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Introduction



1 Lasclérodermie systémique

1.1 Définitions et généralités

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie auto-immune systémique rare,
affectant environ 6 000 a 10 000 personnes en France (prévalence estimée a 158 cas/million
d’adultes) et appartenant au groupe des connectivites (atteinte diffuse, inflammatoire et
chronique du tissu conjonctif). La ScS touche préférentiellement les femmes (3 a 8 femmes
pour un homme) et débute habituellement entre 45 et 60 ans (Le Guern et al., 2004). Cette
maladie se caractérise par un épaississement localisé ou diffus de la peau di a une fibrose
excessive, souvent associé a des atteintes articulaires, gastro-intestinales, rénales, cardiaques
et pulmonaires. Le pronostic vital dépend essentiellement de la présence d’atteintes viscérales
et plus particuliecrement de la présence d’une pneumopathie infiltrante diffuse (PID) sévere et
d’une hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), qui représentent a elles 2, les premicres
causes de mortalité liée a la ScS. L’extension de la fibrose cutanée est également un élément
pronostic important. Le pronostic a 10 ans est de 60% pour les sclérodermies diffuses et de

90% pour les formes limitées (Scussel-Lonzetti et al., 2002).

Le phénomeéne de Raynaud est le signe clinique le plus courant, il est observé chez
95% des patients. C’est un trouble vasomoteur des doigts, souvent déclenché par le froid et
caractérisé par une phase ischémique blanche suivie d’une cyanose puis d’une phase de
récupération. Le risque essentiel de cette atteinte vasculaire est la survenue d’une ischémie
pulpaire prolongée avec ulcération digitale voire de gangreéne digitale pouvant conduire a une

amputation de la derniere phalange du doigt. (Figure 1)

Figure 1 : Manifestations vasculaires distales dans la ScS. Phénoméne de Raynaud en phase
syncopale ; Ulcérations ischémiques de la pulpe du 4éme doigt évoluant depuis 3 semaines
chez une patiente atteinte de sclérodermie systémique cutanée limitée avec maladie ulcéreuse
sévere ; Amputation de la derniere phalange du 2eme doigt de la main droite chez un patient
souffrant de sclérodermie systémique diffuse avec antécédents d’ulceres digitaux multiples

Les manifestations digestives sont diverses, fréquentes et concernent I’ensemble du

tube digestif. On peut citer le reflux gastro-cesophagien qui peut s’accompagner d’ulcérations,

12



une atteinte motrice de l’estomac, de 'intestin gréle et du colon, ou encore une atteinte
fonctionnelle ano-rectale. Ces manifestations sont la conséquence de la microangiopathie et

de la fibrose affectant les cellules musculaires lisses.

L’atteinte rénale se manifestant par la crise rénale aigiie sclérodermique est rare mais
grave si elle n’est pas traitée. La découverte des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine en a completement modifié le pronostic. Toutefois, le risque de déces reste

élevé (de I’ordre de 35% a 5 ans) (Teixeira et al., 2008).

Les manifestations cutanéo-muqueuses sont diverses. L’apparition d’une
sclérodactylie témoigne de 1’entrée dans la maladie. Il s’agit d’une infiltration scléreuse des
doigts qui prennent au départ un aspect boudiné et infiltré conduisant ensuite a une rétraction
en flexion des doigts. Les calcifications sous-cutanées, « calcinose », touchent les extrémités
digitales mais peuvent avoir d’autres localisations comme les coudes, les genoux et peuvent

s’ulcérer a la peau. (Figure n°2)

Figure 2 : Manifestations cutanéo-muqueuses dans la ScS. Sclérodactylie chez un patient
atteint de sclérodermie systémique limitée ; Calcinose massive des pouces bilatérale ;
Infiltration cutanée sévere de l'avant-bras chez un patient atteint de sclérodermie systémique

diffuse

La sclérose cutanée s’étend de fagon centripete des doigts vers la main puis vers les
avant-bras. On parle de ScS limitée lorsque la sclérose cutanée reste en aval des coudes et des
genoux. Dans ces formes limitées, la sclérose cutanée touche fréquemment le visage et le cou.
Les levres sont fines, présentent des plis radiés. Le syndrome sec buccal n’est pas rare, soit 1ié
a la microangiopathie organique des glandes salivaires, ou a un syndrome de Gougerot-
Sjogren associé. Les ScS diffuses débutent plus souvent par le tronc et s’étendent vers les

membres.

L’atteinte pulmonaire, avec son risque d’évolution vers la fibrose pulmonaire et

I’insuffisance respiratoire chronique, ainsi que I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

13



constituent les premicres causes de déces dans cette maladie. L’atteinte interstitielle
pulmonaire a un potentiel évolutif imprévisible. Certaines formes évoluent rapidement durant
les trois premicres années de la maladie. Dans d’autres cas, la fibrose reste limitée et stable
dans le temps avec parfois un potentiel évolutif plus tardif. L aspect en rayons de miel et la
présence de bronchectasies par traction correspondent a une fibrose évoluée, fixée, peu
accessible a un traitement et de plus mauvais pronostic. L’HTAP est une complication
dramatique par son évolution qui complique de 8 a 12 % des ScS tant limitées que diffuses
(Hachulla et al., 2005). A 3 ans, la survie est supérieure a 50%. Trois mécanismes contribuent
a I’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires : la vasoconstriction, le remodelage
de la paroi du lit vasculaire pulmonaire et des phénomenes de thrombose in situ. Les cellules
endothéliales présentent un défaut de production de substances vasodilatatrices comme le
monoxyde d’azote, la prostacycline (PGI2) avec un exces de libération de médiateurs
vasoconstricteurs comme 1’endothéline 1. Comme dans ’HTAP idiopathique, les vaisseaux
pulmonaires sont le siege d’une hypertrophie de la media des arteres de petits calibres avec
prolifération des cellules musculaires lisses, fibrose intimale et 1ésions plexiformes

correspondant a une prolifération des cellules endothéliales.

1.2 Diagnostic de la maladie

Les criteres diagnostiques ont été définis par la Société Américaine de Rhumatologie

en 1980 (Arthritis Rheum, 1980). Il existe des criteres majeur et mineurs :

Le critere majeur est la sclérose cutanée proximale se définissant par une
modification sclérodermique de la peau qui est tendue, €paissie, indurée, ne prenant pas le
godet, touchant la face, le cou, le tronc ou la partie proximale des membres supérieurs ou

inférieurs ;
Les critéres mineurs sont

- Lasclérodactylie
- Les ulcérations de I’extrémité d’un doigt

- La fibrose pulmonaire

Un critere majeur ou au moins deux criteres mineurs sont nécessaires pour affirmer le

diagnostic.
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En 2001, LeRoy et Medsger ont proposé de nouveaux criteres de classification pour
les ScS limitées (LeRoy and Medsger, 2001). Il pourrait s’agir selon les cas d’une forme

particuliere ou une forme de début de ScS.
Sclérodermie systémique limitée (ou sine scleroderma)

- Phénomene de Raynaud diagnostiqué par un examen clinique, le test au froid ou le

test de Nielsen ou équivalent
plus

- soit une anomalie capillaroscopique (dilatation capillaire et/ou zones avasculaires)
- soit présence d’anticorps spécifiques de la sclérodermie systémique
(anticentromere, antitopoisomérase I, antifibrillarine, anti-PM-Scl, antifibrilline ou

anti-RNA polymérase I ou III a un titre = 1/100)
Sclérodermie systémique cutanée limitée

En plus des criteres précédents, les patients ont une infiltration cutanée distale en aval
des coudes et des genoux (I’épaississement de la peau peut toucher les doigts, les mains, les
avant-bras, les pieds, les orteils, le cou et la face en 1’absence d’infiltration cutanée des bras,

du thorax, de I’abdomen, du dos et des cuisses).

La classification utilisée en pratique clinique sépare la sclérodermie systémique
cutanée diffuse si la sclérose cutanée remonte au dessus des coudes et/ou des genoux, la
sclérodermie systémique cutanée limitée si la sclérose cutanée ne dépasse pas les coudes et les

genoux et enfin la sclérodermie systémique sine scleroderma en 1'absence de sclérose cutanée.

1.3 Traitements actuels

A ce jour, la prise en charge thérapeutique de la SSc s’avere difficile car aucun
traitement disponible n’agit simultanément sur chacun des différents mécanismes
pathogéniques de la maladie n’est disponible. Le traitement a pour objectif de limiter ou
d’arréter la progression de la maladie ; d’en réduire les séquelles ; d’améliorer la qualité de

vie des patients.

Le traitement des atteintes viscérales est 1’objectif essentiel. Des exemples de

traitements actuellement utilisés sont listés dans le tableau 1.
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Manifestation

Traitements

Phénomene de Raynaud

Vasodilatateurs : naftidrofuryl, dihydroergocryptine, extraits de ginkgo biloba
Inhibiteurs calciques : nifédipine
Analogue de la prostacycline : Iloprost

Corticothérapie (discutée)

Pneumopathie infiltrante Cyclophosphamide
diffuse Oxygénothérapie
Transplantation monopulmonaire ou bipulmonaire
Oxygénothérapie
Anticoagulants
Hypertension artérielle Diurétiques

pulmonaire

Antagonistes des récepteurs de I’endothéline : bosentan, sitaxentan, ambrisentan
Inhibiteurs de la 5-phosphodiestérase : sildenafil
Transplantation cardio-pulmonaire

Atteinte Cardiaque

Inhibiteurs calciques
Inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine
Anti-arythmiques : digitaliques
Diurétiques

Crise rénale

Inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine
inhibiteurs calciques par voie intraveineuse
Epuration extra-rénale
Transplantation rénale

Atteinte vasculaire
périphérique

Inhibiteurs calciques
Analogues de la prostacycline
Antagonistes des récepteurs A et B de I’endothéline : bosentan (prévention de la
survenue de nouvelles ulcérations digitales)

Atteinte digestive

(Esophage : inhibiteurs de la pompe a protons, prokinétiques (métoclopramide,
dompéridone)

Estomac : inhibiteurs de la pompe a protons, érythromycine a dose prokinétique
Gréle : octréotide a dose prokinétique, antibiotiques (norfloxacine, amoxicilline,
métronidazole)

Alimentation entérale : en cas de dénutrition sans atteinte motrice gastro-intestinale
ou troubles de la déglutition
Nutrition parentérale : en cas de dénutrition avec atteinte du gréle ou troubles de la
déglutition

Atteinte articulaire

Anti-inflammatoires non stéroidiens
Corticoides a faible dose
Méthotrexate

Atteinte musculaire

Corticoides a forte dose
Meéthotrexate
Immunoglobulines intraveineuses

Tableau 1 : Les traitements actuels de la ScS

1.4 Physiopathologie

La physiopathologie de la ScS est complexe. Les facteurs intervenants dans 1’étiologie

de la maladie sont encore mal connus mais il existe toutefois un consensus quant a la présence

d’une lésion vasculaire comme élément précoce de la maladie. Les causes de cette 1€sion sont

encore inconnues mais elle peut €tre due a une infection virale, des auto-anticorps, des

produits d’oxydation (ROS). L’activation des cellules endothéliales qui en résulte est

responsable du déclenchement d’une réaction inflammatoire ainsi que de ’activation des LB,

des LT et des macrophages.
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Trois types de cellules sont impliqués dans le développement de la ScS : les cellules
résidentes des organes cibles (fibroblastes de la peau et du poumon), les cellules de

I’immunité (macrophages, LT et B) et les cellules endothéliales.

La fibrose au cours de la ScS résulte d’une synthése anormale de collagene
(essentiellement de type I et III) et d’autres protéines de la matrice extra-cellulaire (MEC).
Des études du transcriptome ont montré que les fibroblastes des patients mis en culture ne
présentent pas d’anomalies intrinseques par rapport a des fibroblastes de sujets sains
(Whitfield et al., 2003). La synthese excessive de collagene pourrait étre la conséquence de

I’activation préalable de I'immunité innée et de I'immunité adaptative.

En effet, ’activation du systéme immunitaire est tres précoce au cours de la ScS et
précede I’apparition de la fibrose ; des infiltrats de cellules mononucléées composés de
macrophages, de mastocytes et de lymphocytes sont présents dans les 1€sions et tendent a
diminuer au fur et a mesure que la fibrose s’installe (Prescott et al., 1992). Les macrophages
sont de puissants inducteurs de la fibrose par la libération de cytokines et de chémokines qui
vont favoriser le recrutement et 1’activation des lymphocytes B (LB) et T (LT): IL-6, CCL2,
TGF-f3, PDGF. Par exemple, CCL2 attire les monocytes et induit une polarisation des LT vers
un profil LTh2 et le PDGF entraine une prolifération des fibroblastes (Nabel et al., 1993).

Il est maintenant bien démontré que ’activation de I’'immunité innée est une étape
cruciale et précoce de la physiopathologie de nombreuses maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Sjogren primitif ou le lupus érythémateux
systémique (Gottenberg et al., 2006; Zeisel et al., 2005). L’immunité innée integre des
cellules impliquées dans la phagocytose, I’activation lymphocytaire comme les monocytes,
les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules résidentes. Ces dernieres sont
représentées dans la ScS par les fibroblastes de la peau et du poumon. Ces cellules,
principales cibles des maladies auto-immunes, expriment des récepteurs de I’immunité innée
(appelés Toll-like récepteurs, TLRs), qui peuvent €tre activés par des stimulants
environnementaux (composants d’agents infectieux ou PAMPs). La stimulation de ces TLRs
conduit a D’activation des cellules résidentes avec une modification de leurs fonctions
(capacité a présenter les auto-antigénes et a co-stimuler les lymphocytes) et a I’expression de

cytokines et de chémokines pro-inflammatoires.

Concernant I'immunité adaptative, qui est activée dans un second temps, les LT et les

LB jouent un role complémentaire dans la physiopathologie de la ScS.

17



Les LT sont essentiellement de type Th2 (sécrétion d’IL-4 et d’IL-13) et participent a
la fibrose par un effet direct sur les fibroblastes ou indirect en stimulant la synthese de TGF-
f1 par les macrophages. Les lymphocytes Thl7 interviennent également dans le
développement de la maladie. Ainsi, une expression augmentée d’IL-17 a été observée dans le

sérum et la peau des patients ayant une ScS (Kurasawa et al., 2000).

Les lymphocytes B (LB) sont également des acteurs essentiels de la maladie :
sécrétion d’auto-anticorps (anti-topoisomérasel, anti-centromere, anti-fibrillinel), mais aussi
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Plus récemment, le role des LB dans le
développement de la fibrose a ét€ démontré. Il est par exemple impossible d’induire une
fibrose hépatique chez des souris dépourvues de LB (Novobrantseva et al., 2005). De méme,
la fibrose pulmonaire est inhibée chez les souris ayant des LB non fonctionnels dans le
modele de fibrose a la bléomycine (Komura et al., 2008). Chez I’homme, les LB contribuent a
la fibrose par la sécrétion d’auto-anticorps tels que les anticorps anti-fibroblastes, anti-cellules
endothéliales et anti-récepteurs du PDGF. La sécrétion de cytokines comme I'IL-6 par les LB

peut également favoriser la fibrose (Duncan and Berman, 1991).
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2 Lafibrose : mécanismes de synthése et de régulation de la
matrice extracellulaire

2.1 La matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire (MEC) est une entité structurelle complexe entourant et
supportant les cellules qui se trouvent dans les tissus des mammiferes. La MEC est souvent

désignée comme le tissu conjonctif et est composée de 3 grandes classes de molécules :
1. Les protéines de structure : le collagene et 1'élastine.
2. Les protéines spécialisées : la fibrilline, la fibronectine et la laminine.

3. Les protéoglycanes : ceux-ci sont compos€s d'un noyau protéique sur lequel est
fixé de longues chaines de motifs répétés disaccharidiques appelés des glycosaminoglycanes
(GAG) formant des composants de haut poids moléculaire extrémement complexes de la

MEC.

La quantit¢ de MEC présente dans les tissus est régulée par 1’intermédiaire d’une
balance entre fabrication de la MEC et dégradation par les « matrix metalloproteinases »

(MMPs) et les « tissue inhibitor of metalloproteinases » (TIMPs).

2.1.1 Les collagénes

Les collagenes sont les protéines les plus abondantes dans le régne animal et sont les
composants principaux de la MEC. Il existe au moins 30 genes différents codants pour ces
collageénes dispersés dans le génome humain. Ces 30 genes codent pour des protéines qui se
combinent de facon variable afin de créer plus de 20 types différents de fibrilles de collagene.
Les types I, II et IIT sont les plus abondantes et forment des fibrilles de structure similaire. Le
collageéne de type IV forme un réticulum a deux dimensions et est un composant majeur de la
lame basale. Les collagenes sont principalement synthétisé€s par les fibroblastes, bien que les

cellules épithéliales puissent également les synthétiser.

La structure fondamentale des collagenes forme une tige longue de faible diametre.
Par exemple, le collagene de type I fait 300 nm de long, 1,5 nm de diameétre et se compose de
3 sous-unités enroulées composées de deux chaines al(I) et une chaine a2(I). Trois chaines
se composant chacune de 1050 acides aminés s’assemblent afin de former une triple hélice
droite caractéristique. Un tour de 1'hélice est composé de 3 acides aminés, le troisieme acide
aminé étant une glycine. Les collagénes sont également riches en proline et en

hydroxyproline.
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Les interactions latérales des triples hélices de collagenes forment des fibrilles
d’environ 50 nm de diametre. La structure du collagene est telle que les molécules adjacentes
sont décalées d'environ 1/4 de leur longueur (67nm), ce qui produit un effet strié qui peut étre

observé au microscope électronique.

Les collagenes sont synthétis€és sous forme de pro-protéine plus longue appelée
procollageéne. Le procollagene de type I contient environ 150 acides aminés supplémentaires a
I'extrémité N-terminale et 250 acides aminés supplémentaires a 1'extrémité C-terminale. Ces
domaines sont pro-globulaires et permettent de former de multiples ponts disulfures intra-
chaines. Ces ponts disulfures stabilisent la pro-protéine et permettent la formation de la triple

hélice. (Figure 3)

Les fibres de collagene commencent a se réunir dans le réticulum endoplasmique et
I’appareil de Golgi. La séquence signal est clivée et de nombreuses modifications ont lieu sur
les chaines de collagene. Les résidus proline sont hydroxylés par la prolyl 4-hydroxylase et la
prolyl 3-hydroxylase. Les résidus lysine sont également hydroxylés par la lysyl hydroxylase.
Les deux prolyl hydroxylases sont dépendantes de leur co-facteur, la vitamine C. La
glycosylation des résidus pyrrolysine se produit également lors du transit dans le Golgi. Apres
l'achevement des modifications des procollagenes, ils sont sécrétés dans l'espace
extracellulaire ou des enzymes permettent de cliver les domaines pro-. Ensuite, les molécules
de collagene polymérisent pour former des fibrilles de collagéne. La formation de ces fibrilles
s’accompagne de l'oxydation de certains résidus lysine par la lysyl oxydase formant des
aldéhydes réactifs. Ces aldéhydes réactifs forment des liaisons croisées entre les deux chaines

permettant la stabilisation des collagenes dans la fibrille (Kadler et al., 1996).

Formation of tropocollagen Procollagen

HaN L/ N\~ e . COOH

* Procollagen peptidase

N-terminus end cleaved C-terminus end cleaved
Tropocollagen 3000A
‘ e ,,1

Figure 3 : Structure et clivage du procollagéne de type I.

Le tableau 3 énumere les caractéristiques des 12 types de fibrilles de collagenes les
plus caractérisés. Comme indiqué ci-dessus, la MEC est composée d’au moins 20 types

différents de fibrilles de collagene dans les différents tissus humains.
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Type Composition Genes Détails structurels Localisation tissulaire
1 [alD],[a(D)] %(())LLII?‘,IZ 300 nm, 67 nm Peau, tendon, os, etc.
11 [al(D]; COL2A1 300 nm, 67 nm cartilage, humeur vitrée

Peau, muscle,
111 [al(IID)], COL3Al1 300 nm, 67 nm fréquemment avec le
type I
COL4A1 390 nm domaine
v [al(V),[a2(IV)] jusqu’a globulaire C-term, non- Lame basale
COL4A6 fibrillaire
COL5A1, 390nm domaine Tissus intestinaux
\" [al(W)][a2(V)][a3(V)] COL5A2, globulaire N-term, petites associé avec le type,I
COL5A3 fibres
COLG6A1, 150nm, domaines Tissus intestinaux
VI [al(VD][a2(VD][a3(V]D)] COL6A2, globulaires N+C term., associé avec le t e’I
COL6A3 microfibrilles yP
VII [al(VID], COL7A1 450nm, dimere épithélium
VIII [al(VIID]; ((::(())IE%AA; Cellules endothéliales
COL9AL, 200nm, domaine cartilage, associé avec
10:¢ [al(IX)][a2(IX)][a3(IX)] COL9A2, globulaire N-term, liaison gle ’t e I
COL9A3 aux protéoglycanes yp
150nm, domaine .
X [al(X)]; COL10A1 globulaire C-term Cartilage
XI [al(XD][a2(XD)][a3(XI)] CC?)I]:llllilz 300nm, petites fibres Cartilage
Interagit avec les types
XII a1(XII) COLI12A1 Let 111

Tableau 2 : Les types de collagénes et leur localisation tissulaire.

Chez les patients atteints de ScS, la prolyl 4-hydroxylase est surexprimée par les
fibroblastes et son inhibiteur, le fibrostatin-C, permet de diminuer la production de collagene
de type I (Kawaguchi et al., 1992). Des études d’hybridation in situ réalisées sur des coupes
de biopsies de peau de patients ScS ont permis d’identifier une augmentation de la présence
de collagene de type I et III dans la partie basse du derme par rapport a des sujets sains
(Perlish et al., 1988). De plus, des cellules mononucléées ont été détectées autour de ces
fibroblastes activés, ce qui suggere un role important des cellules immunocompétentes dans le

déclanchement de la fibrose (Scharffetter et al., 1988).

