAE
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3. Effet de la rapamycine sur le trafic ganglionnaire des T :

Nous avons analysé enfin, I’effet de la rapamycine sur le trafic ganglionnaire
lymphocytaire T. En effet, nous avons été surpris d’observer une élévation du pourcentage de
T activés dans le ganglion drainant des souris MAE traitées par la rapamycine alors que cette
molécule est supposée inhiber leur division. Nous avons donc analysé 1’intensité d’expression
membranaire du récepteur au chimiokine CCR7 permettant 1’adressage ganglionnaire

lymphocytaire T dans la sous population T activée définie par I’expression forte de CD44.

Dans cette population T CD44" du ganglion drainant, nous avons distingué les Treg
des Tconv. L’intensité de 1’expression de CCR7 est significativement plus forte que ce soit a
la surface des Tconv activés ou des Treg dans le groupe de souris MAE rapamycine
comparativement au groupe MAE (Figure 4).

Puisque le niveau d’expression de CCR7 est régulé par le facteur de transcription
KLF2, nous avons mesuré par RT-PCR son niveau d’expression intra-cellulaire. Ces analyses
ont permis de montrer qu’il existait une augmentation du niveau d’expression de KLF2 dans
les Tconv CD44" ganglionnaires issus de souris MAE rapamycine comparativement au
groupe MAE. Il est a noter que ce résultat n’a pas été observé dans la sous population Treg.
Cependant il faut souligner que cette expérience analysant le niveau d’expression de KLF2,
n’a été réalisée qu’une fois. Il s’agit de données préliminaires qui sont en cours de

confirmation.

Ensemble, ces résultats suggerent que la rapamycine induit une augmentation de
I’expression de CCR7 a la surface des T et ainsi leur adressage ganglionnaire, augmentation
qui serait dépendante de la voie KLF2. Ces modifications de molécules d’adressage peuvent
suggerer que la rapamycine modifierait le trafic lymphocytaire des T activés en les bloguant

dans les ganglions drainants, les empéchant ainsi de migrer vers le tissus cible musculaire.
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Figure 4: Rapamycine et adressage ganglionnaire
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1. Traitement curatif

Apres avoir montré I’efficacité de la rapamycine en traitement préventif nous avons testé

I’effet de la rapamycine en traitement curatif.

1.Effet clinique et histologique des traitements

Le traitement curatif commence le lendemain de la derniére immunisation (J+15) et dure
10 jours. Les souris regoivent chaque jour par gavage 1mg ou 3mg de rapamycine dans 200uL
d’eau, les souris témoins regoivent 200uL d’eau.

La force musculaire dans le groupe rapamycine 1 mg/kg (58 £57s, n=20) n’est pas
différente comparativement au groupe MAE (44.29 +£42s, n=7). Le traitement par rapamycine
3mg (92,5 +85s, n=20 ; p<0,01) augmentent la force musculaire de fagon significative.

Ces résultats sont concordants avec les résultats histologiques. Le score du groupe
rapamycine 1mg (score de 2,9+0,7, n=8) n’est pas différent de celui du groupe MAE (3,3
+1,0 ;n=20). En revanche 1’augmentation de la rapamycine a 3mg (score de 1,8+0,5 ; n=20;

p<0,05) s’accompagne d’une amélioration significative des scores.

L’ensemble de ces résultats, montre que le traitement curatif par la rapamycine permet

une diminution significative de la sévérité de la MAE qu’a la posologie de 3mg.
2.Immunomodulation et bénéfice sur les lymphocytes T régulateurs

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes impliqués dans 1’amélioration
observée afin de les comparer aux résultats préventifs.

La baisse du nombre de lymphocytes dans les ganglions drainants des groupes rapamycine
3mg/Kg (16 +6,8.10°; n=20) comparée au groupe MAE (20 +4,9; n=20; p <0,05) est
significative. On observe aussi une augmentation modeste augmentation non significative des
Tregs (CD3'CD4+CD25'FoxP3") dans le groupe rapamycine 3mg/Kg (13 +1,4% ; n=20)
comparé au groupe MAE (10,3% +1,4 ; n=20 ; p<0,05)
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Figure 5 : Effet Curatif de la rapamycine
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Article 2

Systemic Treg deficiency with a Thl and not Th17 signature in Inclusion Body Myositis
soumis (brain)

Apreés avoir étudié le réle des Treg dans un modéle murin de myopathie auto-immune
et leur potentiel thérapeutique, nous nous sommes attachés a étudier leur réle en pathologie
humaine. Nous avons choisi en particulier d’étudier leur réle au cours de la MI pour plusieurs
raisons.

Comme nous ’avons vu, la MI partage avec la PM/MC les mémes caractéristiques
« dysimmunitaires » que nous avons reproduites au cours de la MAE. Pour autant la
participation du systéme immunitaire dans la progression de la maladie reste controversée,
méme si des observations cliniques suggérent qu’une forte immunosuppression pourrait
arréter la progression de la maladie. Ainsi, il nous a paru important de mieux décrire les
caractéristiques de la réponse inflammatoire et en particulier du réle des Treg au cours de la
MI afin de proposer d’éventuelles thérapeutiques immuno-modulatrices ciblées pour une
pathologie qui reste aujourd’hui sans traitement. Ces nouvelles approches thérapeutiques
pourraient impliquer les Treg comme 1’ont suggéré les travaux que nous avons menés chez

[’animal.

Nous avons donc étudié la réponse immunitaire systémique chez 22 patients
présentant une M1 définie en analysant le phénotype lymphocytaire en cytométrie en flux et le
profil de sécrétion sérique cytokinique par dosage Luminex®. Ces données ont €té comparées
a celles obtenues chez 22 patients contrdles appariés sur 1’age et le sexe. Cette étude a été

complétée par une analyse histologique des biopsies musculaire des patients MlI.

L’analyse des résultats a permis de montrer une augmentation du pourcentage de
lymphocytes T mémoires a différenciation terminale dans les compartiments CD4+ et CD8"
au cours de la MI. Cette modification de répartition lymphocytaire est associée a une
activation du systéme immunitaire en particulier dans le compartiment T CD4+.

L’analyse du profil cytokinique nous a permis de déterminer une orientation Thl de la
réponse, comme en témoigne en particulier 1’¢1évation de 1’IL-12 et des chimiokines Th1.

Cette orientation est en accord avec 1’observation de la forte augmentation de T CD8 IFNy"
chez les patients MI. Il faut souligner que cette population est principalement constituée par
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les T CD8" mémoire a différenciation terminale caractérisés par la perte de I’expression du
CD28.
A T’inverse, I’analyse en cytométrie en flux et I’analyse cytokinique ne suggere pas

une orientation de la réponse vers une différenciation Th2 ou Th17.

Dans un second temps, nous avons analysé quel était 1’état du compartiment Treg.
L’analyse a permis de montrer qu’il existait une diminution du pourcentage systémique de
Treg chez les patients MI. Nous avons pu observer que cette diminution portait
principalement sur la sous-population Treg activés. Cependant avant de conclure a deficit en
Treg, nous avons analysé les Treg dans le compartiment musculaire. Nous avons alors
constaté que les Treg ¢étaient présents dans le muscle des patients et qu’ils représentaient
presque 20% des T musculaires. Ces analyses quantitatives ont été complétées par des
analyses qualitatives des Treg dont I’activité a été mesurée in vitro par des tests de supression.
Ces tests ont pu montrer que les Treg sanguins de MI fonctionnaient de la méme maniére que

les Treg sanguins des controles. .

Enfin, nous avons analysé I’ensemble de ces données au moyen d’outils statistiques
permettant des analyses groupées et permettant de dégager une « signature » immunologique.

Les résultats ont montré qu’il existait une signature Th1l au cours de la MI. De plus,
ces analyses ont permis de montrer qu’un nombre restreint de paramétres (n=7) pouvait
discriminer les malades des contr6les. Cette signature composée principalement de parametres
Thl permet d’envisager ce type d’approche comme test diagnostic non invasif pour le

diagnostic de la MI.
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Abstract:

Introduction: Sporadic inclusion body myositis (sIBM) is an inflammatory myopathy
characterized by CD8" cytotoxic T cell infiltrates and amyloid deposits. Regulatory T cells
(Treg) are key regulators of immune responses. We analysed Treg numbers and functionality,
and 54 immunological parameters, in sSIBM patients and age-matched healthy controls.
Method: We studied 22 patients with definite sIBM (mean age 70.1 y) and 22 controls
matched for age and sex. None of the patients or controls was receiving immunosuppressants.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were analyzed by flow cytometry, and
concentrations of 25 cytokines and chemokines were determined by multiplex assay. Muscle
biopsies of 8 patients were examined by immunohistochemistry for the presence of Tregs.
Results: Relative to the controls, the blood of sIBM patients contained higher mean
percentages of activated CD4" T cells (16.2+13% vs 8.7+4.6%; p=0.03) and terminally
differentiated CD8'CD28" T cells (61+23.9% vs 44+20%, p=0.023). The mean percentage of
CD3"CD8'IFNy" cells was also higher in sIBM patients (60.8+18% vs 45.8+16%; p=0.01),
while the mean percentage of CD3"CD4"IL-17" cells was not significantly different between
the groups. Relative to the controls, sSIBM patients had higher serum concentrations of 1L-12
(301.36+142.08 pg/ml vs 154.25+-28.41 pg/ml, p=0.0002) and of the Th-1 chemokines
CXCL-9 (18612 pg/ml vs 13+7 pg/ml, p<0.0001) and CXCL-10 (187462 pg/ml vs 1316
pg/ml, p<0.0001). Average linkage hierarchical clustering analysis showed that the subjects
segregated into two groups on the basis of a selected Th-1 signature. Leave-one-out cross-
validation correctly classified the patient/control origin of 38 (87%) of the 44 samples.
Conclusion: SIBM is associated with Th-1-type immune activation and with a reduced
percentage of Tregs in the peripheral compartment. Tregs are also present in muscle infiltrates

but seem unable to control local inflammation.
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Introduction:

Sporadic inclusion body myositis (sIBM) is a slowly disabling disease (Benveniste et al.
2011), and the most common acquired inflammatory myopathy in subjects over 50 years old
(Griggs et al., 1995).

The pathophysiology of sIBM is unclear. Histological analysis of muscle suggests that two
distinct phenomena co-exist, namely inflammation (myositis), and muscle degeneration with
fiber vacuolization, and accumulation of intramuscular-fiber multiprotein aggregates
(inclusion bodies) mainly composed of amyloid-b and p-tau (Askanas et al, 2008). The
relative pathophysiological importance of the two phenomena is controversial (Greenberg,
2009).

Conventional immunosuppressive drugs are rarely effective in sSIBM (Benveniste et al. 2011).
Nevertheless, major T cell depletion induced by anti-T-lymphocyte globulin (Lindberg et al.,
2003) or alemtuzumab (Dalakas et al., 2009) can slow the disease course, and reconstitution
of the T cell compartment has been linked to disease flares (Dalakas et al., 2009), showing the
involvement of adaptive immune responses in disease progression. There is also evidence of
an autoimmune process: sIBM is associated with certain human leukocyte antigen (HLA)
gene profiles (Lampe et al, 2003). and one-third of sIBM patients have associated
autoimmune diseases (Badrising et al, 2004) and/or autoantibodies (Koffman et al, 1998).
Upregulation of class I major histocompatibility complex (MHC) molecules on the surface of
sIBM muscle fibres, and muscle infiltration by oligoclonal cytotoxic CD8" T cells (Dimitri et
al, 2006), which can release perforin and granzyme A (Orimo et al, 1994 ), strongly suggest a
role of muscle autoimmune attack in the pathogenesis of SIBM.

Adaptive immune responses are modulated by several subsets of CD4" T cells (Th1, Th2 and

Th17), which produce distinct sets of cytokines. Data obtained with animal models of

141



autoimmune disease, and confirmed in humans, support the involvement of Th1 and/or Th17
cells in the induction of auto-immune diseases (Bettelli et al., 2008).

Natural regulatory T cells (Treg) play a key role in autoimmunity. For example, the absence
of Tregs due to mutations in the Foxp3 gene, which codes for a key transcription factor
governing Treg differentiation, causes multiorgan autoimmune disease in Scurfy mice and in
humans with the IPEX syndrome (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy,
X-linked syndrome). Furthermore, Treg depletion at any time in life rapidly causes
autoimmunity in mice (Lahl et al., 2007). Finally, many autoimmune diseases have been
linked to quantitative or functional Treg defects (Sakaguchi et al., 2008), but such defects
have not yet been investigated in sIBM. We therefore analysed T helper and Treg subsets in
the peripheral blood and muscle infiltrates of sIBM patients who were not receiving
immunosuppressive or immunomodulatory drugs, by comparison with age-matched healthy

controls.

Patients and Methods

Patients

We studied patients with definite sSIBM based on pathological criteria (Griggset al., 1995),
including inflammatory infiltrates with rimmed vacuoles and amyloid deposits shown by
TDP43 (ProteinTech Group) and P62 (clone: 3/P62 LCK ligand, BD Bioscience)
immunostaining (Askanas et al.,, 2011). None had received immunosuppressive or
immunomodulatory drugs during the 6 months before inclusion in the study. As physiological
modifications of the immune system occur with age (immunosenecence), control subjects
were matched for sex and age. The controls were free of inflammatory/autoimmune diseases,
bacterial, viral (HVC, HBV, HIV) and fungal infections, had no past history of cancer or

active cancer, and were not receiving immunosuppressive or immunomodulatory drugs.
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Blood samples were obtained from all the patients and controls, and available frozen
diagnostic biopsies were also studied. The institutional review board approved the study
protocol, and all the patients were enrolled after giving their written informed consent

(NCT00898989).

Flow cytometry

Numbers (cells/ul) of total lymphocytes, CD3+, CD4+ and CD8+ T lymphocytes, CD19+ B
cells and CD3-CD56+ NK cells were determined in fresh blood, using CYTO-STAT
tetraCHROME kits with Flowcount fluorescent beads as internal standards. A FC500
cytometer and Tetra CXP software were used according to the manufacturer’s instructions
(Beckman Coulter, Villepinte, France).

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Hypaque density
gradient centrifugation. PBMCs were washed twice in PBS containing 2% fetal calf serum
and counted before labelling. Flow cytometric analysis of lymphocyte subpopulations used a
panel of monoclonal antibodies (see below). Briefly, cells were incubated in PBS containing
2% FCS and the appropriate antibodies at 4°C for 20 min, washed in PBS containing 2%
FCS, then fixed in PBS containing 1% paraformaldehyde before analysis. Monoclonal
antibodies (mAbs) directly conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin
(PE), phycoerythrin-Texas Red (ECD), allophycocyanin (APC) or phycoerythrin-cyanin 7
(PE-Cya7) were used to label the following cell-surface proteins: CD3, CD4, CD16, CD8,
CD19, CD20, CD45RA, CD45R0O, CD56 (all from Beckman Coulter, Villepinte, France),
CD4, CD25, CD28, CD62L, HLA-DR (BD Biosciences, Le Pont De Claix, France), and
CCR6 (eBiosciences, Paris, France). Irrelevant antibodies of the respective isotypes were used
as negative controls. Intranuclear FOXP3 labelling was performed after CD3, CD4, CD127

and CD25 membrane staining, using the APC anti-human FoxP3 kit (clone PCH101,
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eBiosciences) according to the manufacturer’s instructions. Rat 1Gg2a APC was used as
isotype control (eBiosciences,).

For the detection of intracellular cytokine production, PBMC were stimulated with 50 ng/ml
PMA and 1 mM ionomycin in the presence of Golgi-Stop (BD Biosciences) for 4 h, then
stained with anti-IFN-y-FITC (eBioscience) or anti-1L-17-Alexa Fluor 647 (e-Bioscience)
after fixation and permeabilization, as recommended by the manufacturer.

Cell acquisition and analysis by flow cytometry were performed with an FC500 cytometer
(Beckman Coulter). Instrument settings (gains, compensations, and threshold) were set with
the assistance of the device software (CXP Software; Beckman Coulter), and calibration
beads were acquired simultaneously (Flow-set beads, Cytocomp kit, and CYTO-TROL
Control Cells). Reproducibility was verified with standardized beads (Flow-check). Data were

analyzed with CXP software (Beckman Coulter).

T cell suppression assays

T cell suppression assays were performed as previously described (Guillot-Delost et al.,
2008). Briefly, PBMC were stained with appropriate combinations of mAbs in order to isolate
CD3'CD4'CD25*CD127"" cells (FACS-sorted Tregs) on a FACS Aria flow cytometer (BD
Biosciences). To measure their suppressive activity, Tregs were placed in round-bottomed 96-
well tissue culture plates at various ratios (1/1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16) with 5x10* autologous
CD4+CD25- responder cells in the presence of 10* irradiated (15 Grays) allogeneic PBMC as
stimulator cells in 200 uL of complete culture medium. The latter consisted of RPMI 1640
medium (Invitrogen Corporation) supplemented with 10% human AB serum (hSAB
purchased from Etablissement Francgais du Sang, Paris, France), 2 mM L-glutamine, 100

U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (Invitrogen Corporation).
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Autologous CD4°CD25 cells were obtained by negative selection of FACS-sorted cells.
After 4 days, cell proliferation was determined in terms of tritiated thymidine incorporation (1
pCi 3H-Tdr, Amersham, Buckinghamshire, UK) for an additional 16 h, as measured with a [3-
counter (Counter-WALLAC). Results were expressed in counts per minute, and inhibition of
proliferation was determined as follows: proliferation of effector cells without

Tregs/proliferation of effector cells with Tregs.