2.1.2 L’élastine

L'élastine est une protéine €lastique et qui permet a de nombreux tissus de l'organisme
de reprendre leur forme apres étirement ou contraction. L’élastine aide également la peau a
retrouver sa position initiale lorsqu’elle est percée ou pincée. Des analyses réalisées sur des
biopsies de peau ont montré une augmentation de 1’élastine chez les patients ScS par rapport a

des sujets sains (Pasquali Ronchetti et al., 1989; Quaglino et al., 1996).
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2.1.3 Les fibronectines

Les fibronectines sont une famille de glycoprotéines de haut poids moléculaire dont le
role est d’attacher les cellules a la MEC. Les fibronectines attachent des cellules a toutes les
matrices sauf le collagene de type IV, qui est lié a la MEC par la laminine. Les fibronectines
sont des dimeres de 2 peptides analogues. Chaque chaine fait 60-70 nm de long et 2-3 nm
d'épaisseur. Au moins 20 chaines de fibronectines différentes ont été identifiées ; elles sont
générées par épissage alternatif de 'ARNm du transcrit primaire du géne de la fibronectine

(Labat-Robert, 2012).

Les fibronectines contiennent au moins 6 domaines étroitement repliés, chacun avec
une forte affinité pour un substrat différent, tel que le sulfate d'héparane, le collagéne
(domaines distincts pour les types I, I et III), la fibrine et les récepteurs membranaires. Le
domaine de liaison aux récepteurs membranaires contient une séquence d'acides aminés
consensus, RGDS (arginine, glycine, acide aspartique et sérine). Une forme plasmatique de la
fibronectine sécrétée par les hépatocytes a également été décrite et semble €tre augmentée
dans les pathologies du tissu conjonctif comme la ScS (Ciobanu et al., 1988; Tamkun and

Hynes, 1983).

Dans la ScS, I’expression de la fibronectine est augmentée dans des fibroblastes de
patients par rapport a des sujets sains et les macrophages alvéolaires de patients sécretent
spontanément plus de fibronectine que des macrophages alvéolaires de sujets sains (Kinsella
et al., 1989; Meyringer et al., 2007). Des études histologiques ont montré que la fibronectine
était localisée dans la partie basse du derme ainsi que dans le tissu sous-cutané, ce qui suggere
que la fibrose débute pres des capillaires sanguins (Fleischmajer et al., 1980). Le TGF-31 a la
capacité d’augmenter 1’expression de la fibronectine et du collagene de type I et III par les
fibroblastes (Mori et al., 2004). L’endothéline-1 ne modifie pas l’expression de la
fibronectine, mais augmente le collagéne dans les fibroblastes (Shi-Wen et al., 2001). De plus,
I’inhibition de la géranylgéranyl transférase I (enzyme impliquée dans la voie de signalisation
du TGF-f3) diminue 1’expression des collagenes de type I et III mais pas la fibronectine, ce qui
suggere une voie de régulation différente de ces deux protéines dans la ScS (Rosenbloom et
al., 2000). Il a également été décrit que des polymorphismes dans le géne codant pour la
fibronectine sont prédictifs du développement d’une fibrose pulmonaire chez des patients

atteints de ScS (Avila et al., 1999).
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2.1.4 Lalaminine

Toutes les lames basales contiennent un ensemble commun de protéines et de
glycosaminoglycanes composé de collagene de type IV, d’héparane sulfate (protéoglycanes),
d’entactine et de laminine. La lame basale est souvent désignée comme la matrice de type I'V.
Chacun des composants de la lame basale est synthétisé par les cellules qui lui servent de

support. Les laminines servent d’ancrage aux surfaces cellulaires a la lame basale. (Tableau 3)

5 Protéine p Récepteur
Collagene , Protéoglycane pteur Cellules
d’ancrage membranaire
. . chondroitine et P .
I fibronectine onero intégrine fibroblastes
dermatane sulfate
11 fibronectine chondroitine sulfate intégrine chondrocytes
. . héparane sulfate et . hépatocytes quiescents, cellules
III fibronectine patane st intégrine patocytes q .
héparine épithéliales et fibroblastes
, , Toutes les cellules épithéliales,
.. héparane sulfate et Récepteurs de la © P!
v laminine L. . . cellules endothéliales,
héparine laminine .
hépatocytes
. . héparane sulfate et S . .
\Y fibronectine P intégrine fibroblastes quiescents
héparine
VI fibronectine héparane sulfate intégrine fibroblastes quiescents

Tableau 3 : Les interactions de la laminine avec les autres protéines de la MEC.

Chez les patients atteints de ScS, les niveaux de fragments P1 de la laminine et NC1
du collagene de type IV circulants sont augmentés et corrélés avec 1’activité de la maladie

(Gerstmeier et al., 1988; Guseva et al., 1991).

2.1.5 Latenascine-C

La ténascine-C est une grande glycoprotéine extracellulaire hexamérique. C’est le
membre fondateur d'une famille de quatre tenascines, il est unique par son modele
d'expression distinct. La ténascine-C est exprimée lors du développement embryonnaire ainsi
que lors d’une 1€sion tissulaire, mais de fagon transitoire car son expression est a nouveau
diminuée lorsque la réparation du tissu est achevée. Peu ou pas de ténascine-C est détectée
dans les tissus adultes sains (Midwood and Orend, 2009). La ténascine-C est une protéine
multimodulaire comprenant quatre domaines distincts : un domaine d’assemblage, une série
de répétitions d’epidermal growth factor-like (EGF-L), une série de répétitions de fibronectin
type IlI-like (FNIII), et un globe C-terminal fibrinogen-like (FBG) (Figure 4). Chacun de ces
domaines peuvent interagir avec un sous-ensemble de ligands différents, y compris des
récepteurs de surface cellulaire et d'autres composants extracellulaires comme les intégrines,
la fibronectine, le collagene ou encore TLR-4 (Midwood et al., 2011). En vertu de cette

organisation en domaine, la ténascine-C est une molécule extrémement pléiotropique et régule
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une large gamme de fonctions lors de la réparation tissulaire, son implication dans la ScS est

donc source de recherches en cours.

r - Fibrogen-like
EGF-like repeats FN-like repeats sequences

HN .mmmmmaana D~ CooH

Figure 4 : Structure de la ténascine-C. (Neri and Bicknell, 2005)

L’expression de la ténascine-C est augmentée dans le derme de patients ScS,
uniquement dans les zones cliniquement affectées ainsi que dans le tissu pulmonaire pour les
patients ScS atteints d’une fibrose pulmonaire (Brissett et al., 2012; Lacour et al., 1992).
L’IL-4, le bFGF et le PDGF induisent I’expression de la ténascine-C par des fibroblastes
dermiques, contrairement au TGF-B1, a I'[L-1 ou a I'[L-6 (Makhluf et al., 1996). L’IL-13
augmente également 1’expression de la ténascine-C par des fibroblastes dermiques par la voie
PI3-K/Akt (Jinnin et al., 2006). La ténascine-C peut également moduler 1’apparition de
myofibroblastes dans le tissu cardiaque lésé, le domaine FNIII régule positivement
I’expression d’a-SMA (Tamaoki et al., 2005). Enfin, les souris Tn-C” développent une
fibrose pulmonaire atténuée en réponse a la bléomycine, par un mécanisme dépendant du

TGF-f1 (Carey et al., 2010).

2.1.6 Les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs d'adhésion qui transmettent des signaux de facon
bidirectionnelle a travers la membrane plasmique. Ils comprennent deux sous-unités liées de
facon non covalente, o et 3 qui forment une téte et deux longs bras dans l'ectodomaine et
traversent la membrane jusqu’au compartiment cytoplasmique. Chez les mammiferes, 18
sous-unités o et 8 sous-unités 3 se combinent pour donner 24 dimeéres spécifiques (Labat-
Robert, 2012). Les intégrines jouent un role important dans les interactions fibroblastes-
collagene, leur implication dans la pathogénie de la ScS a donc été étudiée a travers plusieurs
publications. Le tableau 4 résume les molécules étudiées, leur différence d’expression chez

les patients atteints de ScS ainsi que les effets qui en résultent.
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Intégrine | Synonyme Ligand Augmenté/diminué Effets Localisation | Références
(Iannone et
al., 2005;
Collagene s Synthese accrue | Fibroblastes Kozlowska
a2 . Diminué R C . etal.,
Laminine de collagene ? ScS limitée 1996
Osada et
al., 1995)
o3 Diminué Fibroblastes | (Iannone et
ScS limitée al., 2005)
o CD49d Fibronectine Diminué Fibroblastes | (Iannone et
VLA-4 V-CAM1 ScS limitée al., 2005)
Récepteur Fibronectines T Fibroblastes | (Iannone et
as de la . Diminué .
. . et protéines ScS diffuse al., 2005)
fibronectine
o6 Regz;;taeur Laminine Augmenté Fibroblastes | (Iannone et
L. ScS diffuse al., 2005)
laminine
Récepteur Yitronect.i ne, .
o de la fl.br(.)nectlne, Diminué Flbroblastes (Iannone et
v . . fibrinogene, ScS diffuse al., 2005)
vitronectine B .
ostéopontine
Augmentation
3 semble collagene de
avoir la type L et
capacité de diminution de .
ayfB3 se Eer a Augmenté . MMPI./ Flbrgl():lsastes ;IA sza(r)l(()) Seat)
protéine de implication
latence du dans la boucle
TGF-f1 autocrine du
TGF-$1
Augmentation
collageéne de
type Il et de
I’activité de
I'inhibiteur de
'activateur du
plasminogene 1
/ induit la
différenciation (Asano et
en . al., 2004b,
PS5 Augmenté myofibroblastes Fibroblastes 2005b,
ScS
par la 2006a,
stimulation de 2006b)b)
la boucle
autocrine du
TGF-p1/
recrute et active
le TGF-f1
latent et se lie
au récepteur du
TGF-1

Tableau 4 : Implications des intégrines dans la physiopathologie de la ScS.

L’augmentation de ’expression des sous-unités al et a2 par les fibroblastes de

patients atteints de ScS semble controversée (Herzhoff et al., 1999). Ceci suggere une fois de

plus que les résultats de ces études dépendent de la diversité clinique des patients étudiés.
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D’apres Iannone et coll., il existe des différences dans ’expression de certaines intégrines
entre les patients atteints de ScS limitée et diffuse (Iannone et al., 2005). Les autres études ont

seulement comparé les patients atteints de ScS aux sujets sains.

2.2 Régulation de la dégradation de la MEC : les MMPs et TIMPs
La formation de MEC est un phénomene physiologique normal, tel que lors du
développement, de la morphogénese et de la cicatrisation. Ceci suggere qu’il existe un

probleme de régulation de la synthese/dégradation de la MEC au cours des maladies

fibrotiques.
Pro-domain | Catalytic domain :;::;pexm T
Collagen-like | domain or GPI link
| domain ‘ : (optional)
Signal Zn**-binding Cytoplasmic tail
J\peptide motif |(optional)
N terminus | Fibronectin . Cterminus

domain (optional)

Figure 5 : Structure type des MMPs. (Sorokin, 2010)

Les métalloprotéases matricielles (Matrix metalloproteinases ou MMPs) sont des
endopeptidases qui se caractérisent par un motif conservé Zn’* dans le domaine catalytique et
plusieurs autres domaines conservés (Figure 5). A I'heure actuelle, ils constituent une famille
de 25 membres chez la souris et 24 membres chez I’homme (Tableau 5). L'expression des
MMPs est régulée au niveau transcriptionnel par différents facteurs, y compris des cytokines
pro-inflammatoires comme le TNF-a ou I’IL-17A pour MMP9 (D1 Girolamo et al., 2006; Qiu
et al., 2009), des facteurs de croissance et des hormones. Cependant, elles sont produites et
sécrétées comme pro-enzymes neutres, ou zymogenes, qui requierent une activation par
élimination du pro-domaine amino-terminal dans le tissu. L'activation peut étre médiée par
d'autres MMPs ou des protéases et certaines sont activées de fagon intracellulaire par des
furines. En outre, certains produits chimiques, tels que l'urée, certains détergents et des
especes réactives de l'oxygene peuvent agir comme des activateurs de MMPs. De plus,
l'activité des MMPs dans les tissus est régulée par des inhibiteurs tissulaires des MMPs
(TIMP1 a TIMP4) qui se lient a la plupart des MMPs pour les inactiver. Par conséquent,
I’expression de I’ARNm ou de la protéine ne fournit aucune information sur la localisation in
vivo de l'activité des MMPs, qui est évaluée par des études de zymographie in situ. Les

MMPs sont classées en fonction des substrats qu'elles peuvent cliver.
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Des expériences menées sur des souris transgéniques ont permis d’établir que la
fonction protéolytique de ces molécules est plus subtile que celle initialement imaginée. Ces
études ont fourni une évaluation plus précise du role des processus protéolytiques in vivo et
suggerent un role plus «complexe» des MMPs plutét que de les considérer uniquement
comme des enzymes de dégradation. Le meilleur exemple est le clivage sélectif de plusieurs
chimiokines par des MMPs qui résulte soit par leur inactivation (MMP2 clive CCL7) ou une
potentialisation de leurs effets (MMPO potentialise IL-8/CXCLS). Le processus de controle se
traduit également par des pools extracellulaires de cytokines inflammatoires, et par le clivage
sélectif de domaines de la MEC, ce qui conduit a des fragments bioactifs ayant des fonctions
distinctes de la molécule mere. Ces MMPs jouent donc un rdle essentiel dans la régulation de
la dégradation de la MEC mais également dans le développement de la réponse
inflammatoire. L’utilisation de molécules ciblant les MMPs a été envisagée dans diverses
pathologies ou celles-ci sont impliquées comme dans la polyarthrite rhumatoide ou

I’athérosclérose (Hu et al., 2007).

Famille Nom Synonyme
MMP1 Fibroblast collagenase
Collagénases MMP8 Neutrophil collagenase
MMP13 Collagenase3
P MMP2 [ Gélatinase A - Collagénase type IV (72kDa)
Gélatinases — p
MMP9 | Gélatinase B - Collagénase type IV (92kDa)
MMP3 Stromélysine 1
Stromélysines MMP10 Stromélysine 2
MMP11 Stromélysine 3
Metalloelastase MMP12 Macrophage metalloelastase
Enamelysine MMP20 Email metalloproteinase
Matrilysines MMP7 Matrilysine 1
MMP26 Matrilysine 2
MMP14
MMPI5
MMP liées aux membranes MMP16 MT-MMP3
« membrane-type MMP » MMP17
MMP24
MMP25
MMP19
MMP21
Autres MMP23A
MMP23B
MMP27
MMP28 Epilysine
o TIMP1
Inhibiteurs TIMP2
« tissue inhibitor of metalloproteinases » | TIMP3
TIMP4

Tableau 5 : Classification des différentes familles de MMP et de leurs inhibiteurs.
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L’implication des MMPs et TIMPs suivants a ét¢ étudiée dans des modeles animaux de

fibrose induite par la BLM ainsi que dans des sérums ou fibroblastes isolés de patients ScS :

I’expression des MMP2 et MMP9 est augmentée en réponse a la BLM dans les
poumons de souris et de rats (Kim et al., 2009; Ouchi et al., 2008). L’activité de
MMP2 est augmentée dans le LBA de rats en réponse a la bléomycine aprés 14 jours
(Bakowska and Adamson, 1998). Toutefois, I’implication de MMP9 dans la fibrose
pulmonaire chez la souris est remise en question par une étude montrant qu’une
augmentation de I’activit¢ de MMP9 provenant des macrophages alvéolaires diminue
la fibrose pulmonaire par clivage de TIMP1 (Cabrera et al., 2007). Il semblerait que la
présence de MMPO soit augmentée les premiers jours apres bléomycine puis qu’elle
diminue au fur et a mesure de I’augmentation de la production de TIMP1, MMP9
étant un substrat de TIMP1 (Li et al., 2004). Des dosages sériques de patients atteints
de ScS montrent une augmentation de la présence de MMP9 et TIMP1 par rapport a
des sujets sains, avec une différence significative entre des patients atteints de ScS
diffuse et limitée. Les concentrations de MMP9 sont corrélées avec le score de
Rodnan. Des fibroblastes de patients atteints de ScS produisent plus de MMP9 en
réponse a des stimulation par de I’IL-1f3, du TNF-a et du TGF-f (Kim et al., 2005b).

MMP3 est augmenté dans les poumons des patients atteints de fibrose pulmonaire
idiopathique. Chez les souris MMP3-/-, la fibrose pulmonaire est diminuée par rapport
aux souris WT et il a été montré que MMP3 active la voie B-caténine par clivage de la

protéine E-cadhérine (Yamashita et al., 2011).

les souris MMP7-/- présentent une diminution de ’infiltration des polynucléaires
neutrophiles dans les poumons en réponse a la bléomycine (Manicone et al., 2009).
Ceci peut s’expliquer par le fait que I’on ne détecte pas de KC (CXCL1) dans le LBA
de ces souris apres bléomycine, KC restant complexé a la protéine syndecan-1 (Li et
al., 2002). Enfin, ces souris MMP7-/- développent une fibrose pulmonaire diminuée et
I’expression de MMP7 a été trouvée augmentée dans des poumons de patients atteints
de fibrose pulmonaire (Zuo et al., 2002). MMP7 active également la voie B-caténine
par clivage de la protéine E-cadhérine (McGuire et al., 2003). Les concentrations de
MMP7 sont plus importantes dans le sérum de patients atteints de ScS comparés a des
sérums contrdles et sont également plus importantes chez les patients ScS atteints de
fibrose pulmonaire par rapport a ceux qui n’en sont pas atteints (Moinzadeh et al.,

2011).
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MMPS8 est augmenté apres administration de BLM chez la souris (Manoury et al.,
2007). Les souris MMP8-/- développent une fibrose pulmonaire diminuée. Il a été
montré que MMPS a un effet pro-fibrotique par clivage de I’IL10 (Garcia-Prieto et al.,
2010).

L’ARNm et I’activit¢ de MMP12 sont augmentés apres administration de BLM mais
les souris MMP12-/- ne sont pas protégées de la fibrose pulmonaire (Manoury et al.,
2006a; Swaisgood et al., 2000). Les concentrations sériques de MMP12 sont
augmentées chez les patients atteints de ScS (diffus et limités) comparés a des sujets
sains et I’augmentation est plus importante chez des sujets ScS atteints de fibrose

pulmonaire (Manetti et al., 2012).

I’expression de TIMP1 est augmentée dans les poumons de souris 1 jour apres
administration de bléomycine. TIMP1 semble étre exprimé par les macrophages et
cellules épithéliales pulmonaires (Manoury et al., 2006b). Toutefois, les souris
TIMP1-/- présentent une augmentation du recrutement des neutrophiles dans les LBA,
une augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi qu’une augmentation de 1’activité
de MMP9 mais aucune modification d’accumulation de collagéne dans les poumons
(Kim et al., 2005a). Il a également été montré que 1’expression de TIMP1 par les
fibroblastes de patients est augmentée de 50% comparés a des fibroblastes de sujets
sains (Bou-Gharios et al., 1994) et est corrélée a I’expression de I’actine des muscles
lisses (a-SMA), ce qui témoigne d’une production augmentée de TIMP1 par les

myofibroblastes (Kirk et al., 1995).

L’expression de TIMP3 est diminuée en réponse a la bléomycine dans les poumons
de souris. Il a été montré dans cette étude que TIMP3 régule I’afflux des neutrophiles
dans le LBA en inhibant Pactivit¢ des MMPs (Gill et al., 2010). Chez I’homme,
I’expression de ’ARNm de TIMP3 est augmentée dans les biopsies de peau de
patients atteints de ScS comparés a des sujets sains, et peut étre induite par du TGF-f

dans des fibroblastes dermiques (Mattila et al., 1998).
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3 Les cellules impliquées dans le développement de la fibrose
cutanée et pulmonaire

3.1 Les fibroblastes dermiques

La fibrose cutanée est une des caractéristiques fondamentales de la ScS. Bien que les
mécanismes aboutissant a la fibrose puissent varier entre différents tissus, il existe un point
commun : la transformation de certaines cellules en myofibroblastes producteurs de grandes
quantités de MEC et caractérisés par I’expression de 1’actine des muscles lisses (a-smooth
muscle actin : a-SMA). Ces cellules sont issues des fibroblastes dermiques dans la peau, des
astrocytes dans le foie et des cellules mésangiales dans le rein. Les myofibroblastes activés se
caractérisent par la surproduction de collagene fibrillaire (type I et III), des collagenes de type
V et de type VII ainsi que d’autres composants de la MEC et sont donc responsables de la

fibrose. Ces cellules sont activées par des cytokines ou des facteurs de croissance.

3.1.1 Les especes réactives de I’oxygene : ROS

Les radicaux libres ont été définis comme « toute espece capable d'une existence
indépendante qui contient un ou plusieurs électrons non appariés dans des orbites atomiques
ou moléculaires ». Depuis quelques années, cette définition a été remplacée par le terme plus
global d'especes réactives de l'oxygene (Reactive oxygen species ou ROS). Le terme ROS
inclut des réactifs intermédiaires de I'oxygene (Reactive oxygen intermediates ou ROI) telles
que I’'O,, H,0,, OH, l'ozone (O;) ainsi que I’acide hypochloreux (HOCI), 1’acide
hypobromeux (HOBr) et I’acide hypoiodeux (HOI) (Halliwell, 1991).

L'exces de ROS est appelé stress oxydatif et peut endommager les structures
cellulaires, les acides nucléiques, les lipides et les protéines. Les radicaux libres semblent
avoir des liens particuliers avec les cytokines et facteurs de croissance impliqués dans la
pathogenese de la ScS. Jobling et coll. ont suggéré que la libération du TGF-f (lié a sa
protéine de latence (LAP)) permettant son activation est induite par une modification
oxydative de LAP et donc a I'intervention de ROS (Jobling et al., 2006). De plus, les radicaux
libres peuvent stimuler l'expression et la sécrétion de TGF-f par de nombreux types
cellulaires et provoquer la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes induite par le

TGF-p (Cucoranu et al., 2005; Zhao et al., 2008).

Les fibroblastes dermiques isolés de patients ScS produisent plus d’O, et d’H,O, que
des fibroblastes isolés de sujets sains et cette production est due a ’activation du complexe

NADPH oxydase. La diminution de la production des ROS apres traitement avec
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I’antioxydant N-acétyl-L-cystéine diminue la prolifération cellulaire et 1’expression de
I’ARNm du collagéne de type I (Sambo et al., 2001). De plus, le sérum de patients atteints de
ScS induit la production d’H,0, par les fibroblastes (Servettaz et al., 2007). La production de
ROS est également cytotoxique car il a été démontré que I’administration d’arsenic trioxide
(As,0;) induit la production de ROS qui détruisent les fibroblastes activés, contenant de

faibles quantités de glutathione, un agent antioxydant (Kavian et al., 2012).

3.1.2 Lavoie Wnt/B-caténine

Les protéines Wnt sont des facteurs de croissance conservés dans I’évolution et riches
en cystéine codés par 19 genes chez I'homme. Ce sont des protéines sécrétées qui stimulent
différents récepteurs et vont ainsi activer diverses voies de signalisation en aval. Sur la base
d'études préliminaires, ces voies de signalisation ont été classées comme canonique (f3-
caténine-dépendant) ou non-canonique (f-caténine-indépendant). Cependant, cette
classification ne peut servir qu'a titre indicatif, car ces voies de signalisation canoniques et
non canoniques varient selon le contexte cellulaire. En effet, il existe 15 récepteurs ou co-
récepteurs pour Wnt et leur combinaison particuliere avec une protéine Wnt spécifique

détermine la voie de signalisation activée (Figure 6) (Niehrs, 2012).
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Figure 6 : Les voies de signalisation Wnt/f3-caténine. (Niehrs, 2012)

Ces protéines Wnt sont connues pour leur role dans 1’embryogénese, le cancer et la
stimulation ostéoblastique mais elles font 1’objet de recherches récentes dans les processus
conduisant a la fibrose. En effet, des études ont montré que les fibroblastes pulmonaires de
patients ScS avec atteinte pulmonaire accumulent le facteur de transcription -caténine au

niveau nucléaire, conduisant a une prolifération excessive de ces cellules (Lam et al., 2011).
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L’expression de la protéine Wnt10b est augmentée dans les biopsies de peau de patients ScS
et dans la peau de souris apreés injection de bléomycine. Les souris transgéniques sur-
exprimant Wnt10b présentent une perte du tissu adipeux sous-cutané accompagnée de fibrose
dermique, de dépots de collagene et d’une augmentation de 1’expression de I’actine des
muscles lisses (Wei et al., 2011). Il a également été montré que I’inhibition de la GSK-3
(Glycogen synthase kinase 3f3), une kinase qui régule la dégradation de la B-caténine, conduit
a une augmentation de la production de collagene par les fibroblastes dermiques humains et
augmente la fibrose cutanée induite par la bléomycine chez la souris ainsi que la souris TSK/+
(tight-skin-1) (Bergmann et al., 2011). Une autre étude a montré que dans la peau des patients
atteints de ScS, 1’accumulation au niveau nucléaire de la (-caténine était due a une

surexpression des protéines Wntl et Wnt10b (Beyer et al., 2012).

3.1.3 Les cytokines et facteurs de croissance

Certaines études déja anciennes ont suggéré que des facteurs solubles sécrétés par des
cellules mononucléées avaient la capacité d’activer des fibroblastes voire d’induire et de
maintenir un phénotype « ScS-like » chez des fibroblastes cutanés isolés de sujets sains
(Whiteside et al., 1984; Worrall et al., 1986). Nous citerons ici dans le tableau 6 les cytokines
et facteurs de croissance qui sont produits par les fibroblastes et ceux qui les stimulent.
L’implication de certaines cytokines dans la fibrose sera détaillée plus loin dans le chapitre 4 :

« Les cytokines impliquées dans la fibrose cutanée et pulmonaire ».
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Nom Produit par les fibroblastes dermiques Stimule les fibroblastes dermiques
TGF-f (Varga and Pasche, 2009) (Varga and Pasche, 2009)
IL-1a (Kawaguchi et al., 1999) (Hu et al., 2003)
Détection d’ARNm .
IL-1p (Chizzolini et al., 2002) (Kawaguchi et al., 1993)
Marquage immunohistochimique sur
1L-4 fibroblastes en culture (Makhluf et al., 1996)
(Salmon-Ehr et al., 1996)
IL-13 (Jinnin et al., 2006)
1L-6 (Khan et al., 2012) (Feghali et al., 1994)
IL-17A (Nakashima et al., 2012)
Expression de I'IL-22R1 par les fibroblastes
IL-22 dermiques, stimu!ation par de I'IL-22 induit la
phosphorylation de STAT1 et STAT3
(Wolk et al., 2009)
Expression du récepteur ST2 par les
IL-33 (Manetti et al., 2010) myofibroblastes daps les biopsies de peau de
patients ScS
(Manetti et al., 2010)
IFN-y (Serpier et al., 1997)
TNF-a (Antonelli et al., 2012)
MCP-1/CCL2 (Distler et al., 2001) (Yamamoto et al., 2001a)1)
CTGF (Holmes et al., 2001) (Shi-wen et al., 2000)
PDGF (Kawaguchi et al., 1999) (Yamakage et al., 1992)
bFDF (Denton et al., 1997)
Endothéline-1 (Kawaguchi et al., 1994) (Waters et al., 2006)

Tableau 6 : Les cytokines et facteurs de croissance produits par les fibroblastes et qui

stimulent les fibroblastes dans la ScS.

3.2 Implication des lymphocytes B

3.2.1 Altérations des LB chez les patients et dans les modéles animaux de ScS

Au cours de la ScS, il existe actuellement de nombreux arguments en faveur d’un rdle
prépondérant des LB dans le développement de la maladie comme par exemple une hyper-y-
globulinémie ou la production de nombreux auto-anticorps tels les anticorps anticentromere,
antitopoisomérase I, antifibrillarine, anti-PM-Scl, antifibrilline ou anti-ARN polymérase I ou
III. De par leurs diverses fonctions, les LB peuvent participer au développement de la fibrose

par la production d’auto-anticorps ou de cytokines.

Les modifications intrinseques des LB chez les patients atteints de ScS sont les
suivantes. Les patients présentent une augmentation de la présence de LB naifs (CD19"CD27
) et une diminution des LB mémoires (CD19'*CD27™) et plasmocytes (CD19°CD27"¢") dans
le sang. Toutefois, ces LB mémoires expriment de facon élevée des marqueurs d’activation
tels que CD80/86 et CD95 et produisent plus d’anticorps lorsqu’ils sont re-stimulés (Sato et
al., 2004a). (Figure 7)
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Figure 7 : Perturbations de ’homéostasie des LB chez les patients atteints de ScS, adapté
de (Sato et al., 2004b)

De plus, I’expression de CD19, un régulateur positif du BCR, est augmentée de 20%
sur les LB isolés de patients atteints de ScS et cette surexpression a été détectée sur des LB
naifs et mémoires (Sato et al., 2000, 2004a). L’augmentation de 1’expression de CD80/86 par
des LB issus de sujets sains ne survient que lorsque ces cellules sont activées car ce sont des
signaux critiques de co-stimulation. Dans la ScS, il est possible que les LB soient
constamment activés en raison d’une surexpression de CD19. L’expression de CD21, un
récepteur des fragments C3 du complément qui est associé au CD19 sur les LB, est également
plus élevée chez les patients ScS (Sato et al., 2000). Il a été démontré chez des souris
transgéniques (TG-4) qu’une surexpression de CD19 a la surface des LB semblable a celle
retrouvée chez les patients ScS conduisait a une rupture de tolérance qui se manifeste par la
production spontanée d’auto-anticorps anti-TOPO-I, anti-ADN, anti-histone ainsi que de
facteur rhumatoide (FR) (Asano et al., 2004a; Sato et al., 2000). Un polymorphisme dans le
promoteur de CDI19 (-499G>T) a été détecté et semble étre corrélé a la surexpression de
CD19 a la surface des LB chez des patients atteints de ScS par rapport a des sujets sains. Ces
études sur la surexpression de CD19 contribuent a 1’activation chronique des LB conduisant

probablement a la production des auto-anticorps (Tsuchiya et al., 2004).

Chez la souris tight-skin (TSK/+), un modele murin de ScS, la surexpression de CD19
n’est pas retrouvée mais une augmentation de la phosphorylation constitutive des résidus

tyrosine de CD19 a été démontrée par rapport aux souris controles. Il en résulte une activation
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chronique des LB ainsi qu’une hyper-y-globulinémie et une production accrue d’auto-
anticorps. Ces signes d’activation lymphocytaire B ne sont plus observés chez les souris tight-

skin croisées avec des souris CD19™ (Saito et al., 2002).

Des analyses transcriptomiques permettant d’évaluer 1’expression des genes dans des
biopsies de peau de patients atteints de ScS montrent une augmentation de 1’expression des
genes codant pour les immunoglobulines et CDS53, une glycoprotéine présente a la surface des
LB ayant un rdole dans I’adhésion cellulaire, par rapport a des biopsies de sujets sains

(Whitfield et al., 2003).

Plusieurs études se sont attachées a caractériser la présence de LB dans des biopsies de
peau de patients ScS, et a les caractériser. L’implication des LB dans la fibrose a été suggérée
des qu’a été révélée la présence d’infiltrats cellulaires composés de lymphocytes, de
plasmocytes et de macrophages dans 49% des coupes histologiques de peau de patients
atteints de ScS (Fleischmajer et al., 1977). La présence de LB (cellules CD20%) a été détectée
dans des biopsies de peau de patients atteints de ScS (Bosello et al., 2010). Afin de compléter
leur étude transcriptomique, Whitfield et coll. ont également effectué des marquages sur des
coupes histologiques de biopsies de peau de patients atteints de ScS (dans des zones
cliniquement affectées) et ont pu mettre en évidence des cellules positives pour le CD20, un
marqueur des LB, chez un des trois patients analysés dans 1’étude. Ces cellules n’exprimaient
pas le CDI138, un marqueur des plasmocytes. Ces auteurs ont également insisté sur
I’hétérogénéité de ce marquage d’une biopsie a l'autre sur le méme patient, voire dans
différentes zones au sein d’une méme biopsie. Ceci peut expliquer que, dans certaines études,
seule I’expression de CD3, marqueur des LT, est détectée dans les biopsies (Whitfield et al.,

2003).

Lafyatis et coll. ont démontré par immunohistochimie la présence de LB (CD20"), de
LT (CD3") et de macrophages (CD68") dans des biopsies de poumons de patients ScS atteints
de fibrose pulmonaire (Lafyatis et al., 2007).

L’implication des LB dans le développement de la fibrose cutanée a été évaluée chez
la souris TSK/+. L’administration d’anticorps anti-CD20 diminue la fibrose cutanée, I’hyper-
v-globulinémie ainsi que la concentration d’auto-anticorps dans le sérum des souris mais
uniquement lorsque celles-ci ont été traitées 3 jours apres la naissance. Le traitement n’a pas
eu d’effet sur les souris traitées plus tard (56 jours apres la naissance) qui avaient déja
développé la maladie (Hasegawa et al., 2006). Ceci nous indique que les LB seraient

potentiellement impliqués dans le début du développement de la fibrose dans la ScS et qu’un
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traitement anti-CD20 pourrait étre efficace s’il pouvait étre administré pendant les phases

précoces de la maladie.

3.2.2 Leréle pathologique des auto-anticorps

Les auto-anticorps produits au cours de la ScS n’ont pas uniquement un rdle
diagnostique mais peuvent aussi participer a la pathogénie de la maladie. Dans d’autres
pathologies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide, il a ét¢ démontré dans un
modele murin un r6le direct des auto-anticorps dirigés contre la glucose-6-phosphate
isomérase dans le développement de symptomes cliniques et physiopathologiques proches de
la maladie humaine. De plus, le transfert de sérum de ces souris arthritiques K/BxN suffit a

induire la maladie chez une souris saine (Korganow et al., 1999; Matsumoto et al., 1999).

Dans la ScS, plusieurs études sont en faveur d’un role pathogénique des
autoanticorps : il a été démontré que les anticorps anti-fibrillinel isolés du sérum de patients
pouvaient stimuler les fibroblastes dermiques 1isolés de sujets sains. Des études
transcriptomiques ont permis de déterminer que ces auto-anticorps induisent une
surexpression de geénes codant pour des protéines de la MEC tels que COL1A2, COL3Al,
COL4A2, COL6A3, MMP3 et TIMP3 ainsi que pour des protéines impliquées dans la voie du
TGF-B1 tels que TGFBRII, CTGF, latent TGF-f} binding protein 1 (LTBP1), et LTBP3 mais
ne modifient pas 1’expression du TGF-B1. Les anticorps anti-fibrillinel ont également la
capacité d’induire la phosphorylation et la translocation dans le noyau de Smad3, un facteur
de transcription impliqué dans la voie du TGF-f31. Les auteurs de cette étude proposent donc
le mécanisme suivant pour expliquer le role pathogene de ces anticorps : les anticorps anti-
fibrillinel peuvent reconnaitre la fibrillinel qui est lie a la protéine de latence du TGF-f31,
LTBP, ce qui va induire le relargage de TGF-31 sous sa forme active. Apres liaison a son
récepteur, le TGF-B1 va induire la phosphorylation de Smad3 et par conséquent la

transcription de genes codant pour des protéines de la MEC (Zhou et al., 2005).

Des anticorps anti-PDGF-R de patients atteints de ScS ont la capacité d’induire la
production de ROS par des fibroblastes dermiques isolés de sujets sains par la voie Ha-Ras-
ERK1/2 ainsi que I’expression des genes codant pour le collagene de type I (COL1A1 et
COL1A2) et I’actine des muscles lisses (a-smooth muscle actin : a-SMA) (Baroni et al.,
2006). Une autre étude apporte des résultats contraires indiquant que les anticorps anti-PDGF-
R isolés de patients atteints de ScS n’ont pas d’activité agoniste sur les récepteurs du PDGF

présents sur des cellules endothéliales aortiques de porc exprimant de maniere stable les
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récepteurs humains du PDGF (Loizos et al., 2009). Cette divergence peut s’expliquer par la

différence du modele expérimental utilisé par ces 2 équipes.

Les anticorps anti-fibroblastes isolés de patients atteints de ScS ont également la
capacité de stimuler les fibroblastes dermiques et pulmonaires. Ils sont présents sous forme
d’IgG dans 58% et d’IgM dans 48% des patients avec une différence significative entre les
patients atteints de ScS diffuse et limitée. Ces anticorps anti-fibroblastes induisent : 1) une
augmentation de 1’adhésion de cellules monocytaires U937 aux fibroblastes dermiques par la
surexpression de ICAM-1, ii) une augmentation de 1’expression de ’ARNm de I'IL-1a, I'IL-
1P et 'IL-6 et iii) une augmentation de la sécrétion d’IL6 dans le surnageant de culture.
L’addition dans le surnageant de culture de I’antagoniste du récepteur a I’IL-1, I'IL-1Ra, a
completement inhibé I’induction de 1’expression d’ICAM par les anticorps anti-fibroblastes
(Chizzolini et al., 2002). Ces anticorps peuvent également induire la sécrétion de CCL2 et
CXCL8 par les fibroblastes dermiques par un mécanisme dépendant de TLR4 et du

protéasome (Fineschi et al., 2008).

Les anticorps anti-cellules endothéliales peuvent stimuler la surexpression d’ICAM-
1, VCAM-1 et la selectine-E par les HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) ce qui
va augmenter 1’adhésion des cellules monocytaires U937. L’utilisation d’anticorps anti-IL1
inhibe I’expression de ces molécules a la surface des cellules endothéliales ainsi que

I’adhésion des cellules monocytaires (Carvalho et al., 1996).

3.2.3 Les LB : des cellules productrices de cytokines

L’implication potentielle de cytokines profibrotiques produites par les LB a été
évoquée dans plusieurs études. Les LB pourraient étre responsables de la production d’IL-6
car I'utilisation d’un anticorps anti-CD20 permettant la déplétion en LB chez des patients
atteints de ScS a induit une réduction de la concentration sérique d’IL-6 (Bosello et al., 2010).
Comme indiqué ci-dessus, les LB de souris TSK/+ sont activés de facon chronique et
pourraient donc synthétiser de I’IL-6 participant a la fibrose cutanée. Saito et coll. ont montré
que ces LB isolés et stimulés par des anticorps anti-IgM et anti-CD40 produisent plus d’IL-6
que des LB issus de souris WT. De plus, la perte de I’expression de CDI19 inhibe la
production d’IL-6 par les LB isolés de souris TSK/+ (Saito et al., 2002). Les cellules
mononucléées du sang périphérique isolées de patients atteints de ScS sécretent de maniere
spontanée plus d’IL-6 que des cellules isolées de sujets sains (Hasegawa et al., 1999). Ces
données suggerent donc que la surexpression de CD19 par les LB de patients atteints de ScS

pourrait participer a la fibrose par la surexpression d’IL-6 mais a ce jour aucune €tude n’a
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démontré que I’IL-6 produite par les LB de patients atteints de ScS induisait la production de

MEQC par les fibroblastes.

Une autre cytokine pouvant participer a la fibrose par la production massive de MEC
par les fibroblastes est le TGF-f1. Il a été montré que des LB de souris sauvages stimulés par

du LPS pouvaient produire du TGF-B1 (Snapper et al., 1993).

D’autres études ont incriminé les LB dans le développement de la fibrose hépatique ou
pulmonaire. En effet, les souris dépourvues de LB développent une fibrose hépatique atténuée
en réponse au tétrachlorure de carbone (CCl4) par un mécanisme indépendant des anticorps et
des LT (Novobrantseva et al., 2005). Komura et coll ont montré que des souris déficientes
pour CD19 développent une fibrose pulmonaire atténuée en réponse a la bléomycine et que
des souris surexprimant CD19 développent une fibrose plus importante. Ces auteurs ont
suggéré que CDI19 pouvait moduler l'infiltration lymphocytaire B dans le poumon en

surexprimant CXCR3 (Komura et al., 2008).

En conclusion de cette partie 3.2, il semblerait possible qu’un traitement ciblant les LB
puisse étre efficace afin de traiter les patients atteints de ScS. A ce jour, quatre études
ouvertes ont €té€ réalisées sur des petites cohortes de patients (de 8 a 15). Trois de ces quatre
études ont montré que 1’utilisation d’un anticorps anti-CD20 pouvait améliorer les symptomes
cutanés et musculaires mais n’avaient pas d’impact sur [atteinte pulmonaire. Ces
observations doivent étre complétées par des études cliniques randomisées, multicentriques
réalisées en double aveugle afin d’établir clairement 1’intérét d’une thérapeutique anti-LB
dans la ScS (Bosello et al., 2010; Daoussis et al., 2010; Lafyatis et al., 2009; Smith et al.,
2010).

Jusqu'a présent, de nombreux travaux ont étudi€ les anomalies des LB chez les
patients ainsi que le role pathogeéne des auto-anticorps mais I’implication directe des LB dans
le développement de la fibrose cutanée chez ’homme n’a pas été€ explorée, ce qui a été le but

d’une partie de notre travail.

3.3 Implication des lymphocytes T

3.3.1 Polarisation des LT

Apres reconnaissance de 1’antigene porté par les molécules de classe II du CMH et le
signal de co-stimulation fourni par les cellules présentatrices d’antigenes, les principaux LT-

CD4 effecteurs générés sont au nombre de 5 : LTy1, LT,2, LT,17, LTy, (LT folliculaires), et
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LTreg (LT régulateurs). Leur différenciation dépend du contexte cytokinique auquel ils sont

exposés (Figure 8) :

Les LTyl sont générés en réponse a I'IFN-y produit par les cellules dendritiques, les
macrophages et les cellules NK. Le facteur de transcription STAT1 est alors activé et induit
un autre facteur de transcription spécifique a la réponse Ty1, T-bet, ainsi que I’expression du
récepteur de I'IL-12. L’IL-12 induit STAT4 qui avec T-bet va permettre la transcription du
gene de I'IFN-y et sa syntheése caractéristique de la réponse Tyl. Les autres cytokines
produites par les Tyl sont I'lL-2 et le TNF-a. Les LTyl ont la capacité d’activer les
macrophages afin de leur permettre de détruire les pathogeénes intracellulaires mais ils peuvent

également participer a la différenciation des LT-CDS naifs en LT-CDS effecteurs.

La réponse de type LTy2 est induite par I'IL-4. Le récepteur a I’'IL-4 active STAT6
qui induit I’expression de GATA-3, un facteur de transcription spécifique des LT,2,
favorisant ainsi la synthese d’IL-4, d’IL-5, d’IL-9, d’IL-10 et d’IL-13. Les cytokines de type

T2 activent les polynucléaires éosinophiles, les mastocytes et les polynucléaires basophiles.

Les cytokines produites par les LTyl ont un effet inhibiteur sur la réponse LT,2 et

vice versa.