Cytokine and chemokine assays

Concentrations of 25 cytokines and chemokines (GM-CSF, IFN-a, IFN-y, IL-1RA, IL1p, IL-
2, IL-2r, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 , IL-13, IL-15, IL-17, CXCL-10, CCL-2,
CXCL-9, CCL-3, CCL-4, CCL-5 and TNF-a) were measured in serum and culture
supernatants by using the Human Cytokine 25-Plex assay (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) as recommended by the manufacturer. All assays were done twice in two independent

experiments, with equivalent results.

Histology and immunohistochemistry

CD4", FOXP3" and IL-17" cells were detected in muscle biopsy samples by
immunohistochemistry on frozen sections. Serial sections 10 um thick were fixed in acetone
at -20°C for 10 minutes, washed with phosphate buffered saline (PBS), blocked with 10%
normal goat serum (G9023; Sigma) in antibody diluent (S3022; Dako) for 30 minutes to
minimize non specific binding, and then incubated with anti-CD3 (Dako clone 4B12), CD4
(Dako clone MT-310), FoxP3 (eBioscience, clone 236A/E7) or IL-17 (R&D system Clone
AF-317-NA) antibodies overnight at 4°C. Immunostaining was revealed by adding enhanced
horseradish peroxidase-conjugated streptavidin and a chromogenic substrate. Each serial

section was fully examined and all positive cells were counted.
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Double immunofluorescence was used to analyze FoxP3" and CD4" cell co-localisation.
Frozen acetone-fixed sections were blocked with avidin/biotin blocking reagent (SP-2001,
Vector Laboratories) for 15 minutes, followed by 10% goat serum (30 minutes), and were
then incubated with mouse monoclonal anti-FoxP3 (1:50) and rabbit polyclonal anti-CD4
(1:100, Abcam®) antibodies overnight at 4°C. Sections were then incubated with Alexa Fluor
(AF) 555 goat anti-mouse 1gG (L + H) and AF 488 goat anti-rabbit IgG (L + H) secondary
antibodies (both diluted 1:400, Invitrogen) for 60 minutes at room temperature. Nuclei were
counterstained in blue with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). The sections were mounted on
slides and observed with a Leica TCS-SP (UV) confocal microscope at the MSSM-Microscopy

Shared Resource Facility.

Statistical analysis

Lymphocyte subpopulations were measured by flow cytometry and serum cytokine levels
were quantified with the Human Cytokine 25-Plex kit (Invitrogen) in 22 sIBM patients and 22
controls.

Missing data were imputed, within each group, by the k-nearest neighbour method. For
normalization, Luminex data were first logl0 transformed, and then all data were
standardized by subtracting the mean and dividing by the standard deviation. Student’s test
was used to identify biomarkers differentially expressed between the two groups, with a
cutoff of p <0.05. This test was combined with the Benjamini and Hochberg False Discovery
Rate method (g-values < 0.05). Selected datasets, composed of differentially expressed factors
as determined above, were analyzed by hierarchical clustering using the Euclidean distance
and complete linkage method, and by principal components analysis (PCA). Based on the
statistically significant cytokine vectors (i.e. signature) obtained above, we built a model to

predict the membership of a test sample to the patient or control group. For this purpose, a

146



stepwise procedure against each response variable (clinical groups) was used to statistically
assess the predictive power of our signature. As our intention was to evaluate how well a
linear combination of variables explained the difference between the classes of our data,
linear discriminant analysis (LDA) models seemed best suited. Leave-One-Out cross-
validation was used to estimate the accuracy of the predictive model. Using LDA, we
estimated the coefficients associated with each factor composing the signature, each
coefficient describing the size of the predictor contribution to the classification. These
coefficients were then used to generate a multivariate score summarizing the expression
pattern of the signature. All data-processing steps and statistical and multivariate analyses

used R software (http://www.r-project.org/).
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Results

Increased frequencies of circulating late effector memory T cells in sSIBM patients
Twenty-two sIBM patients and 22 controls were included in the study (12 males, 32 females;
mean age 719 years).

The average total blood lymphocyte count did not differ between the sIBM patients and
controls (1660+£518 vs 1703595 cells/ul, respectively). Likewise, the two groups had similar
proportions of CD3" T cells (75.59 trop de décimales+10.0% vs 76.15+9%), CD19" B cells
(4.3+10.4% vs 9.45+3.9%), CD3'CD56" NK cells (10.3+6.4% vs 10.5+6.0%), and CD4/CD8
T cell ratios. Absolute numbers of CD4" and CD8" T cells, B cells and NK cells were also
similar in the two groups (data not shown).

In the T cell compartment, the percentage of naive CD4" T cells
(CD3"CD4"CD45RA'CD62L") was similar in the patients and controls ((26.05+18.1% and
28.5+15.3%, respectively; p=0.4) (Figure 1). The percentages of central memory CD4" T cells
(CD3"CD4"CD45RACD62L") and early effector memory T cells (CD3"CD4"CD45RA
CD62L") were also similar (respectively 45.7+£9.6% and 19.5+9.2% in sIBM patients vs
47.4+14.3% and 20.5+9.1% in controls; p=0.5 and p=0.7, Figure 1), whereas the percentage
of late effector memory CD4" T cells (CD3"CD4 CD45RACD62L") was higher in the sIBM
patients (4.6+4.6% vs 1.5+1.3%; p=0.05, Figure 1).

In the CD8+ T cell compartment (Figure 1), sIBM patients had a lower percentage of early
effector memory CD8" T cells (CD3"CD8"CD45RA CD62L") and a higher percentage of late
effector memory CD8" T cells (CD3"CD8"CD45RACD62L") than the controls (17.7+11% vs
28.7£12.4%, p=0.003; and 52.2+20.7% vs 29.2+17.5%, p=0.0005, respectively). The
percentages of central memory CD8" T cells (CD3"CD8'CD45RA CD62L") and naive CD8"
T cells (CD3"CD8'CD45RACD62L") were similar in the sIBM patients and controls

(12.2+7.8% vs 15.1+9.4%; p=0.3; 19.3£11.2% vs 19.948.9%; p=0.5) (Figure 1).
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Expression of the activation marker HLA-DR was more frequent on CD4" T cells from
sIBMs patients than controls (16.2+13% vs 8.7+4.6%; p=0.034). HLA-DR expression on
CD8+ T cells was similar in the patients and controls (data not show) but a higher percentage
of CD3"CD8CD28 T cells was found in the patients than in the controls (63.2+12.5% vs
43.5+23.5%; p =0.001). Conversely, CD28 expression on CD4 T cells was not significantly

different between the patients and controls (5.9+7.8% vs 6.1+7.8%; p=0.4).

Elevated serum levels of Th1l cytokines and chemokines in sSIBM patients

Serum levels of cytokines involved in inflammation, such as IL-1p, IL-6, TNFa and IL2-RA
were similar in sIBM patients and controls (data not shown). IL1-RA levels were higher in
sIBM patients than in controls (323+187 vs 87+28 pg/ml; p<0.0001). Likewise, levels of the
proinflammatory chemokine CCL-2 were higher in sIBM patients (649+149 vs 452+170
pg/ml; p=0.025), whereas levels of CCL-3 (28+65 vs 8.9+14 pg/ml; p=0.01), CCL4 (74+57 vs
48+29 pg/ml; p=0.003) and IL-8 (131+179 vs 17+42 pg/ml; p<0.001) were significantly
lower (Figure 3).

We then investigated the lineage engagement of the immune response according to
chemokine and cytokine production.

We first assayed chemokines involved in lymphocyte homing to inflammatory tissues. The
patients had higher levels of the Thl chemokines CXCL-9 (186+12 pg/ml vs 137 pg/mi;
p<0.0001) and CXCL-10 (187+62 pg/ml vs 13+6 pg/ml; p<0.0001) (Figure 3). Significantly
higher levels of IL-12 (figure 3), a Thl cytokine, were also found in the serum of sIBM
patients (261+138 pg/ml vs 88+19 pg/ml; p<0.0001). Furthermore, serum levels of IL-12
correlated strongly with those of CXCL-9 (r?=0.87; p<0.001) and CXCL-10 (r’=0.87;
p<0.001). A strong correlation between IL-12 and IL-RA levels was also observed (r*=0.92;

p<0.001).
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Th1 polarization and lack of Th17 deviation in sIBM

After ex vivo stimulation of CD4" T cells with PMA-ionomycin, the percentage of
CD4'INFy" T cells was not different between the patients and controls (12.9+6% vs
10.8+5.8%), whereas the percentage of CD3"CD8'INFy" T cells was higher in the patients
than in the controls (60.8+18% vs 45.8+16%; p=0.01) (Figure 2).

Because of this marked increase in the CD28'CD3"CD8" T cell percentage, we investigated
whether these cells were prone to produce IFN-y upon stimulation. Indeed, CDS'IFNy" T
cells in sIBM patients were composed of 45.6+18.5% CD28" cells and 13.5+9.9% CD28"
cells (p<0.0001, figure 2).

We observed no difference in the levels of Th2 cytokines such as IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13,
either in serum or after ex vivo stimulation (data not shown).

Serum levels of IL-17 (40+6 pg/ml vs 39+8 pg/ml) and the percentage of CD4"CCR6'IL-17"
cells among stimulated CD4 T cells (0.26+0.14% vs 0.29£0.17%) did not differ between the
sIBM patients and controls (Figure 4). IL-17" cells were detected within muscle infiltrates in
only 5 of the 12 sIBM patients tested. Among these 5 patients, 2.5+1.6% of CD4" cells were

positive for IL-17.

Decreased frequency of circulating Treg in sIBM, but with normal suppressive function

We then examined the role of Tregs in the immune response in sIBM patients. We observed a
lower percentage of natural Tregs (defined as the CD25"CD127'FOXP3" subpopulation of the
CD4" T cell compartment) in sIBM patients than in controls (5.2+1.1% vs 6.9+1.7%; p=0.01,
figure 5). Because FoxP3 can be transiently expressed by activated CD4" T cells (Chi et al.,
2007), we also analysed Tregs for CD45RA and CD25 expression (figure 5). Using this
strategy, it is possible to distinguish activated conventional T cells (CD3'CD4"

CD25'CD45RA") from Tregs (CD3"CD4* CD25"™) and also to distinguish activated Tregs
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(aTreg: CD3'CD4'CD25"™CD45RA) from resting Tregs (rTreg: CD3'CD4"
CD25"CD45RA") (Miyara et al., 2009). We observed a lower percentage of aTregs among
CD4+T cells in sIBM patients than in controls (0.9£0.3% vs 1.4+0.4%; p=0.0003, Figure 4),
whereas no difference in rTregs was found (1.3£0.6% vs 1.4+0.6%).

Foxp3™ Treg deficiency in the peripheral CD4" T cell compartment may be due to migration
to inflamed tissue (in this case, muscle). We therefore examined the presence of Foxp3™ cells
within muscle (figure 5). FoxP3" cells were present in muscle infiltrates in all 8 sIBM patients
tested, where they represented 18.7+7.4% of all CD4" cells. To confirm the co-expression of
FoxP3 and CD4 by cells infiltrating muscle, we used double immunoflurorescent staining
(figure 5) and found that FoxP3" cells co-expressed CD4.

Treg functionality was then tested in a suppression test. The suppressive effect of Tregs from
sIBM patients on the proliferation of autologous CD25CD4" T cells was similar to that
observed in controls (Figure 5; n=4). Interestingly, the percentage inhibition of proliferation
was slightly higher in sIBM patients than in controls at Tyeg/Ters ratios of 1/4 and 1/8
(93.7£2.9% and 77.9£7.1% vs 76.3x13% and 62.6+15.4%, respectively), suggesting that

Tregs are more activated in sIBM patients than in controls.

Highlighting of the Th 1 signature in sIBM by clustering methods

Values of 17 of the study parameters were significantly different between the patients and
controls (Figure 6). As mentioned above, most of these parameters we studied are involved in
Th-1-type immune responses. Average linkage hierarchical clustering analysis showed that
the subjects segregated into two groups on the basis of the selected Th-1 signature (Figure 6).
Leave-one-out cross-validation correctly classified 38 of the 44 samples (82.6% accuracy) as

deriving from sIBM patients or healthy controls.
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After Benjamini-Hochberg correction, 7 cytokines or chemokines remained significantly
different, comprising increased CXCL-9, CXCL-10, IL-12, CCL-3 and IL-1RA levels and
decreased CCL-3 and IL-8 levels. Interestingly, 3 of the 5 elevated soluble factors were Th-1
cytokines and chemokines. These 7 cytokines and chemokines improved the segregation of
the two groups (Figure 6): leave-one-out cross-validation correctly classified 39 of the 44
samples (88.6% accuracy) as deriving from the sIBM patients or healthy controls.

Unsupervised principal components analysis of the 7 cytokines and chemokines in each
individual in the two groups showed that sIBM patients could be segregated from the controls
on the basis of the selected signature (Figure 6), with only 2 misclassified subjects (1 sIBM

patient and 1 control).

Discussion

This study shows that sIBM patients have elevated numbers of late memory T cells exhibiting
increased HLA-DR expression in the peripheral CD4" T cell compartment, and a loss of
CD28 expression in the peripheral CD8" T cell compartment. In addition, CD4" cells showed
Thl commitment. Polarization towards a Th17 immune response was not observed.
Moreover, Tregs were found within sIBM muscle infiltrates, and the percentage of peripheral
Tregs was lower than in age-matched controls. The latter cells were functional and remained
able to suppress effector T cells.

The naive/memory distribution of T cells has previously been reported in sIBM patients
(Dalakas et al, 2009) but had never been compared with that of age-matched healthy controls.
The most important difference between the patients and controls concerned CD8" T cell
subpopulations, with an increased percentage of late effector memory CD8" T cells. Late

effector memory T cells are characterized by loss of CD28 (Appay et al., 2008). Accordingly,
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we observed a higher frequency of CD8"CD28 T cells in sIBM patients than in controls,
whereas CD4'CD28" T cell numbers were similar. An increased frequency of CD8'CD28™ T
cells was recently described in sIBM patients by Pandya et al (Pandya et al. 2010), but we
failed to confirm the increase in CD4"CD28™ T cells observed by these authors. One possible
explanation is that the controls were younger than the sIBM patients in Pandya’s study (54 vs
76 years). We used age-matched controls, as aging is known to be associated with a loss of
CD28 on CD4" cells (Posnett et al., 1994). Furthermore, we found that CD8'CD28 T cells
were more prone to produce INF-y than CD8'CD28" T cells. Together, these results point to a
pathogenic role of CD8"CD28T cells in sIBM, in keeping with the reported predominance of
CD8'CD28 T cells within sIBM muscle infiltrates (Pandya et al., 2010). This loss of CD28
expression in sIBM could be due to chronic antigenic stimulation, as observed in chronic viral
infections due to HIV (Vingerhoets et al., 1995) and CMV (Khan et al., 2002). Alternatively,
it could be secondary to a viral infection triggering an autoimmune response, or to chronic
immune stimulation by muscle autoantigens or degenerative proteins.

CXCR3-mediated CD4" and CD8" memory T cell migration to inflamed tissues is under the
control of CXCL-9 and CXCL-10, two INF-y-inducible chemokines involved in Thl immune
responses (Lacotte et al., 2009). Increased CXCL-9 and CXCL-10 expression has been
observed in autoimmune settings such as systemic lupus erythematous (Wenzel et al., 2005)
and rheumatoid arthritis (Ruth et al., 2001). We also observed increased CXCL-9 and CXCL-
10 levels in the serum of sIBM patients. Other authors have reported increased CXCL-9 and
CXCL-10 expression, associated with strong CXCR3 expression, on the majority of muscle-
infiltrating T cells in sIBM patients (De Paepe et al., 2007; Baird et al., 2008; De Paepe et al.,
2005). We also observed elevated IL-12 levels in the serum of sIBM patients, as previously
reported in the muscle compartment of sIBM patients (Baird et al., 2008). Together, these

data point to the involvement of these chemokines in muscle homing of lymphocytes engaged
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in a Thl immune response. Indeed, cluster analysis showed that the Th-1 signature segregated
our sIBM patients from the controls. Targeting these chemokines with monoclonal antibodies
might have therapeutic potential.

We did not observe Th17 polarization in the blood of sIBM patients, and only 5/12 patients
had a few IL-17" cells in inflamed muscle specimens. These findings argue against an
important pathophysiological role of Th17 cells in sIBM. A few IL-17" cells were also
observed in muscle biopsies from some but not all dermatomyositis and polymyositis patients
(Page et al., 2004). By comparison, IL-17 immunoreactivity has been reported in 79% of T
cells in acute lesions and 73% chronic active lesions in patients with multiple sclerosis (John
S. Tzartos et al 2008).

We also observed signs of innate immune system activation. First, we found significantly
elevated levels of CCL-2, which has a role in monocyte homing. This is in line with the
presence of macrophages and significantly increased CCL-2 expression in sIBM muscle
specimens (Liprandi et al., 1999). We observed no elevation of serum levels of
proinflammatory cytokines such as IL-13 and TNF-o, which are both strongly expressed in
sIBM muscle (Dastmalchi et al., 2008; Schmidt et al., 2008). The normal circulating levels of
IL-1 and TNF-o found here, contrasting with the reportedly high expression of these
cytokines in sIBM muscle, may be due to weak release from muscle to the bloodstream.
Nevertheless, we observed increased serum levels of CCL-2 and IL1-RA, in keeping with the
reported over-expression of these soluble factors in sSIBM muscle (Baird et al., 2008). IL-1RA
is a physiological inhibitor of IL-1, and an increase in IL-1RA may reflect an ongoing process
aimed at limiting innate immune system activation.