En I’absence d’IL-12 et d’IL-4, les LT17 sont induits par I'IL-6, I'IL-1 et le TGF-f3
qui activent le facteur de transcription RORYT ce qui permet la production du récepteur de
I’'IL-23. Leur développement dépend ensuite de I’IL-23. Ces LTy17 produisent de I’IL-17A et
de 'IL-17F ainsi que de I’IL-22. L’IL-17A/F est une cytokine pro-inflammatoire jouant un

role dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles au niveau du site de I'infection.
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Figure 8 : Maturation des LT auxiliaires LTy1, LT,2, LT,17.(Dong, 2006)

Les LTy se caractérisent par I’expression du facteur de transcription Bcl6 qui va
permettre 1’expression de CXCRS, le récepteur de CXCL13, sécrété par les LB dans les
follicules B des organes lymphoides secondaires. Ceci permettrait la localisation particuliere
de ces cellules dans les follicules des organes lymphoides secondaires. Leur role est
particulier car il est restreint a I’activation des LB par la sécrétion d’IL-21 dans les organes
lymphoides secondaires (Figure 9). Aucune modification des LTy, n’a été décrite a ce jour

dans la ScS.
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Figure 9 : Différenciation des LT folliculaires et action sur les LB. (King, 2009)

Il existe 2 populations principales de LTreg : les LTreg naturels et LTreg induits. Les
LTreg induits expriment le facteur de transcription FoxP3 et les marqueurs de surface CD25
et CD4. Ils sont produits lorsqu’un LT naif est activé en présence de TGF-f et en 1’absence
d’IL-6. Ils produisent eux-mémes du TGF-f et de I'IL-10, qui sont des cytokines
immunosuppressives. La présence ou I’absence d’IL-6 va donc déterminer la maturation d’un

LT naif en LTreg ou LT,;17. Les mécanismes d’action des LTreg sont résumés dans la figure

10.
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Figure 10 : Mécanismes d’action des LT régulateurs. (Vignali et al., 2008)
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3.3.2 Les LT dans la fibrose cutanée et pulmonaire

Chez les patients atteints de ScS, plusieurs études ont montré une orientation vers un
profil Ty2 comme en témoigne la production accrue d’IL-4, d’IL-6 et d’IL-13 (Mavalia et al.,
1997; Truchetet et al., 2011). Le rdle particulier de ces cytokines dans le développement de la
fibrose sera détaillé dans le chapitre 4. La polarisation vers une réponse de type T2 dans la
ScS peut s’expliquer car il a été montré que les réponses T;;2 sont induites dans les processus
de réparation tissulaire et de fibrogénese en réponse a des ceufs de Schistosoma mansoni, la
réponse Ty1 induisant plutdt une réponse inflammatoire destructrice pour le tissu pulmonaire

(Sandler et al., 2003).

L’implication des LTreg dans le développement de la fibrose semble controversée.
Chez les patients atteints de ScS, il a été rapporté que les LTreg CD4"CD25" et CD8*CD28"
du sang périphérique présentent des altérations qualitatives et quantitatives (Fenoglio et al.,
2011). Antiga et coll. ont démontré une diminution de la présence de LTreg FoxP3" et de
cellules TGF-f* et IL-10" dans la peau de patients atteints de ScS comparés a des sujets
contrdles. De plus, la concentration sérique de TGF-3 et d’IL-10 semble étre diminuée chez
les patients ScS (Antiga et al., 2010). Ceci peut en partie expliquer la perte de tolérance
observée dans la ScS. Toutefois, une autre étude a montré que les LTreg étaient bien moins
nombreux dans la peau de patients mais la proportion et I’activit¢ des LTreg
CD4"CD25'FoxP3" dans le sang périphérique n’étaient pas modifiées (Klein et al., 2011).
Une autre étude montre que les LTreg CD4'CD25"FoxP3"* sont augmentés dans le sang
périphérique de patients atteints de ScS et que leur présence est corrélée a ’activité et la
sévérité de la maladie (Slobodin et al., 2010). Il semblerait que la divergence des résultats
obtenus entre ces différentes €études soit due a la population de patients sélectionnés, les
patients de I’étude de Slobodin et coll. étant traités par immunosuppresseurs. Plus récemment,
Mathian et coll. ont décrit que la présence de LTreg activés était diminuée au début de la
maladie et mais que les cellules FoxP3" (incluant des cellules T non régulatrices) étaient
présentes en plus grand nombre au niveau périphérique chez les patients atteints de ScS
diffuse et active. Toutefois, ces auteurs n’ont pas retrouvé de cellules CD4'FoxP3" dans les
biopsies de peau de patients et rapportent méme que ’expression de I’ARNm de FoxP3 est
diminuée dans la peau de patients ScS par rapport aux sujets sains (Mathian et al., 2012). Les
LTreg étant producteurs de TGF-f3, une cytokine pro-fibrotique, on peut toutefois noter que la
diminution de leur présence dans la peau des patients nous indique que les LTreg ne sont pas

la source de TGF-[3 dans la ScS. Chez les patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique,
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la présence des LTreg dans le sang périphérique ainsi que la capacité immunosuppressive sur
les LTy1 et LT,2 des LTreg isolés de lavages broncho-alvéolaires sont diminuées par rapport
a des sujets sains (Kotsianidis et al., 2009). L’implication précise des LTreg dans les

processus fibrotiques reste a éclaircir.

La présence de LTy17 dans le sang périphérique est augmentée chez les patients
atteints de ScS (Truchetet et al., 2011). De plus, la stimulation de PBMC de patients par un
stimulus polyclonal (anticorps anti-CD3 et anti-CD28) induit une différenciation T17 plus
importante et une différenciation T,;1 moins importante que celles des sujets sains (Fenoglio
et al., 2011). De plus, ’'IL-6, I'TL-23 et I'[L-1, des cytokines induisant la différenciation des
LT naifs en LT,17, sont toutes augmentées dans le sérum des patients atteints de ScS

(Radstake et al., 2009).

La caractérisation des LT présents dans des biopsies de peau de patients atteints de
ScS a été effectuée par Parel et coll. Dans les biopsies, ces auteurs ont démontré la présence
de cellules « simple positives » (SP) CD4" et CD8", portant majoritairement un TCRa/[3, mais
également la présence de cellules « double positives » (DP) CD4"/CD8* exprimant la
molécule CD4, CD8a et CD8P (CD8 en hétérodimere a/f3). Les cellules SP CD8* et DP
isolées de patients ScS produisent plus d’IL-4 et moins d’IFN-y que des cellules saines, ce qui
leur confere un profil pro-fibrotique. De plus, apres stimulation par un anticorps anti-CD3, les
cellules DP produisent plus d’IL-4 que les cellules SP. Ces cellules DP ont également la
capacité d’aider les LB a produire des anticorps (role de LT auxiliaire) et peuvent aussi avoir
une fonction cytolytique. Enfin, la présence de ces cellules DP est augmentée dans le sang de

patients atteints de ScS par rapport a des sujets sains (Parel et al., 2007).

La présence d’une autre catégorie de LT auxiliaires produisant spécifiquement de I'IL-
22 mais pas d’IL-17, d’IFN-y ou d’IL-4, appelée LTy22 (IL-17A/IL-22"/IFN-y/IL-4"), est
également augmentée dans le sang périphérique de patients atteints de ScS. L’IL-22, une
cytokine qui semble agir sur les cellules épithéliales, participe a la défense anti-microbienne
et au maintien de I’homéostasie de I’épithélium (Wolk et al., 2010). Les patients ScS
présentant une atteinte pulmonaire ont une proportion plus importante de cellules CD4'IL-17"
et surtout de CD4'IL-22" par rapport aux sujets atteints de ScS sans atteinte pulmonaire, les
cellules CD4'IL-4" et CD4'IFN-y" étant inchangées entre ces 2 catégories de patients
(Truchetet et al., 2011). Ceci suggere que les LT,22 seraient impliqués dans la fibrose
pulmonaire. Une autre étude a démontré que l’expression de ’ARNm de I'IL-22 est

augmentée dans les biopsies de peau de patients atteints de ScS comparés a des sujets sains
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(Mathian et al., 2012). Chez la souris, il a ét¢ montré que 1I’'IL-22 et I'IL-17A agissent de
facon synergique et jouent un rodle pro-fibrotique en réponse a la bléomycine alors qu’il
semblerait que I'IL-22 présente seule permette de protéger la souris de la réaction

inflammatoire pulmonaire induite par la bléomycine (Sonnenberg et al., 2010).

La majorité des LT posseédent un TCR composé d’une chaine o et d’une chaine § mais
il existe une minorité de LT possédant un TCRY/d qui ont la particularité de ne pas recirculer
et dont les fonctions ne sont pas tout a fait établies a ce jour. On distingue 2 catégories de
LTy/d : certains sont présents dans les organes lymphoides et possedent un répertoire TCR
diversifié comme les LTo/f et les autres sont localisés au niveau des épithéliums (de la peau,
du poumon et de I’appareil reproducteur) et présentent un TCR tres peu diversifié. Ce TCR
reconnaitrait des molécules exprimées en réponse a une infection mais non spécifiques d’un
pathogene comme des protéines de choc thermique, des molécules de classe Ib (non
conventionnelles) ou des phospholipides. Il a ét¢ montré que lors du développement des
LTy/0 dans le thymus, ils acquierent la capacité de sécréter soit de I'IFN-y ou de I'IL-17A
suivant s’ils rencontrent ou non un antigene (Jensen et al., 2008). Dans le modele de fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris, il a ét€ montré que les LTy/d produisent
de I'IL-17A et de I'IL-17F seulement 24h apres exposition a la bléomycine (Gasse et al.,
2011). Chez les patients atteints de ScS, les LTy/d semblent étre augmentés dans la peau et
les poumons comparés a des sujets sains (Kahaleh et al., 1999). Il a ét€¢ démontré que le
surnageant de culture de LTy/0 pouvait induire une prolifération des fibroblastes dermiques
ainsi qu’une augmentation de la production de collagéne dépendante du TGF-f3 et du bFGF,

contrairement au surnageant de LTa/f3 qui n’a eu aucun effet (Ohtsuka, 2008).

Les LT peuvent également moduler la production de collagéne par les fibroblastes
dermiques par contact cellule-cellule. En effet, des préparations de membranes de LT,1 mises
en contact avec des fibroblastes dermiques isolés de patients ou de sujets sains diminuent la
production de ’ARNm du collagene de type I et augmentent la production de ’ARNm de
MMP-1 par un mécanisme dépendant de la présence d’IFN-y (Chizzolini et al., 1998). L’IFN-
Yy est une cytokine ayant des propriétés anti-fibrotiques car il diminue leur production de
collagéne par les fibroblastes in vitro. De plus, les membranes de LT,2 ont également la
capacité d’inhiber la production de collagene par les fibroblastes isolés de sujets sains mais
pas de patients atteints de ScS par la présence de TNF-o membranaire. Des LT;1 ou LT,2 co-

cultivés avec des fibroblastes dermiques induisent une diminution de la production de
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collagéne et une augmentation de la production de MMP-1 lorsqu’ils sont activés par un

anticorps anti-CD3 (Chizzolini et al., 2003).

Pour résumer, les LT auxiliaires semblent acquérir un profil T2 dans la ScS, comme
en témoigne la production accrue de cytokines pro-fibrotiques comme I'IL-4, I'IL-6 ou
I’'IL13. Toutefois, les LT,2 semblent avoir un effet anti-fibrotique par contact direct sur des
fibroblastes de sujets sains mais les fibroblastes isolés de patients échappent a cette régulation
par les LT,2. De plus, il semblerait que les LT,;17 ou les LTy/d participent a la fibrose par la
production d’IL-17A, ce qui semble étre controversé aujourd’hui pour les LT,17 (Cf partie
4.4). Le role des LT,;22 reste encore a éclaircir mais il semblerait qu’ils sécretent de 1’1L-22,
une cytokine qui agirait en synergie avec I’IL-17A dans la fibrose pulmonaire. L’activité et la
présence des LTreg semblent €tre diminuées dans la ScS, ce qui reste également a confirmer

par d’autres études.
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4 Les cytokines impliquées dans la fibrose cutanée et pulmonaire
Les cytokines impliquées dans le développement de la fibrose cutanée et pulmonaire
sont nombreuses. Leur role a été étudi€¢ dans le développement de la fibrose cutanée sur des
fibroblastes dermiques isolés de sujets atteints de ScS et de sujets sains. Les souris
transgéniques et knock-out (KO) pour ces protéines ont également permis d’étudier leur role
dans divers modeles animaux de fibrose. Certaines de ces cytokines ont un rdle encore peu
défini et font toujours actuellement 1’objet de travaux. Le développement d’anticorps
thérapeutiques permettant de moduler 1’action des cytokines représente une des pistes

importantes pour le traitement des patients atteints de ScS.

4.1 Lafamille de I'interleukine 1

La famille de I'IL-1 possede 11 membres: I'IL-la, I'IL-1B, I'IL-1 récepteur
antagoniste (IL-1Ra), I'IL-18, I'IL-33 et les protéines d’IL-1F5 a IL-1F10 (Figure 11). Tous
les génes codant pour les membres de cette famille sont situés sur un locus du chromosome 2,
sauf I'IL-18 et I'IL-33. L’IL-18 et I’IL-1f sont caractérisées par la présence d’un domaine
« pro- » qui doit étre clivé par un assemblage de protéines appelé « inflammasome ». Ce
clivage permet la génération de la forme mature et biologiquement active de ces cytokines qui
pourront alors étre sécrétées. L’IL-1a possede également un domaine pro- qui sera clivé par
la calpaine, une cystéine protéase, ce qui permet sa sécrétion. Toutefois, contrairement a 1’IL-
1B, ce clivage n’est pas nécessaire a I’activité biologique de I'IL-1a (Sims and Smith, 2010).
L’IL-33 est produite sous forme active, elle ne nécessite pas de clivage. Il a méme été montré
que le clivage de I'IL-33 par des caspases apoptotiques (caspase-3 et -7) conduit a la

diminution de son activité biologique (Liithi et al., 2009).

Les molécules de la famille de I'IL-1 se lient a des récepteurs qui contiennent un
domaine TIR intracellulaire (Toll/interleukin-1 receptor). L’IL-la et B se lient a leur
récepteur IL-1R1 induisant alors le recrutement de I'IL-1RAP. La formation de cet
hétérodimere IL-1R1/IL-1RAP induit le recrutement de protéines de signalisation
intracellulaires telles que MyD88, IRAK4 et TRAF6 conduisant a ’activation du facteur de

transcription NFkB.
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Figure 11 : Les différents membres de la famille de 'IL-1, leur processus de maturation,

leurs récepteurs et leur mode de régulation. (Sims and Smith, 2010)

Bien que se liant au méme récepteur et ayant donc une activité similaire, I'TL-1a et
I'IL-1p présentent quelques différences. L’IL-1f est une cytokine sécrétée et circulante alors
que I’IL-1a est associée a la membrane plasmique et agit localement (Kurt-Jones et al., 1985).
De plus, I'IL-1f est principalement produite par les monocytes et les macrophages alors que
I’'IL-1o est exprimée par une plus grande diversité de cellules comme les kératinocytes ou les

cellules endothéliales.

Ces 2 cytokines peuvent étre bloquées de 2 facons différentes : soit par 1’antagoniste
naturel de I'IL-1R1, I'[L-1Ra, qui va donc empécher la liaison de la cytokine sur son
récepteur, soit par la production de I’'IL-1R2, un autre récepteur ne possédant pas de domaine
TIR intracellulaire et donc pas de capacité de signalisation intracellulaire. L’IL-1R2 peut se
lier a 'IL-1RAP, I’empéchant donc de se lier a I'IL-1R1 et I'IL-1R2 peut également exister
sous forme de récepteur soluble (Figure 12) (Sims and Smith, 2010). L’IL-1a et 3 ont des
roles pléiotropiques, elles sont produites lors de la réponse inflammatoire, permettent
I’expression de molécules d’adhésion, activent les macrophages et semblent avoir un role
dans la différenciation des LT, 17 et dans la production d’IL-17 par les LTyd (Sutton et al.,
2006, 2009).
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Figure 12 : Blocage de la signalisation de 'IL-1 par IL-1R2. (Peters et al., 2012)

L’IL-33, une cytokine dont la fonction a ét€ découverte plus récemment, est le ligand
du récepteur ST2 présent a la surface de les LT,2. Le récepteur ST2 recrute I’IL-1RAP afin
d’initier la transduction du signal (Schmitz et al., 2005). L’IL-33 peut étre clivée par la
calpaine pour générer une forme active de la cytokine mais ce clivage n’est pas obligatoire car
la forme complete de la cytokine peut se lier a son récepteur. Comme indiqué auparavant,
I’'IL-33 peut également étre clivée par des caspases pro-apoptotiques, ce qui permet son
inactivation lors de la mort de la cellule par apoptose. L’IL-33 n’a pas de role dans la
différenciation des LT};2 mais elle induit une production d’IL-5 et d’IL-13 par ces cellules en

I’absence de stimulation antigénique (Guo et al., 2009).

4.1.1 l'lL-1a

Dans la ScS, il a ét€é démontré que I'IL-1a est présente en plus grande quantité dans
les biopsies de peau de patients comparés a des sujets sains et que I'IL-1o produite par les
cellules épithéliales pouvait induire la production de CTGF par les fibroblastes (Aden et al.,
2010). Les fibroblastes de peau de patients atteints de ScS expriment constitutivement de 1’IL-
la, principalement localisée au niveau nucléaire, qui induit ’expression d’IL-6 et de PDGF
(Kawaguchi, 1994; Kawaguchi et al., 1999). 1l a en effet ét€¢ démontré que I'IL-1o pouvait
interagir avec la necdin. La necdin est une protéine nucléaire qui inhibe la croissance
cellulaire et la production de collagene de type I. Sa liaison avec I'IL-1a reverse cet effet
inhibiteur (Hu et al., 2003). De plus, Kawaguchi et coll. ont observé que I'inhibition de

I’expression de I’IL-1a dans les fibroblastes de peau de patients atteints de ScS induit une
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diminution de la prolifération cellulaire ainsi que de la production d’IL-6 et de collagene

(Kawaguchi et al., 2004).

De facon étonnante, les fibroblastes de patients atteints de ScS produisent plus d’IL-
1Ra intracellulaire lorsque les fibroblastes sur-expriment I’IL-1a ou en réponse a I'IL-1f3 et
au TNF-a, ce qui suggere qu’il existe un controle de ’activité de I’IL-1a dans les fibroblastes
(Higgins et al., 1999). Une autre étude de cette équipe a démontré que la surexpression de
I’IL-1Ra intracellulaire par des fibroblastes normaux était capable d’induire leur
différenciation en myofibroblastes (expression d’a-SMA) (Kanangat et al., 2006). Cependant,
la concentration sérique d’IL-1a est inchangée chez les patients atteints de ScS comparés a
des sujets contrdles, ce qui confirme bien son role au niveau local, voire méme intracellulaire

comme le suggerent plusieurs études (Needleman et al., 1992).

4.1.2 L'IL-18

La concentration d’IL-1p est augmentée dans le liquide broncho-alvéolaire et le sang
de patients atteints de ScS comparés a des sujets sains (Hussein et al., 2005). Il a également
été montré que les fibroblastes dermiques de patients atteints de ScS sont plus sensibles a la
stimulation par de faibles concentrations d’IL-1f3 que les fibroblastes sains, ce qui suggere
une potentialisation des effets de I'IL-1f3 dans la ScS (Kawaguchi et al., 1993). De plus, les
PBMC de patients atteints de ScS produisent plus d’oxyde nitrique (NO) en réponse a I’IL-1[3

comparés a des PBMC de sujets sains (Yamamoto et al., 1998).

Le role de I'IL-1p dans la fibrose pulmonaire a été évalué dans le modele murin induit
par la bléomycine. En effet, Gasse et coll. ont montré que les souris déficientes pour I’IL-1R1
et pour MyD88 développent une fibrose pulmonaire atténuée par rapport a des souris WT. De
plus, I’administration intra-nasale d’IL-1[3 recombinante induit une fibrose pulmonaire proche
de celle induite par la bléomycine (Figure 13). Enfin, I’administration d’IL-1Ra diminue
I’inflammation pulmonaire induite par la bléomycine ainsi que la production de TIMP-1 dans
les LBA et les poumons des souris (Gasse et al., 2007). Dans un deuxieme temps, Gasse et
coll. ont également démontré que I'IL-1f et la bléomycine induisent 1’expression d’IL-23/p19
et d’IL-17A et F dans les poumons de souris (Gasse et al., 2011). Les souris déficientes pour
I'IL-17A développent une fibrose atténuée en réponse a I’'IL-1[3 comparés a des souris WT ce
qui nous indique que la fibrose pulmonaire induite par I'IL-1f3 est dépendante de 1'IL-17A

(Wilson et al., 2010). Le role de I’IL-17A dans la fibrose sera détaillé dans la partie 4 .4.
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Figure 13 : Coupes histologiques de poumons de souris C57Bl/6 14 jours apreés instillation
de NaCl, de bléeomycine (15mglkg) ou d’IL-1f recombinante (1ug/souris = 0,05mg/kg)
(400x). C a D : coloration hématoxyline/éosine. F a H : coloration CAB (Chromotrope
Aniline Blue) (Gasse et al., 2007)

4.1.3 L'IL-33

Plusieurs auteurs ont observé que les concentrations sériques d’IL-33 étaient
augmentées chez les patients atteints de ScS et corrélées avec I’étendue de la fibrose cutanée,
la sévérité de ’atteinte pulmonaire, la présence d’ulceres digitaux ainsi que dans les formes

débutantes de la maladie (Manetti et al., 2011; Terras et al., 2013; Yanaba et al., 2011).