Finally, we studied the role of Tregs, which play a key role in the control of immune

responses and especially in peripheral immune tolerance.
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We observed for the first time a significantly lower percentage of Tregs in the blood of sIBM
patients compared to healthy controls. A decrease in FoxP3™ cells has also been observed in
other forms of myositis, including dermatomyositis and polymyositis (Banica et al., 2009;
Antiga et al., 2010), as well as in other autoimmune diseases such as Guillain Barré syndrome
(Chi et al., 2007), systemic lupus erythematosus (Zhang et al, 2008) or myasthenia gravis (Li,
et al., 2008). Nevertheless, Foxp3 expression alone is not sufficient to identify human Tregs,
especially in inflammatory conditions, as Foxp3 can be expressed by, activated T cells that do
not display suppressive functions (Wang et al., 2000). Human Foxp3'CD4" T cells are
composed of phenotypically and functionally distinct subpopulations, namely
CD45RACD25" cells (resting Tregs, corresponding to CD45RA Foxp3™ cells) and CD45RA
CD25™" cells (activated Tregs corresponding to CD45RA'Foxp3™), which both have
suppressive activity in vitro. In contrast, CD45RA'CD25" cells (corresponding to CD45RA
Foxp3™) are non suppressive T cells (Miyara et al., 2009). We observed significantly lower
numbers of activated Tregs in sIBM patients than in controls, suggesting a systemic Treg
deficiency. This could be due to a global quantitative Treg deficiency or to Treg migration
from the periphery to inflamed muscle. Indeed, we detected Foxp3™ cells in muscle biopsies
from all the sIBM patients tested. These Foxp3™ cells were also recently observed in muscle
infiltrates of sIBM patients (Waschbisch et al., 2010), as well as in dermatomyositis and
polymyositis. As stated above, some Foxp3™ cells may correspond to activated T cells, but in
this case Foxp3 expression is below the detection limit of immunohistological methods
(Miyara et al., 2009). Therefore, Foxp3 detection in fixed tissues would mainly identify
Foxp3™ cells corresponding to Tregs. On the other hand, muscle-infiltrating Tregs may not
come from the bloodstream but correspond to induced Tregs, as activated T cells can be

converted into Tregs in specific conditions (Chen et al., 2003).
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Tregs present within muscle infiltrates do not seem able to control the local autoimmune
reaction. We therefore examined Treg functionality in sIBM patients, as quantitative and/or
qualitative Treg defects have been observed in other autoimmune diseases. Low blood Treg
counts have been observed in acute Guillain Barré syndrome, but with no loss of function
(Chi et al., 2007), whereas impaired function has been observed in patients with multiple
sclerosis, who have no systemic Treg deficiency (Viglietta et al., 2004). We observed no
functional deficit of blood Tregs in sIBM patients, as shown in suppression tests. A functional
deficit of muscle-infiltrating Tregs cannot be excluded, but their numbers are too low for ex
vivo analysis.

Together, these data suggest that the systemic Treg deficit observed in sIBM may be due, at
least in part, to muscle homing.

In conclusion, we observed systemic immune activation with Thl polarization in sIBM
patients. This immune activation is associated with peripheral Treg deficiency, but Treg
function appears to be normal and Tregs are present in muscle. Therapeutic approaches

targeting effector Th-1 T cells and/or sparing or increasing Treg numbers might be of interest.
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Figure 1: Increase in late memory T cells in sIBM patients, with CD4 T cell activation:
Representative flow cytometric analysis showing the gating strategy used to define naive T
cells (CD45RA'CD62L+), central memory T cells (CD45RACD62L"), early activated
memory T cells (CD45RA'CD62L") and late activated memory T cells (CD45RA'CD62L")
among CD3'CD4'T cells, in one control (A) and one sIBM patient (B). The percentage of
each subpopulation among CD3"CD4" T cells is represented in the upper right quadrant.
Pooled data showing naive and memory CD4+ T cell subpopulations from IBM patients and
controls (C). The same strategy was used for the CD3'CD8'T cell compartment.
Representative flow cytometric analysis of CD8" T cells showing the gating strategy in one
representative control (D) and one representative sIBM patient (E). Pooled data showing
naive and memory subpopulations of CD4" T cells from IBM patients and controls (F).
Representative flow cytometry analysis showing activated T cell subpopulations
(HLADR'CD3"CD4") in one control (G) and one sIBM patient (H). Pooled data showing the
percentage of activated? among CD3+CD4+ T cells from IBM patients and controls (1).

Horizontal lines indicate means. *p<0.05, **p<0.0001.

Figure 2: Increased percentage of CD28'CD8" cells, which are prone to produce
interferon vy, in sSIBM patients. Representative flow cytometry analysis showing CD28 and
CD28'CD3*CD8" T cell subpopulations in one control (A) and one sIBM patient (B). Pooled
data showing CD28 CD8" T cells from IBM patients and controls (C). Representative flow
cytometry analysis showing IFN-y production among CD28™ and CD28* CD3"CD8" T cells in
one control (D) and one sIBM patient (E). The percentages of each subpopulation are
represented in the upper right corner. Pooled data showing IFN-y"CD3'CD8" T cells from

sIBM patients and controls (left side). Pooled data showing IFNy" cells among CD28" and

162



CD28°'CD3'CD8" T cells, represented in percentage terms (right side) (F). Horizontal lines
indicate means. *p<0.05, **p<0.0001.

Figure 3: Thl profile of cytokine and chemokine production in sIBM patients,
associated with increase CCL-2 levels.

Pooled data showing serum cytokine and chemokine levels in sIBM patients and controls.
Black and white boxes, respectively, represent cytokine and chemokines significantly
increased or decreased in SIBM patients compared to controls, while grey boxes represent no
significant difference (A).

Pooled data showing serum levels (pg/ml) of CXCL-9, CXCL-10 and IL-12 in sIBM patients
(open circles) and controls (full circles) (B). Pooled data showing serum levels (pg/ml) of
CCL-2, CCL-3, CCL-4 and IL-8 in sIBM patients and controls. Horizontal lines indicate
means (C). Correlations (linear regression) between serum level of IL-12 and serum levels of

CXCL-9 (D), CXCL-10 (E) and IL-1RA (F). *p<0.05, **p<0.0001.

Figure 4: Normal percentage of IL-17" CD4" T cells in sSIBM.

Pooled data showing serum levels (pg/ml) of IL-17 in sIBM patients (open circles) and
controls (full circles) (A). Representative flow cytometry analysis showing the gating strategy
used to define IL-17"CCR6°CD4" T cells in one sIBM patient (B). Pooled data showing the
percentage of IL-17"CCR6" cells among CD4" T cells from sIBM patients and controls in the
systemic compartment (C). The percentages of each subpopulation are represented in the
upper right corner. Immunostaining of a representative muscle section from an sIBM patient,
showing no IL-17-positive cells (E) in an infiltrate containing CD4" T cells (D).

Immunostaining of a muscle section from an sIBM patient, showing an IL-17" cell (E).

Figure 5: Tregs in sIBM patients.
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Representative flow cytometry analysis of CD25"CD127" subpopulations among CD4"CD3"
T lymphocytes in a control subject (A). Tregs were defined as Foxp3™ cells among the
previously gated CD3"CD4"CD25'CD127" subpopulation (B). Non specific staining (isotype
control) was used to define Foxp3™ cells (C). Pooled data showing the percentage of Tregs
among CD4" CD3" T cells from sIBM patients and controls in the systemic compartment (D).
Horizontal lines indicate means. Suppressive activity of sorted CD3"CD4°CD25"°CD127 T
cells (Tregs) on the proliferation of autologous CD4°CD25 T cells (responders) stimulated
with irradiated (15 Gy) allogeneic mononuclear cells (Allogeneic MNCs/Responder ratio =
1/10). Responder + allogeneic MNCs were used as positive control. Proliferation of responder
cells was measured in terms of 3H-Tdr incorporation (counts per minute, cpm). Results are
percentage inhibition (xSD; n=4): proliferation of responder cells in the presence of Treg
divided by positive control proliferation. Different responder cell/Treg ratios were tested (E).
Representative flow cytometry analysis showing resting Tregs (rTreg: CD45RACD25%) and
activated Tregs (aTreg: CD45RACD25"%") among CD4*CD3* T lymphocytes in a control
subject (F). Pooled data showing rTregs and aTregs from sIBM patients and controls (G).
Immunostaining of a muscle section from an sIBM patient, showing Foxp3™ cells (H) in the
infiltrate. Immunofluorescence staining showing Foxp3™ cells (red) within the muscle
infiltrate in an sIBM patient (I). The upper right corner shows CD4" cells (green
fluorescence), and the lower left corner shows nuclear staining (dapi) of inflammatory

infiltrates. Coexpression of CD4 and Foxp3 is shown by merged fluorescence (J).

Figure 6: TH-1 signature
Hierarchical clustering of 17 factors identified by Student’s t test (p < 0.05) as differing
between the 22 sIBM patients and 22 controls. Transformed expression levels are indicated on

a colour scale (A). Hierarchical clustering of 7 factors identified in Student’s t test (p value
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after Benjami correction) as differing between the 22 sIBM patients and 22 controls.
Transformed expression levels are indicated on a colour scale (B). Unsupervised principal
components analysis of cytokine expression for each individual in each groups revealed that
sIBM patients could be segregated from controls on the basis of the selected Th-1 signature (7

parameters) (C).
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FIGURE 1: Increase of late memory T cells in sIBM patients :
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IFNy

Figure 2 : Increase percentage of CD28-CD8+, which are prone to produce inferon vy, in
sIBM patients
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Figure 3 : Th-1 profile of cytokines and chemokines production in sIBM patients associated with
increase level of CCL-2.
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Figure 4: No increase percentage of IL-17+ CD4+ T cells in SIBM.
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Figure 6 : Cluster analysis showing a Th-1 signature
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Article 3

Quadriceps extensor strength is a sensitive marker of disease progression in sporadic
inclusion body myositis

Jusqu’a present, nous avons vu que chez I’animal les Treg avaient un rdle
déterminants dans la physiopatologie de la MAE. De plus la manipulation des Treg que ce
soit par thérapie cellulaire ou par utilisation de la rapamycine était efficace pour contrdler la
MAE. Chez ’homme, les données recueillies au cours de la MI montrent une activation du
systeme immunitaire orientée dans la voie Thl qui est non contrlée par les Treg. Les
données que nous avons obtenues chez I’animal suggerent que ce déséquilibre peut étre rétabli
a la faveur d’un traitement par la rapamycine. (Le rationnel de 1’utilistion de la rapamycine
sera plus largement abordé au cours de la derniére partie).

Cependant, tester I’efficacité de nouveaux traitements comme la rapamycine suppose
des critéres d’évaluation fiables et reproductibles. A ce jour, ce critére fait défaut car jusqu’a
présent les études ont montré une fluctuation de la force musculaire globale au cours du temps
chez les patients souffrants de MI. Ainsi parallélement a 1’étude immunologique que nous
avons réalisée, nous avons mené un suivi de la force musculaire, a 9 mois d’intervalle, chez

les 22 patients M1 inclus.

Nous avons testé des mesures cliniques de la force musculaire comme le testing
manuel au lit du patient que nous avons comparées a des mesures réalisées a I’aide d’appareils
de mesures spécialisés dans le laboratoire de physiologie musculaire du Dr Hogrel de
I’Institut de myologie a la Pitié Salpétriere. Ces mesures ont été aussi comparées a des
échelles fonctionnelles neurologiques non spécifiques ou a des échelles spécifiquement
dédiées a la force musculaire. L’étude de la contraction maximale isométrique muscle par
muscle a montré que le déficit musculaire prédominait aux fléchisseurs des doigts aux
membres supérieurs, et aux extenseurs de la cuisse aux membres inférieurs.

De facon intéressante, nous avons pu observer qu’aux membres supérieurs le coté
dominant était moins sévérement atteint que le c6té controlatéral. Cette asymétrie n’a pas été
observée aux membres inférieurs mais il faut souligner qu’il n’existe pas de dominance aux
membres inférieurs chez un sujet non sportif. Seule la force musculaire du quadiriceps était
corrélée a I’ancienneté de la maladie. La réévaluation de la force musculaire a 9 mois a permis

de montrer une décroissance significative de la force musculaire uniquement pour le groupe
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musculaire des extenseurs du genou. Cependant aux membres supérieurs on notait une
décroissance significative de la force des fléchisseurs des doigts et de 1’extension du coude
uniquement du c6té dominant, la force des ces groupes musculaires n’étaient pas diminuée de
fagon significative s’ils étaient mesurés globalement (droite plus gauche). De méme, un indice
composite évaluant la force gloable intégrant tous les goupes musculaires testés permettait
d’observer une diminution de la force au cours du temps, mais cette diminution n’était pas
significative, comme cela était rapporté dans les travaux précédents. Les scores fonctionnels

ne variaient pas significativement, sinon pour un seul score non speécifique : le RMI.

Ainsi, ’ensemble de ces données suggere que la mesure de la force musculaire volontaire
maximale isométrique des extenseurs des genoux, mesurée au moyen d’un appareil de mesure
spécialisé, pourrait étre un critére d’évaluation objectif au cours d’essais thérapeutiques de la

MI.
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ABSTRACT

Objective: There are currently no effective treatments to restore the muscle function in
sporadic body myositis (sIBM). Most of the clinical trials already performed in this pathology
used a composite strength score as an efficacy criterion. However, natural history studies of
this disease are scarce. The goal of this study consisted in defining the functional pattern of
sIBM patients and to follow its change over a 9-month period.

Methods: Twenty-two patients with definite sIBM were assessed using clinical and
functional scales. Dynamometry was used to evaluate the strength for hand grip and wrist,
elbow, ankle and knee flexion and extension. Among the patients, 16 were reassessed 9
months later.

Results: Muscle weakness was generally asymmetrical, especially for upper limbs for which
all the functions were stronger at the dominant side. Good correlations were generally
observed between clinical, motor and strength variables. The particular role of knee extension
strength needs to be underlined owing to its direct correlation with the disease duration, its
significantly detectable change over 9 months of natural history and its consequent effect on
motor function, particularly on gait abilities.

Conclusion: Knee extension strength seems to be the most relevant marker of disease

progression in sIBM when measured with suitable dynamometry.
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INTRODUCTION

Sporadic inclusion body myositis (sIBM) is the most common acquired inflammatory
myopathy in patients over 50 years of age.! The physiopathology is unknown but
degenerative and auto-immune inflammatory mechanisms are involved.» 2 To date, there is
not validated treatment for this disabling disease. Development of new therapeutic approaches
needs sensitive and reproducible evaluation methods to assess their effect on the
neuromuscular function. Evaluation of strength in sIBM patients is challenging because of the
asymmetric weakness of both proximal and distal arm and leg muscles and the slowness of its
progression.® Natural histories are rather scarce and limited in the number of patients
involved. Muscle strength was measured using either handheld dynamometry (HHD)* or fixed
dynamometry (QMT: Quantified Muscle Testing)> ® and was shown to decrease in most
patients, but not all.

As new treatments are emerging, robust methods to assess their effects are needed. This study
describes the pattern of neuromuscular abilities of patients suffering from sIBM using various
functional rating scales and dynamometric measures of strength. The aim was to assess the
motor function changes within a period of time of 9 months and to determine the most

sensitive outcome measures over this period.

METHODS

Subjects. All patients involved in the study had definite sIBM (i.e. pathological examination
of their biopsies showed invaded fibers, vacuoles and amyloid deposits)’ and were not treated
by any immunosuppressive or immunomodulator drugs for more than 6 months before
inclusion. The institutional review board approved the study protocol (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT00898989); all patients were enrolled after written, informed consent was

obtained. Patients were evaluated during two visits 9 months apart.

Clinical and functional evaluations. During each visit, the same physician performed a
conventional clinical muscle strength evaluation by manual muscle testing (MMT using the
MRC scale) of 32 muscle groups. Patients were also assessed using two non specific
functional scales (Walton ® and Rivermead Mobility Index (RM1)°) and two specific scales
(sIBM weakness composite index (IWCI)® and Inclusion Body Myositis Functional Rating
Scale (IBMFRS)™). The walking ability of the patients was assessed by a six minute walk

test.
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Strength assessment. Specific dynamometric measurements were performed to measure
hand grip strength and extension and flexion torques for wrist, elbow, ankle and knee. All the
tests were performed according to standardized operating procedures (figure 1).

Hand grip strength was measured twice using two different dynamometers, the MyoGrip **
and the Takei (T.K.K. 5401, Takei Scientific Instruments, Japan) handles.

Wrist flexion and extension strength was assessed by measuring the maximal isometric torque
generated on a torque meter. The device (namely, the MyoWrist) is equipped with a foam
cradle and two Velcro straps in order to firmly maintain the forearm within the cradle. Two
vertical bars are positioned at the elbow level aiming to avoid lateral movements of the elbow.
A U-shaped support is fixed over the torque meter to receive the hand palm within a dense
foam cradle. This support is adjustable with respect to the hand length. The MyoWrist
sensitivity is 0.01 Nm.