Peu d’études ont a ce jour exploré les mécanismes pouvant expliquer le role de 1’IL-33
dans la ScS. Une étude a montré que I'IL-33 était moins exprimée par les cellules
endothéliales de patients atteints de ScS en phase débutante comparés a des patients en phase
tardive et des sujets sains (démontré par immunohistochimie et western blot). A I'inverse,
I’expression de ST2 est augmentée dans les coupes histologiques de peau de patients en phase
débutante et a été détectée a la surface de LB, LT, macrophages, polynucléaires éosinophiles
et mastocytes infiltrant la peau (Manetti et al., 2010). Il est donc envisageable que I'IL-33
contenue dans les cellules endothéliales soit sécrétée chez les patients atteints de ScS et
permette le recrutement de cellules inflammatoires et immunitaires au niveau de la peau des

patients.
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L’injection par voie sous cutanée d’IL-33 a des souris induit le recrutement de
polynucléaires éosinophiles et de LT ainsi que la production de I’ARNm de I'IL-13. L’IL-33
entraine la production de collageéne de type Il et VI et de TIMP-1. La fibrose induite par 1’IL-
33 est dépendante de 1I'IL-13 produite par les polynucléaires éosinophiles (Rankin et al.,
2010). D’apres ces deux études, 1I’IL-33 semble donc jouer un role pro-fibrotique au niveau

cutané, ce qui doit étre confirmé par d’autres expériences.

4.2 L’interleukine 6

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire pléiotropique qui induit la réponse
inflammatoire aigiie et régule la réponse immunitaire. Bien que possédant un role
physiologique important, la production massive d’IL-6 joue un rdle déterminant dans le
développement de certaines pathologies comme la polyarthrite rhumatoide (Scott et al., 2010).
Plusieurs études ont rapporté que 1I’IL-6 pouvait également étre impliquée dans la pathogénie

de la ScS.

Les sources d’IL-6 dans la ScS peuvent étre extrémement diverses car la majorité des
cellules nucléées sont capables de produire et sécréter de I’IL-6. Au niveau de la cellule cible,
I’'IL-6 se lie soit a I’'IL-6Rm au niveau de la membrane plasmique soit a I’IL-6R soluble, le
complexe IL-6/IL-6R pourra alors permettre la transmission du signal via la protéine gp130
(Figure 14). La gp130 induit ensuite la phosphorylation de JAK qui va permettre 1’activation
de facteurs de transcription tels que STAT-1 ou STAT-3.

IL-6

IL-6R soluble
IL-6

IL-6Rm

Figure 14 : Les interactions de I'IL-6 avec ses récepteurs.

L’implication de I'IL-6 dans la physiopathologie de la ScS est aujourd’hui bien
démontrée. Les PBMCs isolés de patients atteints de ScS produisent spontanément plus d’IL-
6 que les cellules de sujets sains et I’expression de I’IL-6R soluble a été corrélé a la sévérité

de I’atteinte pulmonaire (Hasegawa et al., 1999). Les fibroblastes de peau de patients atteints
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de ScS produisent également plus d’IL-6 de maniere spontanée par rapport aux sujets sains
(Feghali et al., 1992; Kadono et al., 1998). Plusieurs études ont établi le lien entre la présence
d’IL-6 et la production de collagene par les fibroblastes, ce qui pourrait expliquer la
surexpression spontanée de collagene par les cellules isolées de patients atteints de ScS
(Duncan and Berman, 1991; Zurita-Salinas et al., 1998). De plus, 'utilisation d’anticorps
anti-IL-6 diminue la production de collagene de type I par des fibroblastes dermiques de
patients ScS (Kawaguchi et al., 1999). Il a enfin ét€ montré que la stimulation de fibroblastes
avec de I'IL-6 recombinante pouvait induire la production de collagéne de type I ainsi que
I’expression de I’a-SMA et de CTGF via la voie de signalisation JAK2/STAT3 et ERK (Khan
etal.,2012).

La concentration d’IL-6 est plus élevée dans le sérum de patients atteints de ScS par
rapport aux sujets sains et est corrélée a I’atteinte cutanée et pulmonaire (Khan et al., 2012;
Sato et al., 2001; Scala et al., 2004). Les lavages broncho-alvéolaires de patients atteints de
ScS contiennent également plus d’IL-6 que les sujets sains (Gudbjornsson et al., 1994). Des
marquages sur coupes histologiques ont également montré une augmentation de I’expression

de I’'IL-6 dans la peau de patients atteints de ScS (Khan et al., 2012).

De plus, les souris IL-6" développent une fibrose pulmonaire atténuée en réponse a la
bléomycine (Saito et al., 2008). Dans le modele de la réaction sclérodermique chronique du
greffon contre 1’hote (graft-versus-host : GVHD-ScD), un modele murin de ScS, utilisation
d’un anticorps anti-IL-6R induit une diminution des symptomes cliniques et de la fibrose
cutanée et pulmonaire ainsi qu’une augmentation de la présence de LTreg (Le Huu et al.,

2012).

Chez I’homme, 2 patients atteints de ScS avec atteinte pulmonaire ont été trait€s avec
du tocilizumab, un anticorps thérapeutique anti-IL-6R utilisé dans le traitement de la PR. Un
traitement de six mois a raison d’une injection par mois a montré une diminution de
I’épaisseur de la peau ainsi que de la fibrose cutanée (observée par coupes histologiques) mais
n’a pas eu d’effet sur l'atteinte pulmonaire (Shima et al., 2010). Il semble aujourd’hui
nécessaire d’évaluer I’'intérét thérapeutique du blocage de I'IL-6 dans des études controlées

randomisées.
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4.3 Lesinterleukines 4 et 13

L’IL-4 et ’IL-13 sont des cytokines immuno-régulatrices produites par les LT,2 et les
iINKT (T2-like invariant natural killer T cell). Le gene de I’'[L-4 est situé sur le chromosome
S, proche de celui de I'IL-13. Ces deux cytokines partagent beaucoup de fonctions en
commun car elles se lient a la chaine o du récepteur a I’'IL-4 (IL-4Ra) qui active le facteur de
transcription STAT6(Figure 15). L’IL-4 participe a la commutation isotypique des LB
(production d’IgE, IgG,, 1gG,,, IgG,;), augmente la production d’immunoglobulines et induit
la différenciation de LT naifs en LT,2. L’IL-4 et I'IL-13 ont un rdle trés important dans le
développement de 1’asthme, pathologie dans laquelle un anticorps ciblant I'IL13, le
lebrikizumab, a montré son efficacité (Corren et al., 2011). Ces deux cytokines peuvent
activer les fibroblastes dermiques car ils expriment I'IL-4Ra et 'IL-13Ral (Murata et al.,

1998).

Les concentrations sériques d’IL-4 et d’IL-13 sont toutes les deux augmentées chez les
patients atteints de ScS (Famularo et al., 1990; Hasegawa et al., 1997; Needleman et al.,
1992).

IL-4 IL-13
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IL-13Ral IL-13Ra2 IL-13Ral IL-13Ra2

IL-4Ra IL-4Ra IL-4Ra

Figure 15 : Les récepteurs partagés par 'lL-4 et 'IL-13.

43.1 L4

L’expression d’IL-4 est augmentée dans les biopsies de peau de patients atteints de
ScS et il semblerait que 1I’'IL-4 soit produite par les fibroblastes dermiques isolés de patients
contrairement aux fibroblastes de sujets sains (Salmon-Ehr et al., 1996). La stimulation de
fibroblastes dermiques avec de 1I'IL-4 augmente la production de collagene de type I et III

ainsi que de fibronectine (Distler et al., 2006; Postlethwaite et al., 1992).
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L’IL-4 semble avoir des liens particuliers avec le TGF-f1 car la stimulation de
fibroblastes par I'IL-4 augmente 1’expression de I’ARNm du TGF-f31. De plus, les souris IL-
4" expriment moins d’ARNm du TGF-f31 dans leurs poumons que les souris IL-4"* (Kodera

et al., 2002).

Les souris IL-4" développent une fibrose pulmonaire atténuée en réponse a la
bléomycine, méme si la stimulation de fibroblastes pulmonaires avec de I’IL-4 n’a pas induit
de prolifération cellulaire ni de synthése d’a-SMA ou de collagene de type I (Huaux et al.,
2003). Toutefois, dans le modele de fibrose pulmonaire induit par l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC = fluorescein isothiocyanate), les souris IL-4"" ne sont pas protégées de la
fibrose (Kolodsick et al., 2004). Les souris IL-4"" ne présentent pas non plus de modifications
du développement de la fibrose cutanée induite par la bléomycine (Okamoto et al., 2012). Le
traitement de souris TSK/+ par des anticorps anti-IL-4 permet de prévenir 1’apparition de la

fibrose cutanée chez ces souris (Ong et al., 1998).

43.2 L'IL-13

Certaines études suggerent que 1’IL-13 possede un rdle pro-fibrotique plus marqué que
celui de I'IL-4. En effet, il a été démontré que I'IL-4 induisait la production de collagene de
type I par des fibroblastes de facon plus transitoire que I'IL-13 (Oriente et al., 2000). De plus,
il semblerait que les souris transgéniques surexprimant 1’IL-13 développent une fibrose
pulmonaire plus marquée que les souris surexprimant I’IL-4 (Rankin et al., 1996; Zhu et al.,

1999).

L’IL-13 est fortement exprimée dans les poumons de souris apres instillation de
bléomycine et le blocage de I'IL-13 par des anticorps atténue la fibrose pulmonaire,
contrairement au blocage de I'IL-4 qui n’a pas d’effet (résultat confirmé sur des souris IL-4")

(Belperio et al., 2002).

Plus récemment, il a toutefois ét€ démontré chez la souris que la fibrose pulmonaire
induite par la bléomycine est indépendante de I'IL-13 et de I'IL-13Ra2 alors que la fibrose
pulmonaire développée suite a I’administration d’ceufs de Schistosoma mansoni est
dépendente de I’IL-13 mais indépendante de I'IL-13Ra2 (Wilson et al., 2010). En effet, ces
auteurs ont démontré que la production d’IL-13 suite a la stimulation des cellules de LBA ou
de poumons par un anticorps anti-CD3 n’est détectable qu’a partir de 14 jours apres
administration de bléomycine, ce qui nous indique que la fibrose induite par la bléomycine se

développe avant I’apparition d’une réponse LT,2.
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Toutefois, une étude réalisée par Fichtner-Feigl et coll. a publié des résultats contraires
indiquant que I’inhibition de I’expression de I’'IL-13Ra2 par siARN protege de la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine (Fichtner-Feigl et al., 2006). De plus, la fibrose induite
par le FITC est dépendante de 1’IL-13 mais pas de I'IL-4 car les souris IL-13" sont protégées
de ’apparition de la fibrose pulmonaire dans ce modele (Kolodsick et al., 2004). Comme
indiqué précédemment, la fibrose cutanée induite par I’'IL-33 est totalement dépendante de

I’'IL-13 mais ne dépend pas de I’IL-4 (Rankin et al., 2010).

Chez les patients atteints de ScS, deux polymorphismes dans le géne de I'IL-13 et
plusieurs polymorphismes dans le gene de I’IL-13Ra2 ont été associés avec le développement
d’une fibrose cutanée diffuse (Granel et al., 2006a, 2006b). Récemment, il a été démontré que
les LT CD8" isolés de patients atteints de ScS surexpriment spontanément GATA-3 qui induit
une forte expression d’IL-13 (Medsger et al., 2011). De plus, ces LT CD8" co-cultivés avec
des fibroblastes dermiques induisent la production de MEC par I’intermédiaire de 1'IL-13

(Fuschiotti et al., 2013).

Il semblerait donc que chez la souris I’'implication de I'IL-13 et de I'IL-4 dans le
développement de la fibrose soit controversée dans les différents modeles animaux étudiés
mais les expériences menées sur les cellules humaines indiqueraient tout de méme que la

fibrose dans la ScS est dépendante de la production de ces deux cytokines.

4.4 Lafamille de l'interleukine 17

A T’heure actuelle, six cytokines ont ét€ identifiées dans la famille de I'IL-17 (IL-17A
a IL-17F) et cinq récepteurs dans la famille de I'lL-17R (IL-17RA a IL-17RE). Les
interactions ligand/récepteur des différents membres de cette famille sont représentées sur la
figure 16. Le récepteur de I'IL-17D n’est pas connu tout comme le ligand de I'IL-17RD
(Gaffen, 2009).
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Figure 16 : Les cellules de la lignée lymphoide productrices d’IL-17A et les interactions
entre les cytokines de la famille de U'IL-17 et leurs récepteurs. (Jones et al., 2012)

L’TL-17A et 'IL-17F sont les cytokines les mieux connues de la famille de I’IL-17.
Elles sont toutes les deux produites principalement par des cellules de I'immunité telles que
les LTy17, les LTy17 régulateurs (LT,17reg : un sous-type de LTy17 produisant de 1’'IL-10
qui inhibe la différenciation des LT,17) et les LTyd. Elles peuvent s’assembler en
homodimere IL-17A/A et IL-17F/F mais €galement en hétérodimere IL-17A/F. Toutes ces
formes partagent le méme récepteur, un hétérodimere composé de I'IL-17RA et I'IL-
17RC(Figure n°). Il semblerait toutefois que I'IL-17A et I'IL-17F possedent des effets
biologiques distincts, I'IL-17F semble étre peu impliquée dans 1’auto-immunité contrairement
a I’'IL-17A. Ces observations ont été faites suite a des expériences réalisées sur des souris IL-
17A™" et IL-17F". 11 a en effet été démontré que, contrairement a I’'[L-17A, I'IL-17F ne serait
pas impliquée dans le développement de maladies auto-immunes chez la souris telles que la
polyarthrite induite par le collagene de type II ou dans un modele de sclérose en plaque,
I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE). Au contraire, I'IL-17A et F sont
toutes les deux importantes dans la défense contre des infections bactériennes induites par
Staphylococcus aureus ou Citrobacter rodentium car elles induisent la production de f3-

défensines (Ishigame et al., 2009; Yang et al., 2008).
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L’IL-17E, également appelée IL-25, est une cytokine qui semble induire la
différenciation des LT,2. De plus, elle pourrait inhiber la différenciation des LTy17 en
induisant la production d’IL-13 par les cellules dendritiques et en inhibant la production d’IL-
23 par les macrophages. L’IL-17E se lie a un hétérorécepteur composé de I'IL-17RA et IL-
17RB (Gaffen, 2009).

Chez les patients atteints de ScS, les concentrations d’IL-17A sont augmentées
comparés a des sujets sains, contrairement a L’IL-17F qui reste inchangée. Plusieurs études
ont montré que les concentrations sériques d’IL-17A sont inversement proportionnelles a
I’atteinte cutanée évaluée par le score de Rodnan modifié€ et sont augmentées dans les phases
précoces de la maladie (Kurasawa et al., 2000; Murata et al., 2008; Nakashima et al., 2012).
Gourh et coll. ont toutefois observé une diminution de la concentration en IL-17A chez les
pateints atteints de ScS par rapport aux sujets sains, sans préciser le type d’atteinte ou la durée

de la maladie (Gourh et al., 2009).

L’ARNm de I'IL-17A est surexprimé dans les biopsies de peau de patients atteints de
ScS comparés a des sujets sains, contrairement a I’IL-17F dont ’ARNm n’a pas été détecté.
De facon étonnante, I’expression de I’'IL-17RA par les fibroblastes de patients est diminuée
due a I’activation intrinséque de ces fibroblastes par le TGF-f31. Des coupes histologiques de
peau de souris révelent que I’IL-17RA est plus exprimé par les fibroblastes dermiques des
souris controles que ceux des souris injectées avec de la bléomycine ou I'IL-17RA n’a pas été
détecté. La stimulation de fibroblastes dermiques de sujets sains par de I'IL-17A diminue la
production de CTGF et de collagene de type I, I'IL-17F n’ayant pas eu d’effet sur ces deux
protéines. L’IL-17A n’ayant affectée que I’expression protéique du collagene de type I mais
pas I’expression de son ARNm, ces auteurs ont également démontré que I’IL-17A pourrait
diminuer I’expression du collagéne de type I par I’augmentation de I’expression de miR-129-

S5p (Nakashima et al., 2012).

Une autre étude a rapporté que les LT;17 étaient plus nombreux dans les biopsies de
peau de patients atteints de ScS par rapport aux sujets sains. Toutefois, ces auteurs ont mis en
évidence que les mastocytes étaient les cellules qui produisaient majoritairement 1’IL-17A
dans la peau des patients. Les polynucléaires neutrophiles et les macrophages étaient
également marqués positivement pour I’IL-17A dans ces coupes histologiques. De plus, ces
cellules IL-17A+ sont situées a proximité des myofibroblastes, cellules exprimant fortement
I’a-SMA. In vitro, I'IL-17A bloque partiellement I’expression d’a-SMA induite par le TGF-

B1 et augmente la production de MMP-1, sans avoir d’effet sur I’expression du collagéne de
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type I. Ces auteurs ont également établi que la présence de cellules IL-17" dans la peau était
inversement corrélée a 1’épaisseur de la peau des patients, évaluée par le score de Rodnan

modifié (Truchetet et al., 2013).

Il a également été montré que I'IL-17A induit une augmentation de 1’expression
d’ICAM-1 a la surface des fibroblastes ainsi qu’une production accrue d’IL-6 et d’IL-8
(Kurasawa et al., 2000; Yao et al., 1995).

Ces études effectuées sur des prélevements de peau de patients atteints de ScS
semblent suggérer que I’IL-17A aurait un rdle protecteur sur le développement de la fibrose

cutanée. Toutefois, des études réalisées chez la souris semblent indiquer le contraire.

Chez la souris, les concentrations sériques d’IL-17A sont augmentées apres
administration sous-cutanée de bléomycine (Yoshizaki et al., 2010). Les souris IL-17"
développent une fibrose cutanée atténuée en réponse a la bléomycine, contrairement aux
souris IL-4" ou IFN-y” qui ne sont pas protégées. De plus, ces auteurs ont observé une
diminution des infiltrats de cellules inflammatoires au niveau de la peau. La stimulation d’une
lignée de fibroblastes de souris avec de I’IL-17A a induit une augmentation de la production
de collagene soluble, de TGF-B1 et de CTGF. Le croisement de ces souris IL-17" avec des
souris TSK/+ confirme que la fibrose cutanée est diminuée en 1’absence d’IL-17A dans ce

deuxieme modele animal (Okamoto et al., 2012).

La stimulation d’une lignée de cellules épithéliales pulmonaires de souris (MLE-12)
avec de I’IL-17A induit une production de collagéne dépendante du TGF-f1. Il est intéressant
de noter que ces cellules ont étés stimulées par toutes les cytokines de famille de I'IL-17 et
que seule I'IL-17A a eu un effet sur la production de collagene. Dans cette méme étude, les
auteurs ont montré que l’utilisation d’anticorps anti-IL-17A protege les souris de la fibrose

pulmonaire induite par la bléomycine ou la silice (Mi et al., 2011).

D’autres études ont également démontré que I'IL-17A était impliquée dans la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine. Premierement, Wilson et coll. ont montré que I’'IL-17A
et 'IL-1p étaient augmentées dans les lavages broncho-alvéolaires de patients atteints de
fibrose pulmonaire idiopathique comparés a des sujets sains. Ils ont ensuite isolé des cellules
de poumon, de LBA ou de ganglions lymphatiques drainant les poumons de souris ayant été
instillées par de la bléomycine et sacrifiées 2,4, 7, 14 ou 21 jours plus tard. Stimulées ex-vivo
avec un anticorps anti-CD3, ces cellules ont sécrété de I'IL-17A (J7, J14 et J21), de I'IFN-y
J4,77,J14 et J21) et de I'IL-13 (J7, J14 et surtout J21). Ces auteurs ont également montré
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que la production d’IL-17A était augmentée en ’absence d’IL-10 (souris IL-107) et tres
fortement diminuée en absence d’1L-12/23p40 (sous unité commune a I'[L-12 et I'[L-23). Par
ailleurs, les souris IL-17A” développent une fibrose pulmonaire atténuée comparées a des
souris WT. En I’absence d’IL-10 et d’IL-17A (IL-10"IL-17A™), les souris présentent une
fibrose pulmonaire moins importante que les souris IL-10" ce qui nous indique que la fibrose
exacerbée des souris IL-10" est dépendante de I'IL-17A. La fibrose induite par instillation
intranasale d’IL-1f3 est également dépendante de 1’IL-17A. Ces auteurs ont aussi montré que
I’instillation d’IL-17A recombinante induit une fibrose pulmonaire dépendante du TGF-f31,
tout comme la fibrose induite par la bléomycine(Figure 17) (Wilson et al., 2010). Cette étude
suggere donc un role tardif de I’IL-17A sur la fibrose induite par la bléomycine mais ne donne
aucune information concernant ’implication de I'IL-17A dans la phase inflammatoire qui

précede la fibrose dans ce modele ni sur I’origine cellulaire de I'IL-17A.

Figure 17 : Coupes histologiques de poumons de souris C57Bl/6 7 jours apreés instillation
de PBS, de bléomycine (0,15unités/souris) ou d’IL-17A recombinante (1ug/souris) (200x).
Coloration Trichrome de Masson. (Wilson et al., 2010)

Une deuxiéme étude réalisée par Gasse et coll. indique cette fois que I’inflammation
induite par la bléomycine 24 heures apres instillation est dépendante de 1’IL-23p19 (sous
unité spécifique de I'IL-23) et de la signalisation par I’'IL-17RA. L’utilisation d’anticorps
anti-IL-17A et anti-IL-17F montre que I’inflammation et le remodelage tissulaire apres
administration de bléomycine sont dépendants de 1’IL-17A mais pas de I'IL-17F. De plus, ces
auteurs ont identifié que I’'IL-17A et F sont majoritairement produites par les LTy0, trés peu

par les LTaf} et pas du tout par les iNKT 24 heures apreés 1’administration de bléomycine.
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Enfin, des souris traitées par un anticorps anti-IL-17A développent une fibrose pulmonaire
atténuée tout comme les souris IL-23p19™” (Gasse et al., 2011). Cette étude apporte donc des
informations complémentaires a la premiere, identifiant I’IL-17A comme un acteur précoce

du développement de la fibrose dans ce modele.

Il semblerait donc que I’IL-17A module différemment la fibrose chez I’homme et chez
la souris. En effet, ces études indiquent que I'IL-17A agit comme une cytokine pro-fibrotique
dans divers modeles animaux de fibrose cutanée et pulmonaire alors qu’elle semble plutot
réguler négativement la fibrose cutanée chez les patients atteints de ScS. L’utilisation
d’anticorps anti-IL-17A chez patients doit donc étre considérée avec prudence. On peut
toutefois remarquer que peu de données sont disponibles sur I’implication de I'IL-17A sur la
fibrose pulmonaire chez I’homme. Les cytokines de la famille de I'IL-17 doivent donc encore
faire 1’objet d’études approfondies afin de déterminer si leur modulation pourrait avoir un

intérét thérapeutique pour les patients.

4.5 Le « transforming growth factor-p1 »

La famille du TGF-f inclut 3 membres qui posseédent des structures et des fonctions
similaires : le TGF-B1, -p2 et -B3. Le TGF-B1 est une cytokine pléiotropique jouant un role
important dans la régulation des réponses immunitaires mais également dans les processus de
réparation tissulaire et de fibrogénese. Elle est produite sous forme de complexe comprenant
trois protéines : le TGF-B1 (forme bioactive), la protéine de latence LAP-f1 (latency-
associated peptide-f31) et la protéine de liaison a la MEC LTBPI (latent TGF-f3 binding
protein-1). Le TGF-B1 lié a LAP-B1 de facon non covalente ne peut pas se lier a son
récepteur. Ces deux protéines sont liées a la LTBP1 qui est ancrée a la MEC de facon
covalente. Cette liaison a la MEC suggere que celle-ci pourrait controler 1’activité du TGF-31
et constituer un « compartiment de réserve » de cette cytokine sous sa forme latente. Il a été
montré que les intégrines et la thrombospondine-1 étaient capables d’activer le TGF-f1 latent
in vivo (Crawford et al., 1998; Munger et al., 1999). En effet, la protéine LAP-f} contient un
motif RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique) reconnu par les intégrines contenant une
partie a., dont o,f3;, 0yf5, 0yPs, 0Py, et ayPs (Asano et al., 2005a). Des études plus récentes
démontrent méme que le TGF-P1 peut étre activé par des ROS ou des MMP (Zhao et al.,
2008). (Figure 18)
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Figure 18 : La forme latente du TGF-f1. (Annes et al., 2003)

Le TGF-P1 est produit par les monocytes, les macrophages, les lymphocytes et les
fibroblastes. Apres activation, la forme active du TGF-B1 se lie a son récepteur composé de
TGF-BRI/TGF-BRII ce qui provoque une rotation de ces molécules. Ceci permet la
phosphorylation de TGF-BRI par le TGF-BRIL, qui lui est constitutivement auto-phosphorylé.
TGF-BRI phosphoryle SMAD2/3 qui se complexe a SMAD4. Ce complexe est alors
transloqué dans le noyau et se lie a d’autres cofacteurs comme p300 afin d’induire la
transcription de genes dont ceux codant pour les protéines de la MEC. SMAD7 est un SMAD
inhibiteur induit par le TGF-31 qui va se lier au TGF-BRI ce qui va interférer avec la
phosphorylation de SMAD?2/3 (Hayashi et al., 1997). SMAD7 peut également recruter
SMURF, une ubiquitine ligase, au niveau du TGF-BRI ce qui va conduire a sa dégradation par
le protéasome (Nakao et al., 1997). Le TGF-f1 peut également induire des réponses
cellulaires comme la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT : epithelial-mesenchymal
transition) via des mécanismes indépendants des protéines SMAD impliquant les kinases

INK, p38, PI3K, c-Abl et TAK1 (Varga and Pasche, 2009). (Figure 19)

La durée de I’effet du TGF-P1 est régulée par ’endocytose des complexes TGF-
B1/TGF-B1R dans des endosomes. Si ces complexes sont endocytés dans des endosomes
bordés de cavéoline, la voie inhibitrice SMAD7 sera induite. Il a ét¢ démontré que
I’expression de la cavéoline-1 est moins importante dans les biopsies de peau et de poumon
ainsi que dans les fibroblastes cutanés des patients atteints de ScS par rapport aux sujets sains.

De plus, les souris cavéoline-1" développent une fibrose cutanée et pulmonaire de maniére
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spontanée (Del Galdo et al., 2008). La deuxi¢me voie de régulation du TGF-f31 s’effectue par
endocytose dépendante de la clathrine, une protéine impliquée dans 1’invagination de la
membrane et la formation de vésicules, dans des endosomes contenant la protéine EEA-1
(early endosome antigen-1). Dans ces endosomes, riches en protéines d’ancrage pour

SMAD?2, la voie de signalisation du TGF-P1 est activée (Di Guglielmo et al., 2003).

SMAD-independent pathways

bt P

Collagen gene
expression

EMT and other
profibrotic responses

Figure 19 : La voie de signalisation du TGF-f5.
c-Abl, c-Abelson; EMT, epithelial-mesenchymal transition; JNK, Jun N-terminal kinase;
PI3K, phosphoinositide 3 kinase; TAK1, TGF-f3-activated kinase 1. (Varga and Pasche, 2009)

Le TGF-31 est responsable d’une surproduction de MEC en cas de synthese excessive
de TGF-f1, de dérégulation du trafic intracellulaire du TGF-B1R ou d’une perturbation des

protéines de signalisation SMAD.

Il a été montré que le TGF-f31 pouvait induire la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes et augmenter la production de collagene de type I, III, VI, VII et X, de
fibronectine et de protéglycanes (Asano et al., 2004c). Chez les patients atteints de ScS,
I’expression de TGF-f1 latent et actif est augmentée par les PBMC comparés a des sujets
sains (Hasegawa et al., 2004). Les fibroblastes dermiques de patients ne sécretent pas plus de
TGF-f1 mais ils expriment plus de TGF-B1RI et TGF-B1RII ainsi que d’intégrine o35 ce qui
peut conduire a une suractivation de TGF-f31 latent (Asano et al., 2006a; Ihn et al., 2001). Les
patients atteints de ScS présentent également une modification de la régulation négative
exercée par SMAD?7. En effet, ’expression de SMAD7 est diminuée dans les biopsies de peau
de patients ainsi que dans les fibroblastes cutanés, a 1’état basal et aprés stimulation par du

TGF-31 par rapport aux sujets sains. A 1’inverse, la phosphorylation de SMAD2/3 est plus
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importante dans les fibroblastes de patients aprés stimulation par du TGF-B1 (Dong et al.,

2002).

Plus récemment, il a également ét¢ démontré que la stimulation de fibroblastes
dermiques par du TGF-B1 active la kinase JAK2 qui serait également responsable d’une
surexpression de collagene dans les cellules isolées de patients. L’inhibition de JAK?2 restaure
une production normale de collagéne par les fibroblastes isolés de patients mais n’affecte pas
la production de collagéne de cellules saines. Dans les modeles murins de fibrose cutanée
induite par la bléomycine et TSK/+, I'inhibition de JAK?2 protege du développement de la
fibrose (Dees et al., 2012).

De plus, le blocage du TGF-1 par des anticorps neutralisants permet de prévenir
I’induction de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine et I'IL-17A (Wilson et al.,

2010).

Toutefois, une étude clinique randomisée, multicentrique, réalisée contre placébo pour
évaluer I’effet d’un anticorps anti-TGF-f1 neutralisant (CAT-192) n’a pas montré d’efficacité
sur la fibrose cutanée évaluée par le score de Rodnan modifié (Denton et al., 2007). D’autres
pistes d’inhibition de la voie de signalisation du TGF-f1 sont envisagées comme 1’inhibition

de SMAD3 ou encore 1’utilisation d’anticorps anti-TGF-3R (Hasegawa and Takehara, 2012).

4.6 CCL2/MCP-1

Plusieurs chémokines ont ét€ incriminées dans le développement de la ScS mais il
semblerait que CCL2 soit la plus importante. CCL2 ou MCP-1 (Monocyte chimoattractant
protein 1) est produite principalement par les macrophages, les fibroblastes et les cellules
endothéliales et permet le recrutement et 1’activation de monocytes et de LT. Les fibroblastes
de patients atteints de ScS expriment plus de CCL2 que les fibroblastes de sujets sains, ce qui
augmente la capacité chémoattractante des fibroblastes de patients (Distler et al., 2001). En
plus de son activité « traditionnelle » de chémokine, CCL2 semble également stimuler la
production de collagéne par des fibroblastes. En effet, il a ét€ démontré que des fibroblastes
pulmonaires de rat stimulés par CCL2 produisent plus de collagene au bout de 48h par un
mécanisme totalement dépendant de la production de TGF-f31 (Gharaee-Kermani et al.,
1996). Cet effet n’a pas été retrouvé sur les fibroblastes dermiques isolés de patients ScS ou
de sujets sains (Distler et al., 2001). Une autre étude contredit ces derniers résultats en
démontrant par northern blot que CCL2 pouvait induire la production de collagene de type I

apres 24 heures de stimulation (Yamamoto et al., 2001b). Il semblerait que CCL2 puisse
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induire la différenciation de LT producteurs d’IL-4 (Distler et al., 2006). CCR2, le récepteur
de CCL2, est surexprimé dans les biopsies de peau de patients atteints de ScS cutanée diffuse

en phase active. CCR2 est également surexprimé a la surface des myofibroblastes et semble

corrélé a I’expression de I’a-SMA (Carulli et al., 2005).

Chez la souris, I’administration sous-cutanée de bléomycine induit une surexpression
de CCL2 et CCR2. L’administration d’un anticorps anti-CCL2 a ces souris diminue la fibrose
cutanée et ’expression du collagéne de type I dans la peau. Cette étude rapporte également
que la stimulation de fibroblastes dermiques humains par CCL2 augmente 1’expression du
collagéne de type I mais ne modifie pas I’expression de la fibronectine (Yamamoto and

Nishioka, 2003).

4.7 BAFF et APRIL

4.7.1 Structure et expression de BAFF et APRIL
BAFF est une cytokine de la superfamille du TNF-a. Il s’agit d’une protéine de 285

acides aminés, riche en feuillets 3, présente physiologiquement sous forme de trimeres dont
I’architecture est stabilisée par la présence de deux atomes de magnésium complexés au

centre de la structure (Mackay et al., 2003; Schneider and Tschopp, 2003).

Comme les autres cytokines de la famille du TNF-a, BAFF est une protéine
transmembranaire de type II pouvant étre sécrétée par clivage protéolytique. Elle posséde en
effet un site de clivage sensible aux protéases telles que la furine ou la subtilisine (Schneider

etal., 1999).

La boucle reliant les feuillets D et E est particulierement longue et forme un creux a
I’interface entre les sous-unités. Liu et coll. (2002) ont montré que cette boucle D-E n’est pas
indispensable a la formation de trimeres ou a I'interaction entre BAFF et ses récepteurs. En
revanche, elle permet I’arrangement de BAFF en structures regroupant 60 sous-unités, soit 20
trimeres, appelées BAFF-60mer qui semblent induire une signalisation plus importante via les

différents récepteurs (Bossen et al., 2008; Liu et al., 2002). (Figure 20)

BAFF peut également former des hétérotrimeres avec un variant appelé delta-BAFF
(ABAFF) qui est issu d’un épissage alternatif de I’ARNm de BAFF permettant d’éliminer
I’exon 3. Ces hétérotrimeres ne peuvent plus étre clivés et sont inactifs a la surface des
cellules. Il s’agit donc d’un mécanisme post-transcriptionnel de régulation négative de la

synthese de BAFF (Gavin et al., 2003, 2005).
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L’expression de BAFF peut étre induite par différentes cytokines telles que les IFN-a
et -p et I'IL-10, ou I’activation de TLR4 et TLR9 (Litinskiy et al., 2002; Nardelli et al., 2001).
Il existe également des régulateurs négatifs de 1I’expression de BAFF : en cas de déficience du
gene AIRE, on observe une augmentation de la production de BAFF par les cellules
myéloides apres stimulation par I'IFN-y (Lindh et al., 2008). Le PMA (phorbol myristate
acetate) inhibe la production de BAFF (Shu et al., 1999).

Une autre cytokine de la méme famille, appelée « a proliferation inducing ligand » ou
APRIL, présente de fortes homologies avec BAFF. Il existe 4 variants d’APRIL dus a des
épissages alternatifs sans que I’on connaisse leurs différences fonctionnelles (Daridon et al.,
2008). Le gene codant pour APRIL est situé a coté de celui d’un autre ligand de la
superfamille du TNF-a appelé « TNF-related weak inducer of apoptosis » ou TWEAK. Un
épissage intergenique peut mettre en contact I’exon 6 de TWEAK avec I’exon 2 d’APRIL,
générant une protéine de fusion appelée TWE-PRIL (Kolfschoten et al., 2003; Pradet-Balade
et al., 2002). APRIL est une protéine de 17 kDa qui forme des trimeres comme toutes les
protéines de la famille du TNF-a. Il s’agit d’homotrimeres ou d’hétérotrimeres car APRIL
peut s’associer avec BAFF (Daridon et al., 2008). Sa particularité est de n’étre exprimée que
sous forme soluble en raison du clivage de son domaine transmembranaire dans 1’appareil de
Golgi alors que TWE-PRIL existe sous forme membranaire et partage les mémes récepteurs

qu’APRIL.

Les premieres études avaient montré que BAFF et APRIL sont principalement
produites par les monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les cellules
dendritiques myéloides et les cellules dendritiques folliculaires (Nardelli et al., 2001). Les LT
activés, les cellules B leucémiques (leucémie lymphoide chronique = LLC) et les LB de
glandes salivaires au cours du syndrome de Sjogren synthétisent également BAFF (Daridon et
al., 2007; Huard et al., 2004; Kern et al., 2004). D’autres études ont montré que des cellules
non immunes étaient également capables de libérer BAFF : les cellules épithéliales salivaires
au cours du syndrome de Sjogren, les synoviocytes rhumatoides, les astrocytes, les
ostéoclastes de patients atteints de myélome, les adipocytes, les cytotrophoblastes placentaires
(Abe et al., 2006; Alsaleh et al., 2007, 2011; Ittah et al., 2006; Krumbholz et al., 2005; Langat
et al., 2008; Pelekanou et al., 2008). La production de BAFF favorise ’activation et la survie

des LB en dehors des organes lymphoides.
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Figure 20 : Structure de BAFF et APRIL et liaison a leurs récepteurs (Mackay and
Schneider, 2009)

4.7.2 Les récepteurs de BAFF et APRIL

BAFF et APRIL interagissent avec des récepteurs exprimés essentiellement par les LB
(Darce et al., 2007; Ng et al., 2004). Le « B cell maturation antigen » ou BCMA et le
« transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor » ou
TACI lient BAFF et APRIL. BAFF est le seul ligand du « BAFF Receptor » ou BAFF-R.
APRIL interagit également avec les chaines polyosidiques des héparanes sulfates (HSPG)
(Huard et al., 2008).

Ces trois récepteurs ont la particularité de ne pas posséder de « death domain »,
domaine habituellement présent dans cette famille de récepteurs. En revanche, ils
interagissent tous avec un « TNF receptor associated factor » ou TRAF. Bien qu’ayant un
certain nombre de caracteres communs, ces récepteurs different par de nombreuses propriétés

qui rendent compte de la complexité du systtme BAFF/BAFF récepteur.

En ce qui concerne leur expression cellulaire, BCMA est exprimé préférentiellement
par les plasmocytes de la rate, des glandes salivaires et de la moelle osseuse ou il favorise leur

survie ; il a été également retrouvé a la surface des LB mémoires des glandes salivaires et des
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LB de centres germinatifs (Gras et al., 1995). Les souris invalidées pour BCMA ne présentent
que peu d’anomalies du compartiment lymphocytaire hormis une diminution de la durée de
vie des plasmocytes dans la moelle osseuse (O’Connor et al., 2004). BCMA se lie avec une

plus grande affinité a APRIL qu’a BAFF et ne reconnait pas la conformation BAFF-60mer.

BAFF-R est exprimé par tous les LB a I’exception des plasmocytes de la moelle
osseuse. Son expression est faible sur les LB immatures nouvellement constitués et augmente
au fur et a mesure de la maturation de ces cellules (Darce et al., 2007). BAFF-R est aussi
présent sur les LT activés et de maniere constitutive sur les LT régulateurs (Ng et al., 2004;
Ye et al., 2004). La stimulation de BAFF-R mais pas de TACI a la surface des LT induit la
prolifération de ces cellules (Ng et al., 2004). La modulation de I’expression de BAFF-R est
peu connue. L’activation du BCR impliquant la voie de la PI3 kinase/Akt ou I’activation de
TLRY augmentent 1’expression de BAFF-R rendant ainsi les LB plus sensibles a 1’action de
BAFF (Henley et al., 2008; Ng et al., 2006). L’expression de BAFF-R est diminuée au cours
du lupus érythémateux diss€éminé ou du syndrome de Sjogren (Sellam et al., 2007). Cette

diminution pourrait étre due a I’internalisation du complexe BAFF-BAFF-R (Fu et al., 2009).

TACI existe sous forme de 2 variants résultant d’un épissage alternatif. Il est exprimé
par les LB mémoires CD27" mais il a ét€ également identifi€¢ sur des plasmocytes de glandes
salivaires et de la moelle osseuse ainsi que sur une population de LB naifs du sang et des
glandes salivaires (Groom et al., 2007; Ng et al., 2004). TACI est aussi exprimé par les
monocytes et les cellules dendritiques ce qui indique que BAFF et APRIL pourraient jouer un

role dans d’autres types cellulaires que les LB.

L’étude des voies de signalisation induites par I’interaction de BAFF avec ses
récepteurs est complexe car cette molécule peut se lier a trois récepteurs distincts et les

différentes cellules cibles peuvent exprimer un ou plusieurs récepteurs.

La stimulation de BAFF-R active essentiellement la voie NF-kB2 ainsi que la voie
de la PI3kinase. Ces deux voies sont indispensables a la survie des LB. Les souris déficientes
en BAFF ou BAFF-R montrent un arrét de maturation au stade transitionnel T1 (pas de LB
T2 ni de LB de la zone marginale)(Figure 21). Il a été démontré que BAFF agissait comme
facteur de survie des LB pour la transition LB T1 a LB T2 mais qu’il agissait comme un
facteur de différenciation pour induire la production de LB extra-folliculaires (de la zone
marginale : MZ) (Tardivel et al., 2004). La survie des LB B1 et des LB mémoires n’est pas
dépendante de BAFF ou d’APRIL (Mackay and Schneider, 2009). En effet, il a ét¢ montré
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que ces sous-populations persistent chez des souris lupiques NZB/NZW FI1 traitées par un

récepteur soluble de BAFF (Ramanujam et al., 20006).

Sang périphérique

Figure 21 : BAFF est indispensable a la maturation des LB. MZ : zone marginale, CG :

centre germinatif, FII : follicule secondaire.

La voie de NF-kB2 controle I’expression des intégrines sur les LB de la zone

marginale ainsi que le switch T-indépendant (switch T1).

L’activation de la PI3kinase permet le recrutement de PDK1 et d’Aktl. Aktl est
phosphorylée par PDK1 (résidu Thr308) puis par PKCf et/ou mTORC2 (résidu Serd73) et va
activer le complexe mMTORC1. mTORCI et PIM2 (activé par la voie NF-kB2) vont permettre
la croissance cellulaire. L’inactivation de mTORCI1 par la rapamycine conduit a une
inhibition de la croissance de LB tumoraux (Woodland et al., 2008). Myc activé par la voie
NF-kB1 contribue également a cette croissance et rend les LB résistants a 1’atrophie (Mackay

and Schneider, 2009).

En parallele, BAFF permet la survie des LB par la voie PI3K/Akt en induisant la
transcription de Mcll qui inhibe le facteur pro-apoptotique « BCL-2 interacting mediator of
cell death » ou BIM (Wang et al., 1999). Les cellules B déficientes en MCL1 ne survivent pas
en réponse a BAFF (Woodland et al., 2008). Il est a noter également que Aktl et PIM2
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inactivent le facteur pro-apoptotique « BCL-2-antagonist of cell death » ou BAD en le

phosphorylant.

BAFF joue donc un réle essentiel dans la croissance et la survie des LB en activant les

voies NF-kB2 et I’axe PI3K/Aktl/mTOR (Mackay and Schneider, 2009).

En ce qui concerne la croissance, BAFF régule I’expression de marqueurs de surface
tels CD21, CD23 et CD35 (Gorelik et al., 2004). CD21 est un récepteur du complément, CR2,
et fait partie, avec CD19 et CD23, du corécepteur des LB. CD23 est un récepteur des IgE
(RFcell).

L’interaction BAFF/TACI active la voie NF-kB1 (voie classique) par I’intermédiaire
de TRAF 2, 5 ou 6. Il est important de noter que seule la conformation BAFF-60mer et non la
forme trimérique (BAFF-3mer) peut activer TACI mais que les 2 conformations peuvent
stimuler BAFF-R (Bossen et al., 2008). L’utilisation de souris TACI” a montré que TACI
exerce un role a la fois négatif et positif sur le développement des LB : ces souris présentent
un nombre tres augmenté de LB ce qui indique que TACI exerce un contrdle négatif sur ce
type cellulaire. Il a récemment été démontré que TACI module I’expression d’ICOS-L a la
surface des LB, régulant ainsi I’activation des LTy, mais peut également moduler la survie

des plasmocytes (Ou et al., 2012).

En méme temps, TACI est nécessaire aux réponses thymo-indépendantes de type II.

Dans ce cas, il permettrait la maturation et la survie des plasmocytes.

La production d’anticorps lors de la réponse immunitaire humorale passe par une
commutation isotypique ou « switch ». Cette étape requiert 2 signaux, le premier étant fourni
par diverses cytokines (IL-4, IL-10), le deuxieme par I'interaction CD40-CD40L dans le cas
d’une réponse T-dépendante. BAFF et APRIL sont capables de déclencher un switch des IgM
vers les IgG, IgA, et IgE. Les voies de signalisation utilisent BAFF-R ou TACI dans le cas
des IgG et IgE, mais le switch IgA est seulement controlé par TACI (Castigli and Geha,
2007). Plus récemment, il a ét€ démontré que la protéine adaptatrice MyD88 est indispensable

a la régulation de la commutation isotypique des LB par TACI (He et al., 2010).