Ankle flexion and extension were measured on a specific device (namely, the MyoAnkle).
The ankle dynamometer was designed to measure the isometric torque generated around the
ankle joint in the extension and flexion directions. It consists in an aluminum plate below
which are held two load cells on which strain is applied through an inelastic strap going
through slots in the plate. The strap is placed and held either on top of the foot at the level of
the first metatarsian for flexion measurement, or on the knee at the level of epicondyles for
extension measurement. To ensure a larger and stiffer support on the knee, the strap was
reinforced with a composite material made of two layers of dense foam between which was
held a stiff but flexible metal sheet. The sensitivity of the MyoAnkle is 0.01 kg.

Knee and elbow extension and flexion torques were assessed using a Biodex 3 pro

dynamometer in isometric conditions. The precision of such a dynamometer is 0.7 Nm,

Experimental procedures. All strength measurements were performed in isometric
conditions (see figure 1). The patients were asked to produce maximal voluntary isometric
contractions. For each muscle function, the maximum of two reproducible (within 10%) trials
was kept as the maximum voluntary isometric contraction (MVIC) of the evaluation session.
The first side tested for each dynamometer was chosen as random. Strong verbal
encouragements were given to the patients to help them to produce their true MVIC.

For grip strength assessment, the handle width was adapted to the hand size of the subject.
The patient was evaluated on a plinth in a sitting position, the knee and hip forming a right
angle, the trunk in an upright position. The height of the plinth was adjusted so that the feet
lied flat on the floor. The subject sat on the border of the plinth, the upper limb to be
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evaluated extended along the vertical direction. The contralateral hand remained restful on the
thigh. The evaluator held the wrist of the patient to avoid compensatory movements with one
hand, the other hand supporting the measurement device.

For wrist extension and flexion assessment, the subjects were tested in a sitting position along
a plinth with adjustable height. The trunk was in an upright position. The forearm was
positioned horizontally within the cradle. The height of the plinth was adjusted so that the arm
was positioned at 45° (£10°) shoulder abduction and at 30° (x10°) shoulder extension. The
elbow angle was set at 110° (x10°) of extension. The feet were flat on the floor. The
contralateral hand was kept on the thigh. The axis or rotation of the wrist was aligned with the
axis of the torque meter. The hand palm was then firmly entered and locked in the hand
support such as the wrist was in neutral position with regard to extension and flexion.

For ankle extension and flexion assessment, subjects sat upright with the hip, knee and ankle
flexed at 90°. The subjects were seated on a plinth which height was adjustable to obtain a 90°
knee angle; the leg being vertical. The foot was flat on the dynamometer. For ankle flexion
(dorsiflexion) measurement, the top of the foot was tightly strapped to lock up the ankle. The
patient was asked to pull up against the strap to flex the ankle. For ankle extension
(plantarflexion), the strap was placed distally on the thigh in regard with the malleolus. The
subject was asked to pull against the strap by extending its ankle while pushing with the sole
of the foot. The length of the lever arm was carefully measured between the lower extremity
of the external malleolus and the fifth metatarsal joint. The torque was computed as the
product of the force (in Newtons) and the lever arm (in meters).

For knee and elbow extension and flexion assessment, subjects were seated in the Biodex
chair with a hip flexion of 85°. Stabilization straps were placed across the trunk and around
the waist. For the knee, the knee joint axis was aligned with the measurement axis of the
system. The thigh was strapped around the mid-thigh of the leg to be tested. The knee angle
was placed at about 90° to have the leg vertically, in order to cancel the effect of gravity. For
the elbow, the arm was placed horizontally in a support on which it was firmly attached, the
angle between the arm and the sagittal plane adjusted to 20°. The elbow rotation axis was
precisely aligned with the measurement axis of the system. The elbow was placed at about
90° to have the forearm vertically, in order to cancel the effect of gravity. The hand was in a
neutral position.

The 6BMWT was performed in a corridor, between two cones separated by a distance of 25 m.
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Data analysis. All the data for strength and 6MWT were converted into percentages of
normal reference values from strength databases and predictive equations.** For hand grip,
wrist and ankle flexion and extension, norms obtained on 288 healthy adult subjects were
used to compute percentage of predictive normal theoretical strength from multilinear models
with age, sex and weight as variables. For knee and elbow extension and flexion, norms
obtained on 270 healthy adult subjects were used with multilinear models using the same
variables.* Composite strength scores were computed for the upper limb, the lower limb and
the whole body.

Wilkoxon signed rank tests were used to test the difference for strength between genders and
between dominant and non dominant sides and for strength changes over 9 months. Spearman
rank correlation coefficients (Spearman Rho) were computed to assess correlations between

functional scales and strength features. The level of statistical significance was set at 0.05.

RESULTS

Baseline measures. Twenty two patients (8 men, 14 women) were recruited with a mean age
of 71.2+ 8.1 years old. The patients were diagnosed about 5 years after the first symptoms
which onset was 59.6 +9.3 years for men and 62.4 +10.4 for women. The duration of the
disease at the beginning of the study was 9.8 £5.1 years. Two patients were wheelchair bound
and 13 used a walking device occasionally or permanently. All patients were right handed.
The baseline measures were performed in all of the 22 sIBM patients except ankle extension
which was not performed by one patient due to discomfort. As expected, we observed a
significant alteration of the muscular strength compared to normal values for all muscle
groups tested (figure 2) with a mean whole composite index of 43.3 £16.5 % of the predicted
normal values. The weakest muscle functions were hand grip, wrist flexion and elbow flexion
at the upper limbs and knee extension and ankle flexion at the lower limbs. The most spared
muscle functions were wrist, elbow and ankle extensions. The same overall pattern of muscle
weakness was observed from MMT measurements (figure 3).

Muscle weakness was generally asymmetrical, especially for upper limbs where all tested
functions were significantly stronger at the dominant side (except for elbow extension for
which only a trend was observed, see figure 2). At lower limbs this dominance effect was not
observed. For example, ankle flexion was significantly stronger at the dominant hand side
compared to non dominant hand side (p=0.049), whereas the opposite was observed for knee

flexion was weaker at the dominant hand side compared to the non dominant side (p=0.002).
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Furthermore, no significant difference was observed concerning ankle and knee extension.
MMT could not detect this asymmetry.

Hand grip strength measured with MyoGrip and the Takei handles were significantly
correlated (Pearson correlation coefficient: r=0.856; p<0.0001), but due to its lack of

sensitivity, the Takei handle could not detect any strength for 7 patients.

Correlations between clinical, motor and strength variables. A significant correlation was
observed between the whole strength composite index and all others functional tests,
particularly the specific functional scales IWCI and IBMFRS (Table 1). The scales were also
significantly correlated with most of the muscle functions tested. IWCI and IBMFRS were
better correlated with upper limb muscle functions, while Walton score and RMI were better
correlated with lower limb muscle function. So did also the 6MWD.

The patient strength was correlated with the disease duration only for knee extension
(Spearman Rho: -0.721, p=0.001 for left side; -0.680, p=0.002 for right side) (figure 4).

Changes after 9 months. The baseline data and changes over 9 months were computed for
the 16 patients who completed the follow-up study. The changes over 9-months are provided
for strength measured by dynamometry in percentage of predicted normal values (table 2).
Only knee extension changed in a significant way over 9 months, whereas a trend towards a
decrease was clearly detectable for hand grip and elbow flexion. Composite scores computed
on the upper limb, the lower limb and the whole body did not significantly change (figure 5).

For clinical and functional scales, MMT scores, Walton score, IWCI, IBMFRS and 6MWD
did not significantly change over the 9 months of follow-up. Only RMI presented a significant

change (see table 2).
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Discussion:

The present study provides the clinical, motor and functional profiles of 22 patients suffering
from sporadic inclusion body myositis and the natural history of this disease for 16 of these
patients.

The symptoms onset was found to occur at a mean age of 59.6 +9.3 years for men and 62.4
+10.4 years for women, in accordance with what has already been described.* ***° First
symptoms came at a slightly older age for women than for men. ** The majority of the
patients presented with an early atrophy and weakness of the forearm flexors and
quadriceps.*’

At upper limbs, right muscle strength was stronger than left side (whereas all 22 patients were
right handed) as it was previously reported.** *® Indirectly, it may suggest that physical
activity could be achievable and efficient in sSIBM patients. Actually, a recent study showed
that an aerobic exercise program could improve muscle strength in such patients.*®

In this study we observed at baseline that hand grip and knee extension were the most altered
muscle function in sIBM patients, as Griggs et al. already emphasized this pattern by
including finger flexor and quadriceps weakness as diagnostic criteria for SIBM.” This pattern
of muscle weakness was also described in previous studies using MMT,* ** ® handheld
dynamometry * or QMT © and corroborates previous findings stating that knee extensors and
finger flexors are the most severely affected muscles.’® The pattern of muscular deficit
observed in the present study is definitely consistent with early atrophy of the forearm flexors
and quadriceps described by Amato et al. *” which can be connected to the important fat
infiltration and atrophy measured by magnetic resonance imaging in sIBM patients.™

Using whole body composite strength score we observed a decrease of 1.6% of the predicted
normal values during 9 months of follow up corresponding to a mean decrease of 0.2 % per
month. This decrease is lower than the one observed by Rose et al. with a decrease of -0.7 %
per month (QMT, n =11),° by Lindberg et al. with a decrease of -1.4 % per month (handheld
dynamometry, n=10)* or by Dalakas et al. with a decrease of -1.2% per month observed
during a pilot study testing efficacy of Alemtuzumab (QMT, n=13).> However, the procedures
for strength measurements, the muscle functions tested and the methods of computation of the
composite scores were not always the same. Methods to compute the percentages of changes
may also differ since they can be expressed as percentage of changes with respect to baseline,
or in variation of percentage of predicted normal values. All these methodological differences
make difficult the comparison of the results. By instance, computing a composite strength

score with values expressed in Newton meter (except for some functions like hand grip or
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pinch which are by default in Newton) may not be consistent because ankle extension torque
is naturally about four times stronger than ankle flexion torque. Thus, composite scores must
be computed from relative values expressed, as percentage of predicted normal values or as Z-
scores. In the present work, strength data were transformed in percentages of normal values
using predictive equations. Furthermore in a sIBM clinical trial, age and weight of patients
may change significantly during the course of treatment. This underlines the interest to
recompute the relative strength at each measurement sessions especially in a slow progressive
disease involving elderly people.

The decrease of whole body composite strength score observed in the present study at month
9 were not significant. The same observation was made after 6 months of follow-up by Rose
et al. using a similar index.® The analyses of each muscle groups showed significant decrease
of strength only for knee extension and a noticeable trend for hand grip and elbow extension
(both significant on the right side only). Lindberg et al.* already observed that "the most
rapidly declining function was knee extension with a mean decrease of 2.0% per month" in
line with Needham et al.® Conversely, Rose et al.® quoted that "knee extensors were the
weakest muscle at baseline and showed the smallest change over 6 months, but this change
was the most statistically significant”. From the results of the present study, the particular role
of knee extension strength needs to be underlined owing to its direct correlation with the
disease duration, its significantly detectable change over 9 months of natural history and its
consequent effect on motor function, particularly on gait abilities. From a diagnostic point of
view, the quadriceps muscles are probably those to prefer for muscle biopsy since in most
patients first symptoms began in the proximal part of the lower extremities.* Knee extension
strength is also closely related to the 6MWD, which can be explained by the direct link
between quadriceps strength and gait kinematics and kinetics. °

Together those data suggest that muscle strength of knee extensor is a sensitive marker of
disease progression knowing that quadriceps weakness are in majority of cases involved in
initial symptoms of sIBM patients.’® In our study, precise measures of knee extensor were
performed using a Biodex dynamometer, which allows a precise and reproducible positioning
of the patients. In the same line, the decrease of elbow extension strength was observed using
the same dynamometer. Rose et al. observed also a significant decrease concerning elbows
extension but without precision concerning the side.® Dominant hand grip measure using
portative dynamometer could be also useful, since straightforward to perform during a visit.
In the present study, the Takei device was used but because of the lack of sensitivity, no

measure was recorded for 7 patients whereas strength had been measured for all patients using
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the Myogrip device. The choice of the methods to assess the neuromuscular abilities of the
patients is thus critical for any therapeutic trial. Measurement devices must be adapted to the
patient weakness.

Most of the global evaluation tools we used such as Walton (functional scales evaluating
functions of lower limbs), 6MWT or MMT and sIBM specific functional scales (IWCI,
IBMFRS) were unable to detect any significant change over 9 months. We failed to observe
the significant decrease of IBMFRS observed by Jackson et al."® over a 6-month period during
a therapeutic trial with beta-interferon-1a, whereas neither maximal voluntary isometric
contraction testing nor MMT showed any significant variations. This is worth to note however
than this study was a therapeutic trail, not a natural history. The design of the study may
obviously influence the estimation of the rate of change in functional abilities of the patients.
While several therapeutic trials have already been completed in IBM, % only one presented
encouraging results.” MVIC composite score (including or not grip strength) was always a
(often primary) criteria of efficacy in all these trials. Our results suggest that objective
measures with convenient devices of few muscle groups may be used as outcomes for future
clinical trials. Knee extension strength seems to be the most relevant marker of disease
progression in sIBM when measured with suitable dynamometry.
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Table 1. Correlations (Spearman Rho) between functional tests and muscle strength assessed by

dynamometry.
UPPER LIMB
Composite
Hand grip Wrist flexion Wrist extension Elbow flexion Elbow extension score
left right left right left right left right left right
6MWD  * 0.474 * 0.690 0.543 * 0.538 0.626 * * 0.533
Walton  * -0.482 * -0.668 -0.463 * -0.479 -0.578 * -0.429 -0.511
RMI * 0.501 * 0.666 0.551 0.501 0.627 0.682 0.457 0.459 0.583
IWCI 0.642 0.740 0.606 0.818 0.733 0.611 0.808 0.798 0.729 0.699 0.824
IBMFRS 0.556 0.816 0.520 0.758 0.671 0.526 0.784 0.752 0.707 0.664 0.772
LOWER LIMB WHOLE BODY
Composite
Ankle flexion Ankle extension Knee flexion Knee extension Composite score  score
left right left right left right left right
6MWD  * * 0.724 0.707 0.564 0.607 0.502 0.482 0.781 0.741
Walton -0.544 * -0.616 -0.538 -0.569 -0.626 -0.625 -0.593 -0.834 -0.710
RMI 0.498 * 0.766 0.682 0.613 0.600 0.600 0.539 0.821 0.791
IWCI * * * * 0.499 0.556 0.610 0.598 0.605 0.873
IBMFRS 0.511 * * * 0.552 0.561 0.849 0.890 0.670 0.883

*: no significant correlation was observed. When p<0.005, the cells are colored.
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Table 2. Changes of outcome measures over 9 months.

Baseline SD % change over 9 months  SD p value
QMT
Composite score upper limb ~ 37.99 16.49 -4.35 11.83 0.205
Hand grip 31.99 19.31 -4.66 13.51 0.070
Wrist flexion 38.62 18.80 -2.84 16.94 0.469
Wrist extension 57.88 17.68 -4.12 22.30 0.679
Elbow flexion 44.07 20.60 -5.80 10.64 0.098
Elbow extension 60.75 27.08 -5.75 13.97 0.148
Composite score lower limb 44.18 16.88 -6.51 13.06 0.109
Ankle flexion 37.43 15.51 -6.17 25.22 0.433
Ankle extension 67.07 30.93 -2.95 17.39 0.605
Knee flexion 48.11 21.55 -6.88 15.24 0.163
Knee extension 27.55 25.66 -12.79 14.80 0.026
Composite score total 40.71 15.01 -3.30 8.68 0.301
Mean MMT score 3.73 0.69 -2.29 13.75 0477
6MWD 63.81 19.69 -2.26 11.01 0.551
Walton 5.19 217 2.80 18.59 0.666
RMI 10.69 3.79 -7.00 32.78 0.011
IWCI 56.56 23.50 1.50 17.18 0.727
IBMFRS 28.31 8.17 -2.60 13.03  0.455

QMT and 6MWD data are expressed in % predicted normal values. The scales are expressed in their

own units.
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Figure captions
Figure 1. Strength measurements of several muscle functions by dynamometry. A. Hand grip.
B. Wrist flexion and extension. C. Ankle extension. D. Ankle flexion. E. Knee flexion and

extension. F. Elbow flexion and extension.

Figure 2. Distribution on muscle weakness on the non dominant and dominant sides for all

the muscle functions tested by dynamometry. * : significantly different between sides

(Wilkoxon signed rank test). Data are means + standard deviation.

Figure 3. Distribution on muscle weakness for all the muscle functions tested by MMT.

Figure 4. Relationship between knee extension strength and the disease duration.

Figure 5. Composite MVIC score obtained by dynamometry in 16 patients assessed 9 months

apart.
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Figure 4
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Figure 5
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DISCUSSION
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1 PARTIE: LES TREG ET LA PHYSIOPATHOLOGIE DES MYOPATHIES
INFLAMMATOIRES

Au moment ou nous avons entrepris ce travail, aucune donnée n’était publiée
concernant les Treg dans la physiopathologie des myopathies inflammatoires. C’est pourquoi
nous avons débuté ces recherches. Depuis, quelque de données ont été publiées. C’est
I’ensemble de ces données que nous allons discuter dans le cadre de la rupture de tolérance au

cours des myopathies inflammatoires et de la M1 en particulier.