Les voies de signalisation de BAFF-R et TACI sont représentées dans la figure 22.

69



POy ™ poN

[pkcp|  [Prdins3asP,|«—[ Pk | ~" BAFFR TACI
N
\ |
4 TRAF2, TRAFS
FOXO3a / \ |aj«-o| ] \
mmzw ﬁ:m?l hway
L 81 pat
IGSKSB ImTORCI 1 1
lNF-KBZ]—» [ Tl switch I<—[NF—|:BI ]
S —
[s6] e |
MYC
Ribo L
activation /
L [ Metabor

Figure 22 : Voies de signalisation BAFF/BAFF-R et BAFF/TACI (Mackay and Schneider,
2009)

L’interaction BAFF/BCMA permettrait la survie des plasmocytes a vie longue. Les
souris déficientes en BCMA sont saines mais présentent un déficit en plasmocytes dans la

moelle osseuse (O’Connor et al., 2004).

4.7.3 BAFF et pathologie : role dans les maladies auto-immunes

Le r6le de BAFF au cours des maladies auto-immunes a été mis en évidence chez des

souris transgéniques pour BAFF (Groom et al., 2007; Mackay et al., 1999). Ces souris :

- présentent une hyperplasie lymphoide B dans les ganglions et la rate au dela du
stade transitionnel T1

- développent une autoimmunité, indépendante des LT mais dépendante de
MyD88, incluant la sécrétion de grandes quantités d’auto-anticorps (facteur
rhumatoide et anticorps anti-ADN), et des signes cliniques évoquant a la fois
un lupus érythémateux disséminé (LED) et un syndrome de Sjogren primitif

(SSp) : glomérulonéphrite, dépdts de complexes immuns au niveau des reins,
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protéinurie, infiltrat au niveau des glandes salivaires, diminution de la
production de salive

- présentent une augmentation des LT effecteurs CD4" et CD8" et des LTreg
mais une diminution des LT naifs (CD4" et CD8")

BAFF jouerait un role essentiellement en assurant la survie de cellules auto-réactives
présentant une faible affinité pour les antigénes du soi. En effet, au stade T1, les LB auto-
réactifs présentant une forte affinit€ pour des auto-antigénes meurent par sélection négative
avant d’exprimer fortement BAFF-R. A D’inverse, les LB auto-réactifs présentant une faible
affinit€ pour les auto-antigénes sont sélectionnés positivement, acquierent 1’expression de
BAFF-R et proliferent en réponse a la présence massive de BAFF. Ces LB exprimant un BCR
reconnaissant de I’ADN ou de I’ARN sont tres sensibles a 1’activation par TLR9 et TLR7
(Mackay and Schneider, 2009).

L’activation de ces cellules auto-réactives peut €tre réalisée indépendamment des LT
comme cela a ét€é démontré dans le modele BAFF transgénique apres déplétion des LT
(Groom et al., 2007). Cependant, cette activation T-indépendante fait intervenir TLR7 et/ou
TLRO et I’activation de MyD88. La différenciation T-indépendante des LB en plasmocytes ne
se fait pas chez les souris TLR7” ou TLR9™. Les souris BAFF transgéniques ne développent
pas de glomérulonéphrite en 1’absence de MyD88. Ces deux voies sont liées. L ’activation de
TLR7 ou TLRY induit une surexpression de TACI qui est impliquée dans la maturation et la

survie des plasmocytes, ce qui pourrait expliquer le lien entre ces récepteurs.

Apres activation des TLRs et de TACI/BAFF-R, ces LB vont produire de grandes
quantités d’auto-anticorps qui pourront par exemple former des complexes immuns au niveau

rénal dans le cadre d’un LED. (Figure 23)
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Figure 23 : Le role potentiel de BAFF dans la survie des cellules B autoréactives. (Mackay
and Schneider, 2009)

D’autres hypothéses mécanistiques sur le role de BAFF dans 1’autoimmunité
pourraient découler des travaux suivants. Des travaux de Xu et coll. ont apporté des
arguments nouveaux concernant les réseaux cellulaires impliqués dans 1’activation des LB et
la production d’anticorps (Xu et al., 2007). IIs ont en effet démontré que les cellules
épithéliales qui bordent les cryptes amygdaliennes forment des poches colonisées par les LB.
Activées par des PAMPs, en particulier des ligands de TLR3 (ARN viral), ces cellules
épithéliales liberent BAFF et de I'IL-10, cytokines qui vont permettre 1’expression de la
« activation-induced (cytidine) deaminase » ou AID qui induit notamment le mécanisme de
commutation de classe et in fine la production d’IgG et d’IgA. Cet effet est augmenté par la
libération de la lymphopoiétine stromale thymique ou TSLP par les cellules dendritiques
activées par BAFF. Ce systeme est régulé par la libération de SLPI (secretory leukocyte

peptidase inhibitor) par les cellules épithéliales activées (Figure 24).
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Un mécanisme identique pouvait étre envisagé au niveau synovial ce qui a été le but

d’une partie de notre travail.

L’ensemble de ces résultats démontre donc qu’en I’absence de LT, le réseau cellules
dendritiques, cellules résidentes de 1’organe cible et LB pourrait assurer I’activation des LB,
leur survie et la production d’anticorps. Impliqué dans la défense contre I’infection, ce réseau
pourrait également jouer un role essentiel dans le développement de la réponse auto-anticorps

in situ et le développement de maladies auto-immunes.
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Figure 24 : Les cellules épithéliales régulent localement la commutation isotypique et la

sécrétion d’anticorps. (McHeyzer-Williams, 2007)

BAFF semble jouer un role important dans certains cancers lymphoides mais les
observations réalisées chez les souris transgéniques pour BAFF amenent a penser que BAFF
est également impliqué dans le développement de maladies auto-immunes comme le LED ou
le SSp (Mackay and Tangye, 2004). Chez les patients atteints de LED, de PR ou de SSp, une
augmentation du taux sérique de BAFF a été constatée et I’augmentation de ce taux est
corrélée a I’activité de la maladie (Mackay et al., 2005). Deux études de phase III ont permis
la commercialisation du belimumab, un anticorps monoclonal thérapeutique anti-BAFF, dans

le traitement du LED (Furie et al., 2011; Navarra et al., 2011).
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4.7.4 BAFF dans la ScS

Une expression élevée de BAFF est observée dans le sérum de patients ayant une ScS
et corrélée positivement a 1’étendue de 1’atteinte cutanée (Matsushita et al., 2006, 2007a). Les
taux sériques d’APRIL sont également augmentés chez les patients atteints de ScS mais ne
sont pas corrélés aux taux de BAFF. En effet, il semblerait que 1’augmentation de la
concentration d’APRIL soit corrélée a une atteinte pulmonaire et les taux de BAFF a une
atteinte cutanée chez les patients atteints de ScS (Matsushita et al., 2007b). De plus, des
patients atteints de ScS traités avec un anticorps anti-CD20 présentent une augmentation des
concentrations sériques de BAFF, ce qui peut s’expliquer par la sévere déplétion des LB chez
ces patients, et donc 1’absence de la principale cellule cible de cette cytokine (Bosello et al.,
2010). Des résultats similaires ont €ét€ observés chez les patients atteints de polyarthrite

rhumatoide ou du syndrome de Sjogren (Cambridge et al., 2006; Seror et al., 2007).

Chez la souris TSK/+, les taux sériques de BAFF sont augmentés dés les premicres
semaines apres la naissance et se normalisent au bout de 12 semaines. Un traitement par
BAFF-R-Ig, un récepteur soluble de BAFF, diminue la fibrose cutanée ainsi que les taux
d’auto-anticorps circulants et 1’expression d’IL-6, de TGF-31 et d’IL-10 dans la peau de ces
souris (Matsushita et al., 2007c).

Au cours de ce travail de theése, nous avons étudié 1’'implication de BAFF dans la

fibrose pulmonaire dans le modele murin induit par la bléomycine.
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5 Le modele murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine

5.1 Labléomycine

La bléomycine est un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces verticillus
utilisé comme chimiothérapie anticancéreuse. Son utilisation dans des modeles animaux de
fibrose pulmonaire est basée sur le fait que la fibrose pulmonaire est un des effets secondaires
majeurs lors de son administration chez ’homme. La bléomycine est utilisée dans le
traitement du lymphome de Hodgkin, du carcinome épidermoide et des tumeurs des testicules.
La bléomycine agit en provoquant des cassures d'ADN simple et double brin par son domaine
de liaison a ’ADN, dans les cellules tumorales par production de radicaux libres ce qui
interrompt le cycle cellulaire(Figure 25) (Claussen and Long, 1999). La surproduction de
ROS conduit au développement d’une réponse inflammatoire provoquant une toxicité

pulmonaire et une activation des fibroblastes aboutissant a la fibrose tissulaire.

Tous les tissus ne sont pas affectés de maniere identique par la bléomycine car ses
effets secondaires dépendent de la présence d’une enzyme inhibitrice, la bléomycine
hydrolase. Les poumons ont un taux tres faible de cette enzyme, ce qui explique que cet
organe soit plus susceptible aux lésions tissulaires induites par la bléomycine (Sebti et al.,

1989).

Chez les patients, les effets secondaires de la bléomycine sont dose-dépendants, age-
dépendants et se développent préférentiellement chez les sujets présentant d’autres
pathologies pulmonaires ou chez les fumeurs. Environ 10% des patients sous bléomycine vont
développer une toxicité pulmonaire et 1% des patients vont développer une fibrose

pulmonaire (Moeller et al., 2008).
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Figure 25 : Structure chimique de la bléomycine. (www .atdbio.com)
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5.2 Le modéle animal

L’induction expérimentale de la fibrose pulmonaire par la bléomycine a été réalisée
chez la souris en 1974 (Adamson and Bowden, 1974). Chez la souris, la bléomycine provoque
une réaction inflammatoire aigiie suivie du développement rapide d’une fibrose pulmonaire.
Elle est souvent administrée par voie intra-nasale ou intra-trachéale mais elle peut aussi étre

délivrée par voie systémique en sous-cutané, intra-péritonéale ou intra-veineuse.

Dans les 24 heures apres instillation intra-nasale, les souris présentent une production
massive de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1f3 et I'TL-6 ainsi que KC (CXCL1) ce
qui conduit au recrutement massif de cellules inflammatoires dans les lavages broncho-
alvéolaires, principalement composés de polynucléaires neutrophiles. Les souris présentent
également des taux élevés de protéines impliquées dans le remodelage tissulaire comme

MMP-9 et TIMP-1 (Gasse et al., 2007).

Les souris sacrifiées 7 jours apres instillation présentent une forte diminution de la
quantit¢ de polynucléaires neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires qui sont
remplacés par une infiltration massive de lymphocytes. L’expression de I’ARNm de protéines
de la MEC comme le collagene de type I et III ainsi que la fibronectine est significativement
augmenté dans les poumons. La présence de collagéne et de TGF-B1 dans les poumons est
également augmentée comparé a des souris recevant du sérum physiologique (NaCl) par voie

intra-nasale(données obtenues au laboratoire / (Gasse et al., 2007)).

La fibrose est plus marquée 14 jours apres instillation, les souris présentent des taux
de collagene importants dans les poumons et des analyses histologiques confirment la

présence de foyers fibrotiques dans les poumons(données obtenues au laboratoire / (Gasse et

al., 2007)).(Figure 26)
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Figure 26 : Coupes histologiques de poumons de souris C57Bl/6 14 jours apres instillation
de NaCl ou de bléomycine (15mglkg) (400x). Coloration CAB (Chromotrope Aniline Blue)
(Gasse et al., 2007)
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Quelques limitations dans 1’utilisation de ce modele sont toutefois importantes comme
la réaction inflammatoire puissante déclenchée par 1I’administration de bléomycine, qui ne
reflete pas forcément la pathologie humaine. De plus, il semblerait que la fibrose soit en partie
réversible 6 semaines apres l'instillation des souris. Enfin, certaines souches de souris ne
développent qu’une fibrose tres modérée apres instillation comme les souris Balb/c,
contrairement aux souris CBA ou C57B1/6 qui sont elles tres sensibles a la toxicité induite par
la bléomycine. Ces différences seraient dues a des taux de bléomycine hydrolase plus élevés

chez les souches de souris résistantes (Chung et al., 2003).

Degryse et coll. ont proposé un protocole différent d’instillation intra-trachéale de
bléomycine par des administrations répétées. Ces auteurs ont instillé a 8 reprises des souris
avec une dose faible de bléomycine (0,04 unités/instillation), en espacant les instillations de 2
semaines. Ils ont sacrifi€é les souris 2 semaines apres la derniere administration de
bléomycine. Leurs résultats montrent que les souris développent une fibrose irréversible, ceci
méme 10 semaines apres la derniere administration. Toutefois, 1’utilisation de ce modele reste
pour le moment rare car sa mise en place est plus complexe et le protocole beaucoup plus
long (18 semaines avant le sacrifice des souris contre seulement 2 lors d’une instillation

unique a JO) (Degryse and Lawson, 2011).
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6 Les micro-ARNs dans la régulation des processus fibrotiques
6.1 Les micro-ARNs : un nouveau mode de régulation de I’expression des génes

6.1.1 Labiogénése des miARNs
Les miARNSs sont des petits ARNs de 20 a 24 nucléotides régulant 1’expression de

genes de facon post-transcriptionnelle. Ils sont exprimés dans les branches animales et
végétales des eucaryotes et codés par un grand nombre de genes. Actuellement, plus de 1200
miARNs ont été identifiés chez I’homme et plus de 1000 chez la souris. Les prédictions
informatiques estiment que 3% du génome correspondent a des séquences attribuées aux
miARNs (Bentwich et al., 2005; Berezikov et al., 2005). Un ARNm peut étre régulé par
plusieurs miARNSs et un miARN est prédit pour cibler une centaine d’ARNm, ainsi 30 a 90%
du génome pourraient tre régulés par des miARNSs directement ou indirectement (Engels and
Hutvagner, 2006; Griffiths-Jones, 2004; Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006). Cependant

une tres faible proportion de ces cibles a été validée a ce jour.

Les miARNSs sont principalement transcrits par I’ARN polymérase II et leurs transcrits
sont coiffés et polyadénylés comme ceux d’un ARNm classique (Kim, 2005). Bien que
certains miARNs soient produits individuellement, la majorité des miARNs sont issus
d’unités de transcription codant pour plusieurs produits (Bartel, 2004). Un transcrit peut ainsi
coder pour des groupes de plusieurs miARNSs, ou pour un miARN et une protéine. Ce dernier

type de transcrit code des miARNS situés dans les s€quences introniques.

Le transcrit primaire ou pri-miRNA borde la séquence du miARN en 5’ et en 3’ et
deux étapes de maturation permettent la genese du miARN mature. Un pri-miARN typique
consiste en une tige boucle d’une séquence double brin d’environ 33 paires de base
imparfaitement appariées, flanquées de segments d’ARN simple brin (Bartel, 2004). Un seul

pri-miARN peut contenir jusqu’a 6 précurseurs de miARNs.

Dans le noyau de la cellule, la premiere étape de maturation consiste en 1’excision
de la tige boucle et génere un produit appelé pre-miARN. Pour la plupart des miARNSs,
DROSHA, une RNAse de type III nucléaire, permet la génération du pre-miRNA (Kim,
2005). Ce premier clivage exercé par DROSHA se fait a I’aide d’une protéine a domaine de
liaison a I’ARN, appelée DGCR8. DROSHA se fixe a DGCRS8 qui interagit directement avec
la tige boucle du pri-miRNA et les fragments simple brin bordant (Han et al., 2006).

Cependant, le clivage induit par ce complexe n’est pas le seul mécanisme connu pour

produire des pre-miRNAs. L’épissage de pri-miARNs peut aussi libérer des introns
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semblables aux structures des pre-miARNSs, appelés mirtrons (Okamura et al., 2007; Ruby et
al., 2007). Ces mirtrons integrent alors la voie de la biogénese des miARNSs, indépendamment

du complexe DROSHA et DGCRS.

La seconde étape consiste en 1’excision de la boucle terminale du pre-miRNA et la
genese d’un duplex de miARNs matures de 22 nucléotides de long (Bartel, 2004). Le pre-
miARN est d’abord exporté hors du noyau vers le cytoplasme par I’exportine 5, Ran-GTP

dépendante, pour étre clivé par DICER associé a TRBP dans le cytoplasme (Kim, 2005).

TRBP (Tar Binding Protein) et DICER sont des protéines appartenant a la famille des
DRBP pour « dsRNA binding protein ». TRBP est une protéine qui permet le recrutement du
complexe DICER a AGO2, permettant la maturation du miARN par DICER et le silencing
par le complexe RISC via AGO2 (Chendrimada et al., 2005; Daniels et al., 2009; Haase et al.,
2005). TRBP fonctionne ainsi comme une protéine d’interaction a I’ARN et une protéine

permettant un lien fonctionnel entre le complexe DICER et le complexe RISC.

La seconde excision médiée par DICER définit 1’autre extrémité du duplex miARN
mature. DICER peut cliver n’importe ou le long d’un ARN double brin mais présente une
affinité supérieure pour les extrémités des ARNs double brin (Kim, 2005; Vermeulen et al.,
2005). Le domaine PAZ de DICER interagit avec les extrémités 3’ terminales et détermine le
site de clivage de maniere dirigée, le site catalytique étant situé a deux tour d’hélice ARN, soit
22 paires de base du domaine PAZ du complexe DICER-ARN. Cependant, un miARN qui
subit une maturation indépendante de DICER mais dépendante de AGO?2 a été identifié, il
s’agit de miR-451, ce qui ouvre de nouvelles perspectives sur d’autres voies de biogénese des

miARNs (Cheloufi et al., 2010; Cifuentes et al., 2010).

Les voies de biogénese classique des miARNSs sont résumées figure 27.
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Figure 27 : Biogénése et mode d’action des miARNs (Dai and Ahmed, 2011)

6.1.2 La voie effectrice des miARNs

6.1.2.1 Les protéines Argonaute

Un duplex de miARNs mature possede une demi-vie assez courte car il est rapidement
dissocié par sa liaison avec les protéines AGO. La famille des protéines Argonaute peut étre
séparée en trois sous-groupes, le groupe des Piwi qui fixent les piRNAs, le groupe des AGO
qui fixent les miARNS et les siARNSs, et un troisieme groupe qui n’a été décrit pour I’instant
que chez les nématodes (Yigit et al., 2006). Chez I’homme, cinq des huit protéines AGO
s’associent avec des siARNs et des miARNs (Meister and Tuschl, 2004; Tomari and Zamore,

2005).

Les protéines AGO sont définies par quatre domaines : un domaine PAZ, un domaine

PIWI et les domaines Mid et N (Figure 28).
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Figure 28 : Structure et organisation d’une protéine Argonaute (Czech and Hannon, 2011).

Le domaine PAZ chez Ago présente un site de fixation des extrémités 3’ de ’ARN et
des études de co-cristallographie ont permis de montrer que ce domaine était indispensable a
la fixation du brin guide. L’extrémité en 5’ se fixe au domaine Mid, et le reste du brin ARN

est lié grace a des charges positives portées par les deux domaines d’Ago.

Le domaine PIWI adopte une forme analogue a la RNAse-H, capable dans certaines
conditions de cliver I’ARNm cible (Parker et al., 2004; Song et al., 2004). Cette étape est un
des mécanismes du silencing par déstabilisation de la cible. Chez ’homme, les protéines Ago
présentent des différences de régulations et de fonctions qui ne sont encore pas bien définies

(Johnston and Hutvagner, 2011).

Les protéines AGO jouent un role important dans la formation des complexes RISC.
Les miARNs double brin produits par DICER entrent dans le complexe RISC, ce qui
nécessite la dissociation du duplex et le recrutement d’un seul des 2 brins en association avec
la protéine AGO effectrice (Meister and Tuschl, 2004; Tomari and Zamore, 2005). Le brin
recruté, appelé guide, permet la reconnaissance de la cible par appariement Watson-Crick,

tandis que I’autre brin est écarté.

Comme pour les siARNs, I’association d’un miARN avec AGO est sélective : un brin
est sélectionné tandis que 1’autre est en général perdu. Cette sélection est basée sur la stabilité
thermodynamique relative de chacune des extrémités du duplex. Le brin retenu est celui qui
est le moins solidement appari€ en 5° (Kim, 2005). Cependant, cette regle n’est pas générale

car le deuxieme brin, appelé « star », peut €tre également recruté dans certaines conditions

(Okamura et al., 2007).
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6.1.2.2 L’appariement

Au sein du complexe miRISC, les miARNs vont permettre la reconnaissance et la
répression d’ARNm ciblés de maniere séquence-spécifique. Les sites de fixation des miARN
dans les ARNm de mammiferes sont en général situés dans les séquences 3’UTR et souvent
présents en plusieurs copies. Il existe également des sites de fixation de miARNs en 5’UTR

conduisant a la répression des cibles (Lytle et al., 2007).

Ces dernieres années, plusieurs études ont décrit une répression de 1’expression par
des miARNSs se fixant dans la région codante. C’est le cas de miR-24 qui cible I’ARNm de
pl16 ou de la famille let-7 qui cible Dicer. Des dizaines d’autres cibles ont été décrites depuis,
ce qui pose un probleme en ce qui concerne les algorithmes de prédiction, qui se basent
majoritairement sur des sites situés en 3’UTR des ARNm (e.g., TargetScan, PicTar, miRBase,

etc.).