. Les Treg et la physiopathologie des myopathies inflammatoires dans les

modeles animaux

Notre premicre approche a donc été d’étudier les Treg dans un modéle animal de
myopathie auto-immune. En premier lieu, la question est de savoir en quoi ce modele est il le

reflet de MII humaines ?

A. Les modéles de myopathies inflammatoires

1. Le réle du CMH-I

Dans I’article 1, nous avons vu en quoi la MAE est un modéle de maladie auto-
immune. Certaines des caractéristiques histopathologiques de la MAE sont cependant
distinctes de celles observées chez I’homme, en particulier au cours de la PM. En effet, on
observe au sein de Iinfiltrat, la présence de T CD4" et de macrophages (CD11b") envahissant
certaines fibres musculaires (phénoméne de myophagocytose), associée a une expression non
diffuse du CMH-I, et a la présence chez certaines souris d’Ac anti-synthétase, montrant que
la MAE est plus proche des myosites de chevauchement (Mozaffar et al, 2000) que de la PM.

Méme si le CMH-1 est exprimé sur des myocytes qui ne sont pas en régénération, son
expression est sensiblement moins diffuse qu’au cours de la pathologie humaine, montrant
ainsi une limite a ce modele. A cet égard, il faut souligner que dans un autre modele de
myopathie auto-immune plus récemment développe, le modéle CIM pour protein C Induce
Myositis, 1I’expression myocytaire de CMH-1 n’est pas plus diffuse (Sugihara et al., 2007).
Au cours de la CIM, les souris sont immunisées par un peptide issu de la protéine C

musculaire. Ainsi, la rupture de la tolérance musculaire induite par I’immunisation avec une
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protéine musculaire en présence de CFA s’accompagne d’une expression moins marquée du
CMH-1 que celle qui est observée en pathologie musculaire.

Puisque le CMH-I n’est pas exprimé a un niveau détectable a 1I’état physiologique, on
peut supposer que la tolérance musculaire est en partie due a I’ignorance. Nous rappelons ici
que les travaux de Boyer et al. ont effectivement montré 1’importance de ce mécanisme pour
le compartiment T CD4" (cf introduction).

Ainsi, certains auteurs ont proposé de développer un modéle ou le CMH-I est exprimé
spécifiquement par les fibres musculaires sous la dépendance d’un promoteur musculaire
(Nagaraju et al., 2000). Dans ce modele, on observe une myosite definie par la présence de
nécrose et d’inflammation. Cependant, le mécanisme auto-inflammatoire n’est pas avéré pour
plusieurs raisons.

Premiérement, s’il existe une inflammation musculaire celle-ci est en faible, voire tres
faible abondance dans le muscle.

D’autre part, I’inflammation est composée quasi-exclusivement de 1I’immunité innée,
car les cellules CD3" représentent moins de 1% des cellules inflammatoires musculaires. De
plus, aucune donnée dans ce travail ne montre clairement que le CMH-I est exprimé a la
surface des myocytes, méme si leur présence intra sarcoplasmique est indiscutable.

Ainsi, rien ne prouve que des auto-antigenes musculaires puissent étre reconnu
spécifiquement par des CD8" auto-réactifs.

Enfin, dans leurs travaux, les auteurs n’ont pas réalisé¢ d’expérience de transfert de
lymphocytes issus de souris malades a des souris sauvages pour confirmer le caractére auto-

immun de la myosite.

Ces travaux montrent plus la cytotoxicité musculaire du CMH-1. Ceci expliquerait la
persistance de la myosite une fois 1’expression transgénique du CMH-1 réprimée. En effet,
une fois les Iésions musculaires établies, il existe une importante production cytokinique au
sein du tissu musculaire en particulier sous la dépendance des macrophages (Brigitte et al.,

2010) qui elle-méme induit I’expession de CMH-I.

2. Rdle des auto-anticorps

La présence de xéno-anticorps anti-Hystil ARN-t-synthétase observée au cours de la
MAE, en particulier apres la déplétion en Treg. Nous rappelons que cette protéine est la cible

antigenique contre laquelle sont produits les Ac spécifiques associes aux myosites de
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chevauchement. Cette observation rapproche notre modéle MAE de la MC humaine. La
raison de la survenue des ces xéno Ac-anti-ARN-t-synthtétase reste imprécise. On peut
cependant faire I’hypothése que les 1ésions musculaires sont un élément de réponse.

En effet, dans notre modéle comme dans celui de la souris CMH-I induite, il existe des
Iésions musculaires importantes dont on sait qu’elles sont enrichies en ARN-t-Hystidil
transférase (cf introdution). En effet, Casciola-Rosen et al. ont montré que les ARN-t-
aminoacide-transférases pouvaient étre libérées dans le muscle par les myocytes en nécrose et
érte exprimées a la surface des fibres musculaires des myosites (Casciola-Rosen et al., 2005).
Ainsi, I’environnement inflammatoire serait propice a la survenue d’une réponse humorale
anti-Jol et de fait il pourrait donc s’agir auto-Ac et non de xéno-Ac. Cependant, il faut
souligner que dans notre mod¢le, seules les souris sans Treg présentent ce type d’Ac, ce qui
souligne I’importance des Treg dans le contrdle de la réponse humorale auto-immune (cf
Article 1). La place de ces Ac restent a définir, mais il faut rappeler que dans notre modeéle ni
le transfert de sérum de MAE ou de B n’a permi de transférer la maladie.

Le role de I’antigene Jo-1 dans la survenue des MII a été discuté en introduction. Mais
des travaux récents montrent qu’il peut avoir un réle déterminant pour le déclenchement

d’une myosite expérimentale.

3. Les cibles auto-antigéniques et le déclement de la myosite

Il faut rappeler ici que I’'immunisation avec de histidyl-tRNA-synthétase en présence
de CFA (Katsumata et al., 2007) est capable de provoquer une myosite histologique.
Cependant dans leur travaux, les auteurs n’ont pas décrit I’expression musculaire du CMH-I,
ni réalisé d’expériences de transfert. Pour autant, ces epxériences montrent 1’intérét de cette
cible antigénique ubiquitaire pour provoquer une myosite. Il faut remarquer dans ce modele
qu’il existe une atteinte respiratoire qui n’est observée dans aucun autre modele, y compris le
notre.

Dans les autres modéles de myosite auto-immune, les auteurs utilisent la méme
approche que la notre a savoir, utiliser une protéine musculaire. Ainsi, une myosite a pu étre
provoquée grace a l’utilisation de la laminine, une protéine musculaire extra-cellulaire
(Nakano et al., 2005) ou la protéine C pour la CIM. Ensemble, ces modeles montrent qu’il
existe de nombreux antigénes musculaires capables d’induire une myosite et n’apportent que

peu d’information sur la ou les cibles antigéniques potentielles en pathologie humaine.
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4. La rupture de la tolérance et le réle des Treg

La présence de cellules auto-réactives musculaires en périphérie est théoriquement
établie ainsi que leur contrble par des mecanismes periphériques. Chez la souris, leur
présence est établie. En effet, les souris scurfy (sans Treg) ne présentent pas de maladie
musculaire auto-immune. En revanche, si I’on transfére les Tconv de souris scurfy a une
souris lymphopénique, celle-ci présente une myosite auto-immune. Cette expérience montre
que les conditions de lymphopénie favorisent la prolifération des Tconv auto-réactifs
musculaires qui ne sont plus contdlés par les Treg.

Nous avons vu que pour “lever le controle de ces Tconv-autoréactifs musculaires”,
I’utilisation d’un fort adjuvant comme le CFA était indispensable. En effet, quel que soit
I’antigéne utilisé, la tolérance était rompue grace a 1’utilisation de CFA. Nous avons discuté
dans I’article 1, ’'importance de cet adjuvant pour générer les signaux de danger et les
cytokines pro-inflammatoires indispensables a la rupture de tolérance périphérique
musculaire. Cependant, 1’intensité de la réponse immunitaire innée secondaire au CFA crée
une situation peu physiologique.

Deux autres approches expérimentales apportent des résultats intéressants en évitant
I’utilisation d’adjuvant. La premicre a déja été abordée en introduction: il s’agit du modele
SM-OVA-OTI (Calbo et al., 2008). 1l faut rappeler que dans ce modele, ou le muscle exprime
spécifiquement OVA, la tolérance n’est pas rompue par les Tconv OTI (CMH-I-OVA
spécifiques). Cette tolérance n’implique pas les Treg car il n’existe pas dans ce modele de
modification du compartiment Treg. Elle implique 1’ignorance pour les T CD4" et la

surespression de PD-1 (molécules inhibitrice) pour les T CD8" cytotoxiques.

Plus récemment encore, 1’équipe d’Ascherman et al a pu provoquer une myosite chez
la souris en 1’absence d’adjuvant, grice a ’immunisation intra-musculaire au moyen de
I’antigéne Jo-1 (Soejima et al., 2011).

Cependant, il faut souligner que Jo-1 peut avoir des propriétés proches de celles d’un
adjuvant. En effet, il a été montré que cette protéine pouvait activer le systeme immunitaire
inné via les TLR (Plotz et al, 2003 ; Katsumata et al., 2007) et avait des propriétés
chimiokiniques en attirant les lymphocytes ou DC via CCR5 (Howard et al., 2002). Ces
propriétés pourraient rendre compte de la persistance de la myosite chez des souris
immunodéficientes (Rag”). En effet, la persistance de la myosite chez des animaux

dépourvus de systéme immunitaire adaptatif témoigne plus de la “toxicité musculaire de
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Jo-1” que du caractére auto-immun de la maladie. De plus dans ce modele, il faut souligner
que I’immunisation n’est réalisée que par voie intra-musculaire. Ce type d’administration crée
en soi une lésion musculaire dont nous avons vu I’importance pour provoquer une réaction
inflammatoire. La lésion musculaire a probablement elle aussi un réle d’adjuvant. Dans ce
travail, aucune immunisation sous cutanée n’est réalisée, et aucun autre muscle que ceux qui
sont injecteés ne sont analyses.

Ensemble, ces observations nous aménent a considérer ce modéle de myosite sans
adjuvant avec réserve. On doit plutét évoquer une réaction inflammatoire musculaire
locorégionnale secondaire a I’effet synergique de la lésion musculaire mécanique et des

propriétés inflammatoires de Jo-1.

Ainsi, la revue de ces modeles expérimentaux montre que seul un fort adjuvant est
capable de provoquer une myosite. Dans ce sens, on peut noter que 1’infection chronique par
Leishmania infantum chez le hamster s’accompagne d’une myosite proche de celle observée
chez ’homme. La encore, le protozoaire a un réle d’adjuvant et on peut s’interroger sur le

caractere auto-immun de cette myopathie possiblement infectieuse (Paciello et al., 2010).

Ainsi, la rupture de la tolérance musculaire ne peut étre obtenue qu’en présence de
forts adjuvants ou d’une profonde déplétion en Treg (Scurfy et expérimentations de transfert).

Dans notre modé¢le, nous avons vu I’'importance des Treg qui, lorsqu’ils sont détruits,
aggravent la sévérité de la maladie, ce qui souligne ainsi leur participation au contrble de
I’auto-immunité au cours de la MAE. A notre connaissance, ces expérimentations n’ont
jamais été réalisées dans d’autres modeles.

A P’inverse, le transfert de Treg diminue significativment la sévérité de la myosite,
renforgant ainsi I’importance de leur réle.

Pour autant, cette thérapie cellulaire ne prévient pas complétement la survenue de la maladie.

D’autre part, le traitement curatif par Treg polyclonaux (résultats non montrés) ne
permet pas de guérir la maladie. Ces observations pourraient limiter I’intérét des Treg au
cours des myopathies.

Ce méme type de résultat a été observé au cours d’autres modeles expérimentaux de
maladie auto-immune. En effet, le transfert de Treg polyclonaux s’est révélé aussi efficace

dans  des modeles  de maladies  auto-immunes spécifiques  d’organes
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comme I’encéphalomy¢lite auto-immune expérimentale, le diabéte de type I, I’arthrite a
collagéne, 1'uvéite expérimentale, la gastrite, la thyroidite, 1’oophorite ou la maladie
inflammatoire digestive (Asseman et al., 1999; Frey et al., 2005; Gartner et al., 2006; Kohm et
al., 2002; Sakaguchi et al., 1995; Terrada et al., 2006). Mais, comme nous 1’observons dans
notre modele, le transfert ne permet pas une rémission de la maladie, mais le plus souvent une

diminution de son intensité.

Nous verrons dans le chapitre sur la thérapie cellulaire que cette efficacité relative ne
limite pas I’intérét des Treg. Au contraire, ces résultats nous éclairent sur les mécanismes
d’action des Treg. Ils t¢émoignent en fait de la limite des Treg polyclonaux et de I’importance

de la spécificité des Treg pour la mise au point de protocoles thérapeutiques.

B. La MAE et la myosite a inclusions

Nous avons vu que si les caractéristique histologique ou humorale font de la MAE un
bon modéle de myosite de chevauchement plus que de PM, elle présente aussi toutes les
caractéristiques dysimmunitaire de la M.

Néanmoins, au cours de la MAE, il n’existe pas d’inclusion. De fait la MAE n’est pas
un modele de MI, méme si elle reproduit les mécanismes auto-immuns observés au cours de
cette maladie.

Plusieurs équipes ont travaillé pour mettre au point un tel modele de MI.

Comme pour les modeles de maladie d’Alzheimer, le principe est de faire exprimer de
fagon transgénique aux souris génétiquement modifiées un précurseur de protéine § amyloide.
Avec les années, les travaux ont permis de mettre au point un modéle ou la protéine B
amyloide humanisée est exprimée sous la dépendance d’un promoteur musculaire spécifique.
Si ces travaux permettent d’obtenir la formation d’inclusions musculaires contenant de 1’ Af-
42 (la fraction la plus pathogéne de la protéine f amyloide), jamais il n’est observé d’infiltrat
inflammatoire (Fukuchi et al., 1998). Le meilleur modéle a ce jour est certainement celui mis
au point par Frank Laferla (Kitazawa et al., 2006).

Dans ce modele comme dans les précédents, est utilisée la production trangénique des
I’AB-42 sous la dépendance d’un promoteur musculaire squelettique MCK, croisé avec des

souris PS1 pour preseniline 1 mutée. En effet, la mutation de la PS-1 s’accompagne de
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modifications de I’activité de la y-sécrétase qui régule le niveau de production de I’AB-42.
Ainsi, cet animal double transgénique (AB-MCK-PS1) exprime I’AB-42 & de hauts niveaux.
En plus des anomalies précédemment décrites (inclusions), on observe dans ce modele la
présence d’infiltrats CD8" musculaires. Cependant, ’infiltrat est modeste, il n’existe pas de
fibre tunellisée ni d’expression du CMH-I, ce qui montre les limites de ce modele quant aux
caractéristiques inflammatoires de la MI.

I faut citer que les modéles murins de MI héréditaires avec une mutation sur le gene
GNE (UDP-N-acetylglucosamine  2-epimerase/N-acetylmannosamine  kinase)  sont
responsables, comme chez I’homme, de [D’apparition d’inclusions musculaires sans
dégénérescence (Malicdan et al., 2007).

De plus, méme si dans un autre modéle, la surexpression musculaire d’une enzyme
impliquée dans le catabolisme des protéines mal conformées, RNF5 (ER-anchored RING
finger E3 ligase), conduit a la formation d’inclusions et apporte des informations importantes
sur la physiopathologie de la M, les caractéristiques inflammatoires de la MI n’y sont pas
reproduites (Delaunay et al., 2008).

Ainsi, le modéle de la MAE est un des meilleurs modéles pour reproduire les phénomeénes

inflammatoires musculaires observés au cours de la MI.

1. Les Treg et myopathies inflammatoires humaines

A. L’aspect quantitatif

Peu de données existent concernant les Treg au cours des myopathies inflammatoires
humaines. Nous avons observé un déficit en Treg dans le compartiment systémique des
patients MII (article 2). Au cours des M, une autre étude rapporte aussi un déficit systémique
en Treg dans le cas de la DM et la PM (Antiga et al., 2010). Les valeurs rapportées sont
difficilement comparables a celles que nous avons mesurées en raison d’une différence de
définition des Treg en cytométrie.

Hormis notre travail concernant la MI a ce jour, il n’existe aucune donnéé publiée sur
les Treg systémiques. Il faut souligner qu’un déficit systémique a été rapporté au cours de
nombreuses autres pathologies auto-immunes comme le syndrome de Gougerot Sjogren (Li et
al., 2007) le syndrome de Guillain Baré (Chi et al., 2007), le LES (Zhang et al., 2008) ou la
myasthénie (Li et al., 2008b).

Comme nous 1’avons vu en introduction, en raison de I’intense trafic cellulaire des

Treg, ’analyse des Treg dans le seul compartiment sanguin n’est pas suffisante pour estimer
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quantitativement les Treg dans leur ensemble. En particulier, il apparait indispensable
d’analyser aussi les Treg dans le site cible de la maladie auto-immune.

Une autre équipe a analysé les Treg dans les biopsies de patients PM, DM et MlI
(Waschbisch et al., 2010). Dans ce travail, il est observé que les Treg sont présents dans
I’infiltrat musculaire et représentent en médiane 10,1% des cellules T CD3", ce chiffre ne
variant pas significativement selon le type de myosites étudiées. Dans ce travail, les Treg du
compartiment systémique ne sont pas analysés. Dans une autre étude concernant
exclusivement la DM, on note que le déficit Treg observé est associé en périphérie a une
diminution du pourcentage de Treg dans le tissu cutané comparativement aux contréles
(Biopsies cutanées de patients avec un Lupus, une dermatite atopique ou un psoriasis) (Antiga
et al., 2010). Les auteurs de cette étude n’ont pas analysé la présence des Treg dans le

compartiment musculaire.

Concernant notre étude et la MII, il est difficile de conclure a déficit quantitatif en
Treg dans la mesure ou la décroissance des Treg systémiques peut étre le reflet de leur
migration dans le tissu musculaire. Les Treg peuvent migrer vers le muscle au cours de la Ml
sous la dépendance des chimiokines Thl dont le récepteur CXCR3 est exprimé a la surface
des Treg (Hoerning et al., 2011).

Pour autant, les Treg musculaires peuvent étre des Treg induits (iTreg) issus de la
conversion périphérique de Tconv. Cette hypothése n’a pu étre testée dans notre travail. Elle
renvoie a la difficulté d’indentification des Treg et a leur hétérogénéité. A ce titre, I’apport de
I’identification d’helios, un marqueur spécifique des iTreg pourrait étre utile.

Enfin, les difficultés d’identification des Treg peuvent conduire a tort a définir un Treg
alors qu’en fait il s’agit d’un Tconv activé exprimant FoxP3. Ainsi, au cours de la MI, les
cellules FoxP3" musculaires pourraient étre en fait des Tconv activés, ce qui remettrait en
cause 1I’hypothese que nous avons avancée sur les capacités migratoires des Treg au cours de
la MI. Mais comme nous I’avons vu dans la discussion de D’article 2, lorsque les Tconv
expriment FoxP3, I’intensité de cette expression est plus faible que celle des Treg et souvent

détectable par les techniques d’immunohistochimie.
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B. L’aspect qualitatif de la fonction des Treg

Si les Treg sont capables de migrer dans le tissu musculaire, ils sont incapables
d’empécher la survenue de la myopathie auto-immune. L’efficacité des Treg est déterminée
par 1’équilibre de la balance Tconv auto-réactifs/Treg. Ainsi, on peut concevoir qu’au cours
des myopathies inflammatoires et en particulier de la Ml, les Treg ne soient pas en nombre
suffisant pour contréler la réponse auto-immune.

Au-dela du rapport de force quantitatif, il faut évoquer aussi I’hypothése d’anomalies
qualitatives ou fonctionnnelles des Treg étant donné I’importance du pourcentage de Treg
présents au site de I’inflammation.

En effet, il a déja été montré qu’au cours de maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide ou la sclérose en plaques, les Treg eétaient fonctionnellement
déficients, que leur nombre en périphérie soit conservé ou non (Ehrenstein et al., 2004;
Thewissen et al., 2007). Or, nous avons pu observer qu’au cours de la MI, les Treg
systémiques sont normalement fonctionnels. A notre connaissance, il n’existe pas d’autre
travail a ce jour ayant testé la fonction des Treg au cours de laMI.

Il aurait été pertinent de tester la fonction des Treg musculaires, mais pour des raisons
techniques, cela n’est pas réalisable. Il faut souligner ici les limites des tests fonctionnels in
vitro, réalisés en dehors de I’environnement inflammatoire, qui peuvent étre a 1’origine d’une
perte d’efficacité des Treg. En particulier, il a été montré que 1’IL-12, produite a un niveau
élevé dans le sérum des patient MII, pouvait altérer la fonction des Treg (King and Segal,
2005).

C. La résistance des Tconv

La troisieme hypothése concernant le role des Treg aux cours de la MII est non plus un déficit
quantitatif ou qualitatif des Treg mais une résistance des Tconv qu’ils sont supposés inhiber.
En effet, cette résistance a déja été constatée sur des modeles murins de diabéte (Gregori et
al., 2003) ou du lupus (Monk et al., 2005). Nous ne revenons pas ici sur les nombreux
mécanismes pouvant conduire a ce phénomene.

Cette hypothése n’a pas été directement testée dans notre travail car il est nécessaire de
réaliser des tests de suppression avec des Tconv de patients Ml et des Treg issus de sujets
sains. Cependant, I’hypothese d’une résistance des Tconv aux Treg chez les patients MII peut

étre raisonnablement écartée car les tests de suppression que nous avons réalisés avec des
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Tconv autologues sont normaux. En revanche, il aurait été indispensable de realiser cette

expérience si les tests de suppression avaient été anormaux.

D. Myosite a Inclusions : Les Treg face a ’attaque autoimmune

Nous avons déja discuté I’importance des Treg au cours de la MI, mais il faut rappeler
aussi que les Treg sont déterminants pour le contrdle de la tolérance périphérique. Or,
I’implication de mécanismes auto-immuns au cours de la M1 est toujours sujette a discussion.

En effet, les caractéristiques dégénératives histologiques et 1’échec des
immunosupresseurs ont conduit certains auteurs a considérer la MI comme une maladie
musculaire dégénérative (Askanas et al., 2009) plus que comme une maladie auto-immune.
Ainsi, pour souligner ’importance des Treg au cours de la MI, nous allons discuter les
éléments montrant I’importance de la rupture de tolérance au cours de la MI.

Il existe de nombreux arguments qui suggérent que la réponse inflammatoire au cours
de la MI est dirigée contre la fibre musculaire. Comme nous 1’avons vu, certains haplotype
HLA sont associés a la Ml (Lampe et al., 2003) ; en particulier I’haplotype HLA B8-DR3,
haplotype lui-méme associé a d’autres maladies auto-immunes (Badrising et al., 2004). Un
tiers des MI sont associées a d’autres maladies auto-immunes (Badrising et al., 2004) ou a la
présence d’auto-anticorps (Koffman et al., 1998a). De plus, les données
anatomopathologiques montrant I’envahissement de fibres musculaires surexprimant le HLA
de classe | par des lymphocytes T CD8" cytotoxiques oligoclonaux, exercant des phénomeénes
de cytotoxicité (excrétion de granzymes A ou de perforines (Orimo et al., 1994), renforcent le
concept de destruction des fibres musculaires par des lymphocytes T auto-réactifs
cytotoxiques.

Outre nos résultats sur les Treg, les résultats obtenus sur le phénotype de la réponse
immunitaire montrent clairement une activation du systéme immunitaire orientée dans la voie
Thl (Article 1). A I’inverse, nous n’avons pas vu d’élément montrant une implication des
cellules Th17 comme cela a été montré par Miossec et al. au cours de la PM et de la DM.

La finalité de la voie Th1 est I’activation de cellules T CD8" cytotoxiques et a ce titre,

I’augmentation des cellules T CD8"CD28™ que nous avons observée est cohérente.
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Comme nous I’avons vu, 1I’équipe de Lundberg retrouve des résultats similaires en
apportant en outre la preuve que ces cellules composent 1’infiltrat musculaire (Pandya et al.,
2010). Ces mémes anomalies ont aussi été rapportées au cours de la DM et de la PM, alors
que le caractére auto-immun de ces maladies ne fait pas de doute (Fasth et al., 2009). De plus,
I’appariement sur 1’a4ge de notre population controle écarte 1’hypothése que cette population
lymphocytaire puisse etre rattachée a 1’immunosenescence (article 2). La raison de
I’apparition de cette population T CD8"CD28 reste inconnue. Elle pourrait étre secondaire a
une infection chronique par le Cytomégalovirus, ce d’autant que la séroprévalence pour ce
virus est plus élevée chez les patients DM et PM que dans la population générale dans 1’étude
de Fasth. Pourtant dans ce travail, les auteurs retrouvent aussi une augmentation de cette
population T CD8"CD28 chez des patients séronégatifs pour le CMV. On peut donc supposer
que cette population est le reflet de la stimulation auto-antigénique chronique comme cela a
été montré au cours de la sclérose en plaques (Markovic-Plese et al., 2001).

Cette population CD8'CD28 a des propriétés particuliéres car elle est résistante a
I’apoptose (Posnett et al., 1999; Effros et al., 2005) ce qui pourrait expliquer en partie les
échecs des traitements immunosuppresseurs. Mais cette hypothése n’expliquerait pas la
sensibilité de la PM/MC et DM a ces traitements alors méme que la population CD8'CD28
est aussi présente dans le muscle.

D’autre part, plusieurs observations suggerent son role pathogéne. Nous rappelons que
cette population est présente dans le muscle des patients Ml et que leur adressage musculaire
peut étre dépendant des chimiokines Thl comme le suggérent nos résultats (article 2). De
plus, nous avons constaté que cette population avait une forte capacité a produire de I’'IFNy
dont on connait le réle cytotoxique sur la fibre musculaire (Kalovidouris and Plotkin, 1995).
En outre, I'IFNy favorise I’expression du CMH-1 a la surface des fibres musculaires
(Nagaraju et al., 2000) et peut donc indirectement faciliter leur destrucution en raison de
I’exposition d’auto-antigenes musculaires au systéme immunitaire. De plus, dans I’étude de
Fasth et al., au cours de la PM et de la DM, cette population était caractérisée aussi par une
importante production de perforine, soulignant ainsi leur potentiel cytotoxique.

Il faut souligner que méme si le caractere autoréactif de cette population ne peut étre
affirmé, les anomalies de répertoire T observées au cours de la MI correspondent trés

probablement a cette population (Dimitri et al., 2007).
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Enfin, montrer 1’existence d’une réponse auto-immune contre le muscle au cours de la Ml
n’implique pas pour autant que celle-ci participe a la survenue du deficit. De la réponse a cette
question dépend I’intérét de 1’utilisation de traitement immuno-SUpPpPresseur ou immuno-

modulateur.

Nous rappelerons ici que deux publications suggerent la participation du systéme immunitaire
adaptatif au déficit musculaire (Dalakas et al., 2009; Lindberg et al., 2003). Dans ces travaux,
il est montré qu’une profonde déplétion lymphocytaire T permet d’arréter la progression du
déficit musculaire, et que la reconstitution du compartiment lymphocytaire est associée a une

reprise évolutive du déficit.

Pour conclure, ’ensemble de ces données suggérent qu’au cours de la Ml, il existe une
destruction auto-immune des fibres musculaires secondaire a une activation Thl, mettant en
jeu une sous-population T CD8'CD28" que les Treg ne pourraient pas contrdler, soit en raison
d’un déficit quantitatif, soit en raison d’un déficit qualitatif.

Cette hypothése nous a amené a développer une stratégie thérapeutique visant a augmenter

I’efficience des Treg.
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2% PARTIE : TRAITEMENT DES MYOPATHIES INFLAMMATOIRES VERS UNE
THERAPIE CELLULAIRE TREG

Comme nous I’avons vu, nombreux sont les travaux expérimentaux chez I’animal qui ont
permis de montrer I’effet bénéfique (préventif et/ou curatif) du transfert de Treg sur
I’évolution de pathologies auto-immunes. En particulier, le modéle de myopathie
inflammatoire que nous avons développé, nous a permis de montrer I’intérét du transfert de
Treg polyclonaux. Ces derni¢res années, I’ensemble de ces données a poussé de nombreuses
équipes a developper des protocoles expérimentaux pour utiliser les Treg en thérapie
cellulaire au cours de maladies auto-immunes humaines. Cependant, le passage de 1’animal a

I’homme pose un certain nombre de problemes.

. Le probleme du nombre

A. Des besoins importants

Comme nous I’avons vu au cours de I’introduction, le rapport de force défini par le
rapport Tconv auto-réactif / Treg est déterminant pour permettre 1’effet des Treg. Ainsi, il est
indispensable de transférer un nombre suffisant de Treg pour espérer observer un effet
thérapeutique. Les Treg ne représentent qu’environ 4% des T CD4+ circulants dans le sang
(Takahata et al., 2004) et il est donc indispensable d’en accroitre le nombre in vitro avant
toute utilisation systémique. Evidemment, la problématique est tout autre lorsqu’on
S’intéresse a une maladie auto-immune confinée a un organe de petite taille comme I’ceil, telle
que l'uvéite. Dans le cas des myosites, dans la mesure ou le tissu musculaire représente
jusqu’a 30% de la masse corporelle, seul un traitement systémique avec une importante

quantité cellulaire est envisageable.

B. Des difficultés de production

La sélection des Treg ex vivo impose un recueil de cellules vivantes a partir du
compartiment lymphocytaire T périphérique. Ceci est rendu possible par une lymphaphérése
qui permet la récolte des lymphocytes circulants d’un patient. Une fois ces lymphocytes
obtenus, il est nécessaire d’en extraire les Treg fonctionnels. Ceci est réalisable par

’utilisation d’Ac monoclonaux reconnaissant spécifiquement les marqueurs membranaires
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des Treg. Or, comme nous I’avons vu, nombreux sont les marqueurs membranaires partagés
par les Treg et les Tconv activés. 1l existe donc un risque important de sélectionner aussi des
Tconv activés qui, chez un patient souffrant de maladie auto-immune, sont probablement
pathogenes car auto-reactifs.

Une avancée pourrait bien avoir été faite dans ce sens avec I’association des marqueurs
CD4'CD25™"CD127" définissant des cellules exprimant en grande majorité FoxP3 (Liu et al.,
2006). Cependant, nous I’avons vu, ces approches ne permettent pas une discrimination
parfaite et de fait font prendre le risque de contaminer la sélection par des Tconv activés
pathogenes.

En effet, la sélection de Treg sur le phénotype CD4'CD25°'CD127°  peut
s’accompagner d’une contamination par une population cellulaire non régulatrice
CD45RO*FOXP3™™® allant jusqu’a 30-50%, population capable de produire des cytokines
pro-inflammatoires (Miyara et al.,, 2009; Putnam et al., 2009). Le probleme de la
contamination a ¢té résolu en partie grace a 1’utilisation de rapamycine dans le milieu de
culture (Guillot-Delost et al., 2008). La rapamycine permet d’inhiber la prolifération des
Tconv tout en épargnant les Treg et d’améliorer ainsi la pureté de la culture cellulaire.

Plusieurs travaux (Hoffmann et al., 2006a; Miyara et al., 2009) suggérent de privilégier
la sélection de la population de Treg naifs CD45RAFOXP3™™® qui aurait une plus forte
capacité a s’expandre in vitro. De plus, cette population de Treg naifs est plus suppressive que
la population effectrice qui, en outre, croit peu in vitro du fait de sa propension a I’apoptose

méme en présence de fortes doses d’IL-2 (Miyara et al., 2009; Fritzsching et al., 2005).

Cependant, il faut souligner que privilégier la sélection d’une sous-population de Treg

renforce encore la problématique du nombre de Treg obtenus ex vivo avant expansion.

. Le probléme de la spécificité

La spécificité¢ antigénique des Treg cultivés est déterminante pour l’effet thérapeutique

attendu.
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A. Les Treg polyclonaux

Nous avons montré dans nos travaux, ’intérét de I’utilisation des Treg polyclonaux
pour diminuer la sévérité de la myosite lorsqu’ils sont administrés pendant le protocole
d’immunisation. D’autres travaux ont montré des résultats comparables au cours de modeles
expérimentaux (article 1). Il faut cependant souligner que I’effet des Treg polyclonaux est
variable selon le modele expérimental utilisé. En effet, ils sont parfois inefficaces comme
dans le cas de modeéles spontanés de diabete chez la souris NOD (Tang et al., 2004), ou a
I’inverse efficaces (Cohen et al., 2002).

I a été montré en particulier qu’ils étaient trés utiles pour la prévention de la maladie
du greffon contre 1’h6te dans un modéle murin de greffe de moelle osseuse allogénique. Dans
ces travaux (Cohen et al., 2002), il est montré que le co-transfert de Treg et de cellules
souches hématopoiétiques allogéniques pouvait prévenir la survenue de la GVH tout en
préservant 1’effet anti-tumoral. Ainsi, ces résultats sont meilleurs que ceux que nous avons
observés puisque dans notre modéle, la myosite se développe malgré le transfert en Treg bien
qu’avec une intensité sensiblement réduite. Comment expliquer alors cette différence, voire

I’inefficacité des Treg polyclonaux dans certains modeles ?

L’explication réside sans doute dans la spécificité des Treg utilisés. En effet, comme
nous I’avons vu dans I’introduction, les Treg, pour étre efficaces, doivent étre actives par leur
antigéne cognitif. De fait, dans un modele de maladie auto-immune spécifique d’organe
comme la MAE ou I’arthrite a collagéne, le nombre d’auto-antigénes impliqués dans la
réponse auto-immune est restreint et on peut donc supposer que tres peu de Treg sont
spécifiques de ces antigenes au sein du large répertoire des Treg polyclonaux transférés.

A T’inverse, au cours d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques,
on estime que la fréquence des T impliqués dans la réponse allo-réactive est beaucoup plus
importante (Suchin et al. 2001). Le nombre de Treg capables d’étre activés in vivo au sein de
la population Treg polyclonale transférée est donc largement supérieur a celui supposé au
cours d’une maladie auto-immune spécifique d’organe. Cette hypothése expliquerait les
meilleurs résultats obtenus avec le transfert de Treg polyclonaux au cours d’une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques allogéniques qu’au cours de maladies
auto-immunes spécifiques d’organes.

Indirectement, cette hypothese est renforcée par 1’observation suivante: le transfert de

Treg allospecifiques prévient aussi bien la GVH que le transfert de Treg polyclonaux, mais

209



seul un faible nombre de Treg spécifiques est suffisant pour obtenir ce résultat. La
confirmation de 1'utilit¢ des Treg spécifiques sera formellement apportée grace aux modeles

transgéniques.

B. Les Treg spécifiques

1. L’efficacité des Treg spécifiques

L’efficacité des Treg spécifiques d’antigéne, par rapport aux Treg polyclonaux a été
démontrée dans plusieurs modéles et en particulier lorsque les Treg plyclonaux étaient
inefficaces. Dans un modéle de diabéte induit, il a suffit d’injecter 10° Treg spécifiques
d’ilots pour prévenir le diabete, alors qu’une quantit¢ 10 fois plus importante de Treg
polyclonaux ne conférait aucune protection (Jaeckel et al., 2005). Le méme type de résultat
est retrouvé dans une étude de Jeffrey Bluestone (Tang et al., 2004). La protection contre le
diabéte induite par les Treg spécifiques d’antigenes d’ilots serait d’autant plus efficace que
ceux-ci expriment fortement le TCR clonotypique (Kanagawa et al., 2002). Les Treg
spécifiques ont aussi montré leur efficacité dans un modéle transgénique d’uvéite (Terrada et
al., 2006) ou dans des modeles d’étude de I’inflammation (Billiard et al., 2006).

De méme, les Treg endogenes n’empéchent pas le rejet d’une tumeur exprimant 1’antigéne
viral HA (hémaglutinine), alors que ’injection d’une petite quantité¢ de Treg spécifiques de
HA (10%) permet & la tumeur de croftre sans étre rejetée (Chen et al., 2005).

Selon le modeéle, on trouve méme un effet régulateur des Treg spécifiques lorsque ceux-ci
sont injectés en quantités trés faibles : 2.10° dans les études de (Green et al., 2002) et 5.10°
dans celle de Ralph Steinman pour la prévention du diabete (Tarbell et al., 2004). Davoust et
al. démontrent Iefficacité de 5.10* LTreg pour permettre la tolérance & une greffe de moelle
osseuse non-compatible (Gross et al., 2006).

Nous avons cherché a tester I’efficacité de Treg spécifiques des antigénes utilisés lors du
protocole d’immunisation mais nous nous sommes heurtés a des difficultés de preparation de

ces Treg.
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2. La production de Treg spécifiques

On ne crée pas des Treg spécifiques in vitro mais on fait croitre préférentiellement les
Treg spécifiques d’antigénes choisis, au sein d’une population Treg polyclonale. Cela suppose
que naturellement les Treg in vivo expriment des TCR de spécificité auto-antigénique ou
allogénique selon que 1’on souhaite developper un protocole de thérapie cellulaire au cours de
maladies auto-immune ou pour la prévention de la GVH.

Comme nous I’avons vu, ’homme, comme la souris, présente effectivement des
cellules allo-réactives (1 a 10%) (Suchin et al., 2001) ou auto-réactives circulantes (0,05% a
0,0005) (Novak et al., 2001). Ces cellules sont en partie des Treg.

Pour autant, il faut connaitre I’antigéne impliqué dans la réponse auto-immune afin de

sélectionner les Treg spécifiques les plus efficaces.

Si les modeles transgéniques de maladie auto-immune permettent, par définition, cette
identification, celle-ci est plus délicate au cours de modéles murins spontanés. La
problématique est encore plus complexe chez I’homme pour qui s’ajoute encore la variabilité

du CMH (a la différence des lignées murines) et donc de la présentation antigénique.

Dans notre modele, alors méme que nous connaissions les antigénes impliqués, nous
ne sommes pas parvenus a mettre au point le protocole de culture des Treg spécifiques. En
effet, ’immunisation réalisée au cours de la MAE est effectuée a partir d’un lysat musculaire
purifié qui comporte les protéines musculaires. Ainsi, si notre préparation musculaire est
principalement constituée de myosine, elle est aussi composée d’autres protéines comme la
protéine C. D’autre part, bien que nous ayons digéré enzymatiquement cette préparation afin
de réduire au mieux la taille des peptides musculaires mis en culture, il n’a pas été possible de
sélectionner des Treg spécifiques de facon certaine. En effet, la myosine est une protéine de
haut poids moléculaire qui doit étre fragmentée afin de faciliter sa présentation par le CMH a

la surface des CPA en culture.

Une équipe du laboratoire a montré qu’il était possible chez la souris de sélectionner
au sein d’une population polyclonale Treg, les Treg spécifiques de HA (Fisson et al., 2006).
Cette méthode met en jeu des DC CD11¢*CD8'CD11b", de type lymphoide (Vremec and
Shortman, 1997), chargées avec des peptides de HA. Les Treg anti-HA obtenus aprés 3 ou 4
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semaines de culture sont fonctionnels in vitro et in vivo. Cette méthode permet la sélection de
Treg spécifiques d’une séquence peptique précise mais elle n’a permis, dans notre cas, la
sélection de Treg spécifiques.. L utilisation du modéle CIM, impliquant un fragment de la
protéine C, pourrait donc étre plus intéressante pour la génération de Treg spécifiques.

Chez I’homme, au cours des myopathies inflammatoires, les antigénes impliqués ne
sont pas connus. Si comme nous ’avons vu, les myosites de chevauchement sont associées a
des auto-anticorps, rien ne permet d’affirmer que la cible de ces auto-anticorps soit impliquéee
dans la physiopathologie de la maladie. En effet le plus souvent, les cibles de ces anticorps
spécifiques des myosites sont des protéines ubiquitaires alors qu’il s’agit de maladies auto-

immunes spécifiques du tissu musculaire.

En attendant I’éventuelle identification du ou des antigénes impliqués dans les
myosites, la mise au point de Treg spécifiques musculaires chez I’homme au cours des
myopathies inflammatoires est difficile. On pourrait envisager des cultures de Treg (obtenus
par lymphaphérése) en présence de peptides musculaires obtenus a partir de lysats
musculaires issus de biopsies musculaires autologues. Les Treg seraient mis en culture en
présence de CPA du patient dérivées de monocytes circulants présentant ses propres antigenes
musculaires. Si ce type d’approche est théoriquement réalisable, nous pouvons émettre
certaines reserves quant au résultat, étant donné les difficultés que nous avons rencontrées

chez la souris.

En pratique chez I’homme, la production de Treg spécifique en condition GMP n’a pas
été encore développée. Seuls ont été mis au point des protocoles de production de Treg
polyclonaux (Guillot-Delost et al., 2008; Pahwa et al., 2010).

Le premier essai de thérapie cellulaire avec des Treg polycloneaux cultivés ex vivo en
présence de bille CD3/CD28 (NCT00602693) vient d’étre réalisé et permet effectivement de
réduire I’incidence de la GVH (Brunstein et al., 2011).

212



I11.  Les problémes in vivo apres le transfert

A. L’adressage

Nous I’avons vu dans 1’introduction que pour étre efficace un Treg doit se trouver la
ou l’activation des Tconv auto-réactifs a lieu. A ce titre, les intégrines et récepteurs aux
chimiokines ont un role déterminant, car ils permettent 1’adressage tissulaire et jouent le role
d’un véritable code postal. Nous avons vu I’importance du CD62L qui permet 1’adressage
ganglionnaire des Treg. Cette propriété migratoire peut étre déterminante pour prévenir in
vivo ’activation des Tconv autoréactifs musculaires dans les organes lymphoides secondaires.
Cependant, I’adressage ganglionnaire des Treg peut se révéler moins utile pour contrdler
’agression dans le tissu musculaire des T CD8" cytotoxiques. A ce titre, nos travaux
soulignent I’importance de certaines chemokines Thl dans la physiopathologie de la MI. Ils
suggerent que la sélection de Treg exprimant les récepteurs aux dites chimiokines (CCR3 et

CCRYS) permettrait préférentiellement 1’adressage musculaire des Treg.

Aussi, en plus de leur spécificité, il faut aussi considérer les capacités migratoires des
cellules Treg transférées dans un protocole de thérapie cellulaire. Dans le cas des myopathies,
nous ne savons pas a ce jour quel sous type de Treg « ganglionnaire » ou « musculaire » il
serait préférable d’utiliser. Cependant, cette question est encore prématurée dans la mesure ou
la technologie actuelle ne permet pas encore la production de Treg de profil migratoire

sépcifique. Notre modele MAE nous offre la possibilité d’étudier ces questions.

B. La plasticité des Treg

Comme nous 1’avons souligné au début de ce travail, les Treg sont caractérisés par une
grande plasticité. Méme si la purification des Treg est statisfaisante, les Treg en culture
peuvent donner, sous certaines conditions, naissance a des Tconv producteurs de cytokines
pro-inflammatoires (Hoffmann et al., 2006b). Afin d’éviter au mieux ce phénoméne, 1’ajout
de rapamycine au milieu de culture permet d’augmenter la pureté de la culture en Treg.

Nous aborderons plus en détail 1’utilité de la rapamycine dans les parties suivantes.

En admettant que la population obtenue au terme de la culture soit enrichie a 100% en

Treg, la plasticité des Treg expose la encore a des complications in vivo apres le transfert. En
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effet, nous avons vu que de fortes conditions inflammatoires, comme celles qui peuvent étre
rencontrées au cours de poussée de maladies auto-immunes (comme une rechute de myosite
de chevauchement), peuvent conduire a la conversion de Treg, méme naturels, en T Th1, Th2

ou Th17 pathogénes.

C. Lasurvie des Treg transférés

Ralph Steinman (Tarbell et al., 2004) montre qu’il peut prévenir le diabéte chez ses
souris NOD en injectant des Treg specifiques d’ilots pancréatiques (BDC2.5), a 4 semaines
d’age. Quand il fait I’analyse 80 jours aprés 1’injection, les souris ne sont toujours pas
diabétiques, mais I’insulite observée dans les ilots est aussi importante que celle développée
chez des souris injectées avec des splénocytes de souris diabétiques, analysées a 28 jours. Une
insulite ne conduit pas toujours a un diabéte, mais on peut se demander si les souris finiront
par tomber malades.

Un tel défaut de régulation a long terme pourrait alors étre le résultat d’une mort

prématurée des Treg spécifiques, apres avoir été injectés a la souris.

En effet, dans certaines des expériences menées au laboratoire, chez la souris BALB/c,
il a pu étre observé une disparition précoce aprés transfert adoptif de Treg cultivés, en
comparaison avec des Treg fraichement purifiés.

Nous n’avons pas analysé la durée de vie des Treg polyclonaux transférés chez les
animaux MAE mais in vitro, la culture des Treg ne peut pas étre maintenue au dela de 4 a 5
semaines. Au dela, la croissance cellulaire s’arréte et le nombre de cellules commence a
décliner.

In vivo, des travaux menés au laboratoire ont permis de montrer que les Treg pouvaient
étre retrouves chez la souris receveuse plusieurs mois aprés leur transfert (Fisson et al., 2003).
D’autres travaux du laboratoire ont montré que dans un modele transgénique murin, le
transfert de Treg permettait de prévenir la survenue du diabete plus de 40 jours apres
I’injection des Tconv diabétogénes (Billiard et al., 2006). Toutefois, la prévention a long
terme du diabéte (plus de 40 jours apres ’injection des LTconv diabétogénes) montre que soit
les Treg injectés au départ survivent et continuent a exercer leur suppression protectrice soit

ils meurent, mais un transfert de tolérance a opéré pour perpétuer cette protection.
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Quoiqu ‘il en soit, d’autres équipes ont observé une mort prématurée des Treg issus de
culture (Cohen et al., 2002) montrant ainsi que la survie des Treg transférés peut étre limitée.
Il est possible que cette mort prématurée soit la conseéquence de la privation soudaine des Treg
en IL-2. En effet, apres avoir été cultivés pendant plusieurs semaines en présence de grandes
quantités de cette cytokine, les Treg en sont privés des qu’ils ont été injectés dans un

organisme.

D. Les Treg une arme a double tranchant

Les Treg interviennent dans le contrdle des réponses anti-infectieuses ou anti-tumorales.
Aussi est-il 1égitime de s’interroger sur les conséquences du transfert en Treg.

En ce qui concerne les réponses anti-infectieuses, il semble que la déplétion en Treg soit
plus préjudiciable que I’ajout de Treg. En effet, nous rappelons que la déplétion en Treg au
cours d’une infection murine & Herpes simplex virus (HSV) provoque le déces de 1’animal
(Lund et al., 2008) alors que la thérapie cellulaire Treg chez la souris n’altére pas ses réponses
immunitaires mémoires au virus Influenzae (Bushell et al, 2005).

Concernant le risque de cancer secondaire au transfert de Treg, il reste théorique et
difficile a évaluer. On peut cependant souligner qu’a I’inverse de la DM, le risque de cancer
n’est pas significativement plus élevé au cours de la Ml puisqu’il est comparable a celui de la

population générale appariée sur I’age (Benveniste et al., 2011).

IV.  Lathérepie cellulaire par Treg au cours de la Myosite a inclusions

A. La production de Treg a ce jour

Si les obstacles a la la mise au point de la thérapie cellulaire Treg idéale restent
nombreux, nombreuses des difficultés decrites ont pu étre contournées a ce jour. Si la
production de Treg spécifiques n’est pas encore réalisable, le transfert de Treg polyclonaux

autologues peut étre envisagé des aujourd’hui.

215



En effet, le laboratoire a mis au point une méthode de sélection et d’expansion de Treg
polyclonaux a partir du produit de lymphaphérése (Guillot-Delost et al., 2008). La méthode
expérimentale respecte les conditions requises pour la dispenciation de tout produit
pharmacologique dans le cadre d’essais thérapeutiques (norme GMP). Le taux de croissance
permet d’envisager le transfert de 1 a 3.10° Treg.Kg™. Le laboratoire a spécifiquement
développé une technique permettant de transfecter les cellules en culture avec un géne
rapporteur (Thyl.1 ou CD90) et un géne de securité (Herpes Simplex Virus Thymidine
Kinase : HS-VTK). L’expression membranaire de la protéine Thyl.1 (CD90) a la surface des
Treg transférés permettra la sélection des cellules transduites dans le mileu de culture. D’autre
part, I’expression du CD90 permettra le suivi in vivo du produit cellulaire administré et ainsi
d’analyser la distribution et 1’adressage de ces cellules et de mesurer le temps de survie de ces
cellule in-vivo.

L’expression du géne « de sécurité » HS-VTK permet la synthése de la Thymidine kinase
du virus HSV et la destruction des cellules transduites au moyen du ganciclovir. En effet,
HSV-TK a pour substrat le ganciclovir qui est un analogue de la guanine. Le ganciclovir est
phosphorylé une premiere fois par HS-VTK, permettant des phosphorylations successives
grace aux thymidine kinases endogénes (incapables de phosphoryler une premiere fois le
ganciclovir). L’analogue de la guanine triphosphorylée entre alors en compétition avec la
déoxyguanosine pour la synthése de I’ADN et bloque ainsi son élongation.

I1 est donc possible de détruire, grace a I’injection de ganciclovir chez un hypothétique
receveur, les cellules transduites en division en cas d’effet indésirable sévere, en particulieren

cas de conversion in vivo des Treg en Tconv autoréactifs.

B. La production de Treg chez les patients souffrant de Ml

Comme nous ’avons vu, la myosite a inclusions est la seule myosite pour laquelle
aucun traitement n’est validé a ce jour (Benveniste et al. 2009). Méme si elle présente des
mécanismes dégénératifs, il existe une part auto-immune qui semble participer a la

progression de la maladie.

L’équipe du Pr Lemoine, sous la direction du Pr Klatzmann et en collaboration avec le
Pr O. Benveniste du service de Médecine Interne du Pr Herson a la Pitié Salpétriére, a réalisé
des travaux préliminaires chez les patients souffrant de MI. Pour 4 patients souffrant de Ml,

le recueil de Treg a été réalisé a partir du produit d’une lymphaphérése. Les Treg cultives ont
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été transduits par le CD90 et HSV-TK avant d’étre sélectionnés. Cette étude de faisabilité,
préalable indispensable avant la réalisation de tout essai thérapeutique, a permis d’obtenir des
résultats statisfaisants. A ce jour, 3 nouveaux patients sont a nouveaux testés pour confirmer
ces resultats avant de débuter un essai clinique. Dans le protocole en préparation, il est prévu
qu’un groupe de patients ayant regu le produit de thérapie cellulaire soit traité conjointement
avec de I'IL-2. L’objectif de ce traitement combiné est de déterminer si 1’ajout d’IL-2

exogene permettrait de favoriser la survie des Treg transférés.

Figure 6 : Thérapie cellulaire Treg au cours de la Myosite a inclusion

Patient
Myosite a inclusion

Lymphaphéréese
Injection ymphap
Recueil des gt
Treg transduits

Récueil lymphocytes

Tri magnétique Trimagéntique
CD90* CD25*

Treg et Tconv : Tre
g
+/-Transduits .

., . . Treg transduit CD90*HS-VTK : ~
. Tconv 0.

. Tconvtransduit CD90*HS-VTK

Recueil Treg

Mise en culture

IL-2 et
Poursuite culture ' rapamycine
Tranduction Treg en culture
HVS-TK et CD90 Contaminant Tconv

Shéma représentant la sélection des Treg chez un patient souffrant de Myosite a
inclusions a partir du produit d’'une lymphaphérése au moyen d’un tri magnétique des
cellules CD25". Les Treg CD25" ainsi récoltés sont mis en culture en présence d’IL-2 et
de rapamycine afin de limiter I’expansion du contaminant Tconv CD25". Au cours de la
culture, les lymphocytes sont transduits avec un vecteur lentiviral défectif transférantles
génes HSV-TK et CD90 (Thyl). L’expression membranaire du CD90 permet la
reconnaissance et la sélection des cellules trnasduites avant injection. HSV-TK permet
la destruction in vivo des cellules transférées en cas d’effet secondaire.



3% PARTIE : La RAPAMYCINE au cours de la Ml

l. L’effet immunosuppresseur

La rapamycine a initialement été découverte comme un antibiotique issu du
champignon Streptomyces hygroscopicus provenant d’une soie originaire de I’Ile de Pacques
(connu localement sous le nom de Rapa nui) (Dennis et al., 1999). Ses propriétés antibiotiques

sont en fait faibles, mais il est apparu qu’elle avait des propriétés immunosuppressives.

En effet, la rapamycine inhibe la prolifération lymphocytaire en bloquant la voie mTOR
(mammilian target of rapamycine). Elle agit en interférant sur le signal post récepteur de I’IL-
2, conduisant ainsi a un arrét du cycle des lymphocytes T au niveau de la transition de la
phase d’activation (G1) a la phase de synthése de ’ADN (S), inhibant ainsi la prolifération
lymphocytaire (Delgoffe et al. 2007). Nous allons voir pourquoi la rapamycine pourrait étre
un traitement utile au cours des myopathies inflammatoires, et particulierement au cours de la
MI.

A. L’effet anti lymphoprolifératif de la rapamycine

L’une des caractérisitiques du systéme immunitaire est son trés fort besoin en énergie,
qui serait comparable a celui des cellules cancéreuses (Fox et al., 2005). De fait, I’activation
cellulaire T, via le TCR, s’accompagne d’une augmentation trés importante du métabolisme
cellulaire (Jones et Thompson, 2007). Ces importants besoins énergétiques et les
modifications métaboliques cellulaires qu’ils impliquent sont sous la dépendance de la voie
MTOR (Frauwirth et al., 2002; Frauwirth et Thompson, 2004).

Au cours de la MI, nous avons effectivement vu I’importance de 1’activation du
systéeme immunitaire impliquant une orientation Thl (article 2), ce qui suggére une activation
de la voie mTOR. Ceci est d’autant plus probable que I’'IL-12 et I’'lFN-y sont d’importants
activateurs de la voie mTOR (Lekmine et al., 2004) et que ces 2 cytokines sont
significativment augmentées au cours de la Ml (article 2).

Ainsi, la rapamcyine, en inhibitant la voie mTOR, pourrait permettre d’inhiber

’activation des Tconv et leur prolifération au cours de la M1.
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Il faut cependant souligner un élément important qui pourrait limiter cet effet. 1l a eté
montré que I’activation de la voie mTOR impliquait la voie de signalisation d’aval de la
molécule de co-stimulation CD28 (Colombetti et al., 2006) et il faut rappeler qu’une des
caractéristiques que nous avons observées au cours de la MI était une perte importante de
’expression de CD28 & la surface des T CDS8", témoignant de leur phénotype mémoire a
différenciation terminale. Cette restriction possible de 1’effet de la rapamycine au cours de la
MI doit étre interpretée avec prudence car nombreux sont les modes d’action de la
rapamycine. Notamment, I’activation de la voie mTOR aprés activation implique aussi la voie
de signalisation d’aval du récepteur de I’IL-2 (Colombetti et al., 2006). De plus, il faut
souligner que la voie mTOR est impliquée dans le statut cellulaire naif/effecteur/mémoire.

B. L’effet de la rapamycine sur I’état naif/mémoire des T

D’un point de vue métabolique, les Tconv sont de forts consommateurs en énergie alors
que les cellules mémoires sont a 1’état de repos avec un faible niveau de besoin énergétique. Il
n’est donc pas surprenant d’observer que le traitement par rapamycine chez le petit animal
s’accompagne d’une augmentation importante du compartiment T mémoires et ce en
particulier, dans le compartiment T CD8" (Araki et al., 2009; Pearce et al., 2009; Rao et al.,
2010). Le statut effecteur ou mémoire d’un Tconv est sous la dépendance de I’IL-12 qui est
fortement augmentée au cours de la MI. L’IL-12 induit 1’augmentation du facteur de
transciption Thl, t-bet, et inhibe le facteur de transcription eomesodermine, indispensable a la
conversion effecteur/mémoire (Takemoto et al., 2006). La rapamycine, en inhibant mTOR,

favorise la transcription de | ‘eomesodermine et inhibe celle de t-bet.

La population « mémoire » a différenciation terminale CD28" que nous avons mise en
évidence est une population particuliere car elle correspond a une population mémoire
réactivée. Il est donc possible que la rapamycine, en inhibant le métabolisme de ces cellules,

modifie aussi leur statut mémaoire a différenciation terminale.

C. L’effet de la rapamycine sur le trafic cellulaire

1. Larapamycine KLF2, CCR7 et CD62L

Dans notre modéle murin de MAE, nous avons observé que le traitement par rapamycine

s’accompagnait d’une augmentation du niveau des marqueurs d’expression de molécules
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d’adressage ganglionnaire comme le CCR7, et que cette augmentation était associée au
facteur de transcription KLF2.

En effet, ce facteur régule de facon positive I’expression membranaire de CD62L et
CCR7 (Fabre et al.,, 2008). KLF2, en particulier, augmente cette expression par
I’intermédiaire d’un autre facteur de transcription: Foxol (Kerdiles et al., 2009).

Ainsi, I’activation de mTOR permet la séquestration intra-cytoplasmique de FoxO1
conduisant a la diminution de I’expression de KLF2 et donc la transcription de CD62L et de
CCR7. La rapamycine, en inhibant mTOR, active KLF2 et induit donc I’expression de
CD62L et CCR7. Cette observation est en accord avec les résultats que nous avons obtenus
chez la souris MAE traitée par rapamycine, suggérant que ce traitement bloque les Tconv

dans le ganglion, empéchant ainsi leur migration dans le muscle.

Cette hypothese est renforcée par les travaux de Sebzdal et al. (Sebzda et al., 2008).
Dans ses travaux, cette équipe montre que I’invalidation de KLF2 dans les lymphocytes
(KLFZ'/') conduit non seulement a une diminution de I’expression de CD62L et de CCR7 (et
donc a une diminution du taux lymphocytes T naifs circulants) mais a une expression
inapproriée de récepteurs aux chimiokines de type CCR3 et CCR5, les conduisant & migrer
préférentiellement dans les tissus périphériques non lymphoides. A cet égard, il est important
de signaler que le tissu musculaire est la cible privilégié de ces T KLF2™. Cette derniére
observation souligne I’importance de cette voie de régulation dans la migration lymphocytaire
musclaire et donc l’intérét potentiel de la rapamycine pour le contréle des myopathies

inflammatoires.

2. Larapamycine et S1P1

Sphingosine 1-phosphate (S1P) représente, avec son récepteur S1P1, un mécanisme
crucial de la régulation du trafic lymphocytaire dépendant de KLF2 (Carlson et al., 2006). De
fait, un inhibiteur pharmacologique est en cours de développement pour la prise en charge de
patients transplantés ou souffrant de sclérose en plaques (Brinkmann et al., 2002). La liaison
de S1P a son ligand S1P1 a la surface des lymphocytes permet leur sortie du thymus ou des
organes lymphoides secondaires (Matloubian et al., 2004 ;Chi and Flavell, 2005) et ce en
activant la voie Pi3K-Akt-mTOR (Ishii et al., 2004). Ainsi, bloquer la voie mTOR peut
participer a la rétention des Tconv auto-réactifs pathogenes dans le compartiment

ganglionnaire. Dans notre modéle, nous sommes en train d’explorer I’expression de S1P1 par
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RT-Q-PCR dans les différentes sous-populations T ganglionnaires de la MAE, afin d’évaluer
I’effet de la rapamycine sur cette voie au cours de la MAE. Il faut noter que SIP1 étant

dépendant de mTOR, il joue aussi un r6le déterminant dans I’homéostasie des Treg.

D. L’effet de la rapamycine sur les Treg

Comme cela vient d’étre expliqué, S1P1 joue un réle déterminant a la fois dans le trafic
ganglionnaire et dans I’homéostasie des Treg. SIP1 régule négativement la production
thymique en Treg et les fonctions régulatrices des Treg (Liu et al., 2009). En particulier in
vivo, la surexpression de S1P1 par les Treg s’accompagne de manifestations auto-immunes.
Cet effet implique la voie de signalisation de akt-mTOR. Ainsi, I’inhibition de mTOR par la

rapamycine peut participer positivement a la fonction des Treg et a leur production thymique.

De plus, I’inhibition de mTOR peut participer a la génération de iTreg in vivo selon le
principe de la tolérance infectieuse décrite en introduction (Cobbold et al., 2009). D’autre
part, ’expression de FoxP3 est sous la dépendence de FoxO qui est lui-méme sous la
dépendance de la voie Pi3K-Akt-mTOR. Ainsi, ’inihibition de mTOR par la rapamycine
participerait a I’induction de I’expression de FoxP3 (Harada et al., 2010). Enfin, il faut
rappeler aussi le réle dynamique de la rapamycine pour la levée in vitro de 1’anergie des Treg.
On note aussi que la plupart des protocoles de recherche pour la culture de Treg humains
(dans I’optique de la thérapie cellulaire) utilisent la rapamycine pour faciliter I’expansion des

Treg et détruire les contaminants Tconventionnels (Guillot-Delost et al., 2008).

L’effet bénéfique sur les Treg de la rapamycine peut se mesurer in vivo chez I’homme.
Les patients transplantés rénaux, traités par rapamycine au long cours, ont un pourcentage de

Treg qui augmente de 5 a 20% a 1 an de traitement (Hendrikx et al., 2009).

L’effet anti-lymphoprolifératif de la rapamycine sur les Tconv, combiné a I’effet
trophique sur les Treg, peut expliquer 1’effet bénéfique du traitement que nous avons observé
au cours de la MAE. Ainsi, la rapamycine faciliterait le rétablissement de la balance Tconv

auto-réactif/Treg. Cet effet serait favorisé par 1’effet « anti-migratoire » de la rapamycine, qui
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en séquestrant Tconv et Treg dans le ganglion, favoriserait I’effet inhibiteur des Treg sur les
Tconv.

Ainsi, la rapamycine serait une drogue immunosuppressive de choix pour la prise en
charge de maladies auto-immunes, et en particulier au cours des myosites comme le suggérent

nos données au cours de la MAE.

1. L’effet de 1a rapamycine sur la dégénérescence

Dans le cas précis de la MI, la rapamycine est aussi un traitement possible dans la mesure
ou elle partage des mécanismes dysimmunitaire avec la PM/MC (cf ci avant). La rapamycine
est d’autant plus intéressante qu’elle excerce aussi des propriétés qui dépassent le champ de
I’'immunologie. En particulier, les propriétés anti-autophagiques sont particulierement
intéressantes pour lutter contre les mécanismes degénératifs. En effet, méme si les
mécanismes dégénératifs n’ont pas ¢été abordés directement au cours de ce travail
immunologique, ’effet de la rapamycine sur ce mécanisme doit étre abordé en terme de

perspective.

La protéine mTOR est une protéine ubiquitaire. La voie mTOR est une voie de
signalisation majeure qui, integre la disponibilité de nutriments et de facteurs de croissance
avec le métabolisme cellulaire (Sarbassov et al., 2005) grace a deux complexes mTORC1 et
MTORC2 (Guertin et al., 2006) afin de répondre au mieux aux besoins énergétiques
cellulaires. A ce titre, mTOR est impliquée dans I’autophagie. L’autophagie est un mécanisme
clef du renouvellement protéique dans le cadre de I’homéostasie cellulaire. La voie mTOR
joue notamment un réle déterminant dans la protection contre les Taupathies (Menzies et al.,
2006). L’autophagie est un mécanisme majeur de la dégradation des organelles (lysosome par
exemple) et des agrégats protéiques (Rubinsztein, 2007) comme ceux mis en cause dans la
survenue de maladies neurodégeneratives telles que la maladie d’Alzheimer ou la MI.
Ol’autophagie est déficiente au cours de la MII (Nogalska et al., 2010b) et 1’inhibtion mTOR

par la rapamycine active 1’autophagie (Diaz-Troya et al., 2008).

L’effet bénéfique potentiel de la rapamycine au cours de la MI est suggeré in vivo par

des études pratiquées chez des patients souffrant de maladies dégénératives. Les souris
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exprimant la protéine amyloide d’origine humaine, sous la dépendance d’un promoteur
neurologique (souris PDAPP) représentent un bon modéle de maladie d’ Alzheimer (Mucke et
al., 2000). Une étude récente a montré que I’inhibition prolongée de mTOR par la rapamycine
prévenait I’apparition de la maladie, le déclin cognitif et le niveau de production d’ APa»
(Spilman et al., 2010).

Enfin dans cette partie, il faut rappeler 1’étroite relation existant entre les mécanismes

inflammatoires et dégénératifs de la MI.

On peut donc envisager qu’en plus du bénéfice direct de I’effet immunosupresseur de la
rapamycine, la baisse de I’inflammation puisse ralentir la progression des meécanismes

dégénératifs.

I11.  La mise au point d’un essai thérapeutique

Avant tout essai thérapeutique utilisant la rapamycine comme traitement de la M, il était

nécessaire de bien définir la population étudiée.

A. La difficulté de ’inclusion: ’intérét d’un test diagnostique précoce

En pratique, la distinction entre MI et PM/MC est souvent difficile. A ce titre, la mise
en évidence de la signature Th1l (article 2) est intéressante car elle pourrait permettre, avec le
dosage simple de 7 cytokines et chimiokines sériques, de distinguer les patients des sujets
controles, appariés sur 1’age. Ce résultat permet d’envisager une aide au diagnostic précoce de
la MI afin de mieux différencier la Ml de la PM/MC. Cependant, nous n’avons pas encore
testé la capacité de cette signature a distinguer les 2 groupes. On peut d’ailleurs envisager que
la signature ne permette pas de différencier correctement PM/MC et MI dans la mesure ou, a
ce jour, les données dont nous disposons sur la réponse immunitaire sont trés proches dans ces
deux maladies. Ce travail sera réalisé trés prochainement et d’autres molécules sériques seront
utilisees, afin de mettre au point une signature plus spécifique. Outre I’intérét diagnostique
d’un tel test, ce type d’approche pourrait permettre un diagnostic plus précoce de la maladie.
Or, dans le cadre d’une maladie pour laquelle des mécanismes dégénératifs sont suspectés,

démarrer un traitement plustdt pourrait etre un avantage.
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B. La difficulté de I’évaluation clinique

Comme cela a été abordé dans D’article 3, la MI souffre d’un manque de moyens
objectifs de suivi. A ce jour, il n’existe pas de marqueur fiable et objectif pour suivre cette
maladie du fait de la variabilité de la topographie du déficit moteur, variabilité qui rend peu
sensibles les outils d’évaluation globaux de la force musculaire. Ce manque de sensibilité est
renforcé par la nature méme des tests qui font appel soit a la volonté du patient (contraction
musculaire) soit a la subjectivité du patient (échelles fonctionnelles). Les travaux que nous
avons menés afin de définir un marqueur de suivi pourront peut-étre permettre de résoudre
cette question. En effet, la force musculaire des quadriceps semble intéressante a plusieurs
¢gards. L’atteinte quadricipitale est I’atteinte la plus fréquente au début de la maladie : 90%
des patients présentent un déficit quadricipital dés le début de la maladie et I’intensité¢ du
déficit est corrélée a I’ancienneté de la maladie (article 3). D’autre part, il s’agit d’une mesure
objective de la force musculaire, ce qui en fait une mesure plus robuste que celle obtenue a
partir de tests fonctionnels.

Enfin, la décroissance de ce déficit est la plus importante au cours du temps avec une
diminution proche de 13% en 1 an (article 3). L’importance de cette décroissance permet de
fait de réduire I’importance des effectifs a inclure dans le cadre d’un essai clinique. Enfin, ce
déficit parait étre un bon reflet de la maladie car il est significativement corrélé avec les autres
outils de mesure, y compris les échelles fonctionnelles.

Il faut souligner que seule la mesure de la force volontaire maximale isométrique
mesurée au moyen d’appareils de mesure performants et précis permet de détecter cette
décroissance, soulignant ainsi la nécessité d’avoir recours a des centres spécialisés pour ce
type d’étude. Nous allons maintenant tester une procédure simplifiée de cette évaluation

quadricipitale que 1’on pourrait utiliser en consultation et dans tous les centres.

C. Larapamycine au cours de la M1 : un essai clinique aujourd’hui

L’ensemble de ce travail permet d’élaborer un essai clinique pour les patients souffrant
de MI. Nous envisageons de débuter un essai incluant une vingtaine de patient dans lequel les
patients seraient traités par rapamycine pendant 1 an. La force musculaire du quadiriceps
serait donc le critere de suivi. Les patients seraient leur propre contrdle avec une évaluation
avant traitement, en fin de traitement a M12 (fin du traitement) et a M24 (12 mois apres
I’arrét du traitement). Ce projet a été déposé a I’appel d’offres INSERM de médecine

translationnelle en mai 2011.
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