La plupart des appariements des miARNs sont incomplets, comportant des
appariements imparfaits et des « bulges ». En grande majorité, une s€équence nommée « seed »
est nécessaire a la fixation d’'un miARN. Cette s€quence « seed» constitue 1’un des criteres de
sélection des algorithmes de prédiction. Il s’agit d’un appariement de type Watson-Crick du
miARN concernant les nucléotides 2 a 8, pouvant tolérer des appariements non canoniques,

tels les « wobble pairing », consistant en un appariement uracile/guanine. (Figure 29)

Le degré d’appariement miARN-ARNm a longtemps été considéré comme un facteur
déterminant du mécanisme de régulation. Un appariement parfait va conduire au clivage de la
cible par Ago, alors que des appariements imparfaits entre les nucléotides 9 et 12 ne

permettent pas le clivage et conduisent a la répression traductionnelle des ARNm.
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NN NN NNNNAN NNRNNNNRNN  miRNA
R . =y 1
s complementary Ruige ‘Seed'’ region

Figure 29 : Interaction entre 'ARN messager et le miARN . Adapté de (Filipowicz et al.,
2008). Rouge foncé : s€quence « seed », jaune : A en position 1 et A ou U en position 9
augmente |’efficacité de ’interaction, le « bulge » présent au milieu de la séquence permet le
clivage médié€ par AGO, Rouge clair : interaction permettant la stabilit¢ du complexe entre les

positions 13 et 16.
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6.1.2.3 La répression de la traduction des ARNm

A T’heure actuelle, il n’existe pas d’arguments permettant d’affirmer que la répression
de la traduction se fait lors de I’initiation de la traduction de la protéine ou apres I’initiation.
L’initiation de la traduction démarre lors de la reconnaissance de la coiffe fixée sur la 7-
méthyl-guanosine (m’G, en rouge sur la figure 30) en 5° par elF4E, une sous-unité du
complexe d’initiation elF4F. Ce complexe comporte aussi elF4A et elF4G. L’interaction de
elFAG avec elF3 va permettre le recrutement de la sous-unité ribosomique 40S a I’extrémité
5’ de ’ARNm. Le complexe de pré-initiation 40s interagit avec la sous unité 60S au niveau
du codon AUG pour initier I’élongation. eIF4G interagit également avec les protéines PABP-
1 (poly-A binding protein 1) fixées en 3’ des ARNm. La capacité d’elF4G a interagir avec
elFAE et PABP-1 va permettre la circularisation de I’ARNm, ce qui accroit considérablement

I’efficacité de traduction de la protéine. (Figure 30)

T LAMM

MVWWVVM

Figure 30 : Initiation de la traduction et assemblage des sous-unités ribosomales.

(Filipowicz et al., 2008). elF : eukaryotic translation initiation factor
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Pour certains auteurs, I’inhibition de la traduction pourrait se faire au niveau de
I'initiation (Ding and Grosshans, 2009; Humphreys et al., 2005; Kiriakidou et al., 2007;
Mathonnet et al., 2007; Pillai et al., 2004; Wakiyama et al., 2007). (Figure 31)

Un premier modele propose une compétition entre miRISC et el4FE pour I’interaction
avec la coiffe en 5°. elFAE se fixe a la base méthylée de la coiffe entre deux résidus
tryptophane (Mathonnet et al., 2007). L hypothese serait qu’il existe une analogie de structure
entre le domaine Mid de la protéine Ago?2 et el4FE. En effet, deux résidus phénylalanine dans
le domaine Mid adoptent des positions équivalentes aux résidus tryptophane d’el4FE

(Kiriakidou et al., 2007).

Un second modele proposé est la stimulation de la déadénylation de la queue des
ARNm. Dans ce modele, la traduction est inhibée car la coiffe et la queue déadenylée donc
dépourvue de PABP-1 ne permettent plus la circularisation de I’ARNm (Behm-Ansmant et

al., 2006; Giraldez et al., 2006; Wakiyama et al., 2007; Wu et al., 2000).

Ce modele reste controversé car plusieurs auteurs ont montré que les ARN
polyadénylés sont aussi réprimés par les miARNs (Eulalio et al., 2008; Pillai et al., 2004; Wu
et al., 2006).

Un dernier modele proposé est le blocage par miRISC de 1’association entre la sous-
unité ribosomale 60S et le complexe de pré-initiation 40S. La protéine AGO2 s’associe avec
elF6 et la sous-unité ribosomale 60S in vitro (Chendrimada et al., 2007). elF6 est impliquée
dans la biogénese et la maturation des sous-unités 60S ribosomiques et prévient 1’association
des sous-unités 60S immatures au complexe 40S. La régulation des ARNm par les miRNAs
est perdue dans des cellules déficientes pour elF6 chez I’homme (Eulalio et al., 2008). Dans
un milieu enrichi en réticulocytes, Wang et al. ont montré que les ARNm cibles étaient
purifiés avec des sous-unités ribosomiques 40S et non 60S (Wang et al., 2008). Ainsi, le
recrutement d’elF6 par le complexe miRISC pourrait inhiber la traduction en empéchant

I’association des ribosomes au codon d’initiation.

Initiation block
(repressed cap recognition or 60S joining)

AAAAA

Figure 31 : Inhibition de Uinitiation de la traduction. (Filipowicz et al., 2008)
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Pour d’autres, le complexe RISC agirait plus tardivement apres ’initiation (Mathonnet
et al., 2007; Nottrott et al., 2006; Petersen et al., 2006; Seggerson et al., 2002). Petersen et
coll. ont ainsi proposé un modele de répression par le complexe miRISC, suggérant que les
miARNSs induisent une dissociation prématurée des ARNm des ribosomes. Le blocage rapide
de D'initiation de la traduction par I’hippuristanol conduit a une dissociation rapide des

ribosomes de fagcon miRNA-dépendante. (Figure 32)

Elongation block
(slowed elongation or ribosome ‘drop-off’)

AAAAA

Figure 32 : Inhibition de I’élongation. (Filipowicz et al., 2008)

6.1.2.4 La dégradation des ARNm par les miARNs

Les premieres €tudes concernant les miARNs indiquaient que la répression de la
traduction des ARNm n’était pas accompagnée d’une déstabilisation des ARNm. Cependant,
pour certains appariements miARN-ARNm, la quantit¢é des ARNm est significativement
réduite probablement en raison de leur dégradation (Bagga et al., 2005; Behm-Ansmant et al.,
2006; Giraldez et al., 2006; Lim et al., 2005; Wu et al., 2006). Cette dégradation est
provoquée par une déadénylation, une dégradation de la coiffe et des digestions

exonucléolytiques plutdt que par un clivage dépendant des proté€ines AGO. (Figure 33)

Certaines études montrent que la dégradation peut étre couplée a la traduction des
ARNm en question. Les messagers dont la traduction est bloquée sont déadénylés par un
mécanisme dépendant des miARNs (Wakiyama et al., 2007; Wu et al., 2006). Cette
déadénylation miARN-dépendante peut s’observer in vitro sans engager les mécanismes de la
traduction, ce qui suggere que la dégradation et la répression de la traduction sont deux

mécanismes indépendants (Wakiyama et al., 2007).

Le fait que certaines cibles soient dégradées et d’autres non n’est pas parfaitement
expliqué. Aleman et coll. ont suggéré que le nombre, le type et les positionnements des
«mismatch » dans les duplex miARNs/ARNm pourraient intervenir, ce qui souligne

I’importance de I’appariement dans le déclenchement de la dégradation (Aleman et al., 2007).
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Deadenylation
(followed by decapping and degradation)

Figure 33 : Dégradation des ARNm par déadénylation. (Filipowicz et al., 2008)

6.1.2.5 Mode de régulation non canonique

Il a été récemment démontré que certains miARNs ont un rdle activateur qui dépend
de leur positionnement sur I’ARNm cible. Ainsi, I’interaction de miR-10a avec les séquences
5’UTR des ARNm de certaines sous unités ribosomiques conduit a 1’activation de leur
expression, tandis que sa fixation en 3’UTR conduit a la répression (@rom et al., 2008).
Plusieurs autres miARNs régulent leurs cibles par ce méme mécanisme : la fixation de miR-
122 sur la région 5’UTR des ARNm du virus de I’hépatite C augmente leur expression alors

qu’il joue un réle inhibiteur en se liant a leur région 3°’'UTR (Jopling et al., 2008).

A T’inverse, mir-34a inhibe Axin2 en se fixant en 5’UTR ou en 3’UTR (Lee et al.,
2009). De méme miR-365-3 active la traduction de ’ARNm du TNF-a en se fixant en 3’UTR

et en recrutant la protéine FXR1 (Vasudevan and Steitz, 2007; Vasudevan et al., 2007).

Les études concernant les miARNs ont permis de déterminer certaines de leurs
fonctions physiologiques et plus particulierement en ce qui concerne la réponse immunitaire
(Baltimore et al., 2008; Gantier et al., 2007; Lodish et al., 2008; Sonkoly et al., 2008;
Taganov et al., 2007; Xiao and Rajewsky, 2009). Il a été également montré qu’une
modulation de leur expression peut étre associée au développement de pathologies variées :
cancer, maladies métaboliques, neurodégénératives, infectieuses, inflammatoires ou auto-
immunes (Eacker et al., 2009; Kriitzfeldt and Stoffel, 2006; Pauley et al., 2009; Zhang and
Farwell, 2008; Zhang et al., 2007).

6.2 Les micro-ARNs impliqués dans la fibrose dans la ScS

Leurs larges spectres d’action font des microARNs des cibles d’intérét pour étudier les
mécanismes physiopathologiques, mais expliquent aussi les difficultés d’analyse et de
compréhension de leurs rdles. Des données récentes suggerent leur implication dans le

développement de maladies auto-immunes comme la ScS.

Li H. et coll. ont utilisé une puce a ADN contenant 924 séquences de miRs a fin de

déterminer les miRs impliqués dans le développement de la ScS. 24 miRs ont un profil
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d’expression différent dans les biopsies de peau de patients ScS comparés a des sujets sains
dont 9 étant surexprimés et 15 sous-exprimés. Parmi les 24 miRs, miR-206, miR-133a, miR-
125b, miR-140-5p et miR-23b cibleraient des protéines fortement et spécifiquement

associées a la pathogénese de la ScS (Li et al., 2012).

Dans des biopsies de peau, d’autres miRs ont été identifiés comme étant étroitement
associés a la fibrose cutanée observée chez des patients ScS : miR-21, miR-31, miR-146,
miR-503, miR-145 et miR-29. Cette étude confirme que I’expression de miR-21 est
augmentée alors que 1’expression de miR-145 et miR-29b est diminuée dans les biopsies de
peau et les fibroblastes de patients comparés a des sujets sains. Ces trois miRs sont connus
pour réguler des genes impliqués dans la fibrose observée chez des patients atteints de ScS

tels que SMAD7, SMAD3 et COL1A1 (Zhu et al., 2012).

En 2010, Liu et coll. ont démontré une augmentation de I’expression de miR-21 dans
les poumons de souris instillées par la bléomycine et dans les poumons de patients atteints de
fibrose pulmonaire idiopathique. La production de miR-21 est localisée au niveau des
myofibroblastes pulmonaires. L’administration d’antisens du miR-21 diminue la sévérité de la
fibrose pulmonaire : elle empéche la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes et
diminue I’expression de I’ARNm de fibronectine, CollA1l, CollA2 ainsi que le taux de
collagéne soluble dans les poumons. Le TGF-B1 induirait une augmentation de 1I’expression
de miR-21 dans une lignée de fibroblastes pulmonaires humains. En retour, miR-21
augmenterait 1’activité profibrotique induite par TGF-f31 en inhibant I’expression de Smad7
(cible directe du miR-21) (Liu et al., 2010). Selon Zhu et coll., I’expression de miR-21 est
augmentée et ’expression de SMAD7 est diminuée dans les biopsies de peau et dans les
fibroblastes cutanés de patients atteints de ScS cutanée limitée ou diffuse par rapport aux

sujets sains (Zhu et al., 2012).

Plusieurs études portant sur le role du miR-29 dans la ScS ont été réalisées. Par
exemple, Maurer et coll. ont identifié le miR-29 comme un régulateur clé de I’expression du
collagene. Ils ont observé une diminution de 1’expression de miR-29a, miR-29b et miR-29¢
dans les fibroblastes et dans les biopsies de peau de patients atteints de ScS par rapport aux
sujets sains. La stimulation de fibroblastes cutanés avec du TGF-f31, de I'IL-4 ou du PDGF
diminue I’expression de miR-29a et la transfection de pré-miR-29 bloque la synthese du
collagéne induite par ces trois stimuli et diminue la synthese de collagene sans stimulation.

L’expression de ces trois miRs diminue également dans la peau de souris apres injection sous-
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cutanée de bléomycine. Enfin, ces auteurs ont démontré que ces trois miRs ciblent

directement I’ARNm du collagene de type III (Maurer et al., 2010).

Xiao J et coll. ont étudié le potentiel thérapeutique du miR-29 dans le modele murin de
fibrose pulmonaire a la bléomycine. L’administration de miR-29b 24 heures avant
administration de bléomycine atténue la fibrose pulmonaire, la synthése de collagene de type I
et IIT ainsi que de fibronectine (sacrifice a J14). De plus, I’administration de miR-29b 14 jours
apres bléomycine réduit également le développement de la fibrose pulmonaire (sacrifice a

J28) (Xiao et al., 2012).

D’autres miRs joueraient un réle important dans la physiopathologie de la ScS tels que
miR-196a, miR-7, miR-142-3p, miR-92a et miR-129-5p. Honda et coll., ont démontré que
miR-196a est sous-exprimé dans des fibroblastes de sujets sains stimulés par du TGF-f et
dans des fibroblastes de patients atteints de ScS comparés a des fibroblastes de sujets sains
non stimulés. L’inhibition de miR-196a conduit a la surexpression de collagéne de type I dans
les fibroblastes de sujets sains alors qu’une surexpression de ce miR conduit a une diminution
du collagene de type I dans les fibroblastes de patients. De plus, le miR-196a est détectable et
quantifiable dans le sérum de patients atteints de ScS. Les patients avec une concentration
sérique faible de miR-196a présentent un score de Rodnan modifié supérieur aux patients

avec un taux plus élevé (Honda et al., 2012).

Etoh et coll. ont montré que miR-7 est sous-exprimé dans la peau de patients atteints
de ScS comparés a des sujets sains et que la transfection d’anti-miR-7 augmente la production
de collagene de type I par les fibroblastes dermiques. Contrairement a miR-29a, les
concentrations sériques de miR-7 sont diminuées chez les patients comparés a des sujets sains

et pourraient étre utilis€ées comme marqueur de la maladie (Etoh et al., 2013).

Les concentrations sériques du miR-142-3p sont significativement plus élevées chez
des patients atteints de ScS que chez des patients atteints de LED ou de dermatomyosite, ce
qui suggere également que ces concentrations pourraient €tre utilis€ées comme marqueur

diagnostic dans la ScS (Makino et al., 2012).

L’expression de miR-92a est également augmentée dans les fibroblastes de patients
atteints de ScS et semble réguler négativement 1’expression de MMP-1. La diminution de
MMP-1 a été rapportée chez des patients atteints de ScS et pourrait favoriser 'accumulation
excessive de collagene en diminuant sa dégradation (Bujor et al., 2008). L’utilisation d’un

siARN ciblant le TGF-1 diminue I’expression de miR-92a ce qui suggere que
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I’augmentation de miR-92a dans les fibroblastes de patients atteints de ScS pourrait étre due a

I’activation intrinséque du TGF-f31 (Sing et al., 2012).

Nakashima et coll. ont démontré que le miR-129-5p est sous-exprimé dans les
fibroblastes de patients atteints de ScS comparés a des sujets sains. De plus, la transfection de
mimique de miR-129-5p diminue la production de collagéne de type I par les fibroblastes. La
stimulation de ces fibroblastes avec de I'IL-17A augmente 1’expression de miR-129-5p. Ces
résultats suggerent que la voie de signalisation de I'IL17A a un effet anti-fibrotique par

augmentation de I’expression de miR-129-5p (Nakashima et al., 2012).

Ces données montrent que certains miRs sont potentiellement impliqués dans la
physiopathologie de la ScS. Au cours de notre travail, nous avons étudié la régulation de

I’expression de BAFF par des miRs dans les fibroblastes cutanés de patients atteints de ScS.
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Objectifs de la these

Le lymphocyte B semble €tre un acteur important du développement de la fibrose dans
la ScS. Comme énoncé dans I’introduction de cette these, de trés nombreuses études ont été
consacrées a la compréhension du rdle des fibroblastes dermiques, des cytokines et des
lymphocytes dans la physiopathologie de la ScS et dans la fibrose pulmonaire dans divers
modeles animaux. BAFF et APRIL sont deux cytokines qui semblent contribuer a la
physiopathologie de maladies auto-immunes comme la PR, le LED et le SSp mais leur role

dans la fibrose reste peu étudié a ce jour.

L'objectif de cette these est d'étudier le role de BAFF et APRIL dans la fibrose dans un
modele animal de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine ainsi que d’évaluer
I’implication des LB et de BAFF dans un modele de co-culture de cellules humaines composé
de fibroblastes dermiques et de lymphocytes B, et d’envisager leur intérét comme cible
thérapeutique. Nous avons également étudi€ la régulation de 1’expression de BAFF par les
microARNs, plus particulierement les miR-30a*, 30d* et 30e* dans les fibroblastes

dermiques isolés de sujets sains et de patients atteints de ScS.
Les travaux portent sur 3 aspects principaux :

1) Interactions cellules résidentes/lymphocytes B et role de BAFF dans la PR et la
ScS

2) Implication de BAFF dans le modele murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine

3) Régulation de I’expression de BAFF dans les synoviocytes rthumatoides et les

fibroblastes cutanés par les microARNSs dans la PR et la ScS
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1) Interactions cellules résidentes/lymphocytes B et role de BAFF dans la
PR et la ScS

Publication 1: Induction de la commutation isotypique des LB par les fibroblastes
synoviaux isolés de patients atteints de polyarthrite rhumatoide par un mécanisme

dépendant de BAFF.

Nous avons participé a un travail concernant 1’étude des interactions synoviocyte
rhumatoide/LB pour induire la réponse auto-immune spécifique impliquée dans la chronicité
de la maladie. La PR est caractérisée par la production d'autoanticorps circulants (facteurs
rhumatoides, autoanticorps anti-peptides citrullinés) dont la pathogénicité ainsi que le
mécanisme de production sont encore mal connus. La présence et la persistance des
autoanticorps chez des patients atteints de PR suggerent une activation chronique des LB
autoréactifs. Il a été démontré que la sécrétion de BAFF par des cellules épithéliales
amygdaliennes humaines et d’APRIL par les cellules épithéliales intestinales, était capable
d’activer et d’induire la commutation isotypique des LB en I’absence des LT. Sous la
direction du Docteur Pauline SOULAS-SPRAUEL, nous avons étudié la capacité des FLS
rhumatoides a interagir directement ou indirectement avec les LB et a induire la synthese

d’anticorps.

Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une publication dans L’European Journal
of Immunology (2011) : « Synovial fibroblasts promote immunoglobulin class switching

by a mechanism involving BAFF »

Ghada Alsaleh, Antoine Francois, Anne-Marie Knapp, Jean-Nicolas Schickel, Jean
Sibilia, Jean-Louis Pasquali, Jacques-Eric Gottenberg, Dominique Wachsmann and Pauline

Soulas-Sprauel. Eur. J. Immunol. 2011. 41: 2113-2122
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Clinical immunology

Synovial fibroblasts promote immunoglobulin class

switching by a mechanism involving BAFF

Ghada Alsaleh™?, Antoine Francois’?, Anne-Marie Knapp>?,
Jean-Nicolas Schickel®*, Jean Sibilia’?, Jean-Louis Pasquali*?,
Jacques-Eric Gottenberg™?, Dominique Wachsmann®? and
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! Laboratoire Physiopathologie des Arthrites, Université de Strasbourg, UFR Sciences
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3 CNRS UPR9021, IBMC, Strasbourg, France
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Fibroblast-like synoviocytes (FLSs) are important actors in rheumatoid arthritis (RA) patho-
genesis. The autoimmune nature of RA is attributed to autoantibody production, which
confers to B cells a predominant role in RA. Several arguments support an induction of class
switch recombination (CSR) in RA synovium, causing-in conjunction with somatic hyper-
mutation -the production of potentially pathogenic IgG. To determine whether RA FLSs can
directly promote CSR and to analyze the role of external factors like TLR signals and BAFF
(B cell activating factor) family cytokines in this FLS-B cell crosstalk, we performed cocultures
of blood B cells (from normal individuals or RA patients) with RA FLSs and analyzed CSR
induction by quantification of AICDA (encoding activation-induced cytidine deaminase, AID)
and switch circular transcripts expression, and IgG secretion. RA FLSs-and to a lesser extent
osteoarthritis or control FLSs-promoted CSR, and TLR3 stimulation potentialized it. In addi-
tion, induction of CSR by RA FLSs was totally dependent on cellcell contact in basal condi-
tions, and partially dependent in the case of TLR3 stimulation. Finally, we showed that the
mechanism by which RA FLSs induce CSR is mostly BAFF-dependent. Our results support the
hypothesis that CSR can be induced outside the ectopic lymphoid structures in RA.

Key words: BAFF - Class switching - Rheumatoid arthritis - Synoviocytes

Supporting Information available online

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a severe inflammatory joint disease
with a polymorphic infiltration of the synovium, leading to a

Dr. Pauline Soulas-Sprauel
e-mail: Pauline.soulas@ibmc-cnrs.unistra.fr

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

destructive pannus [1]. Fibroblast-like synoviocytes (FLSs) are
one of the predominant cell types in the terminal layer of
hyperplasic synovium in RA, and drive inflammation and
destruction of the joint [2]. RA is characterized by an activation
of innate immunity in the synovium, followed by induction of
adaptive immunity. This leads to osteoclast activation and joint
destruction [3]. Autoimmune features of RA consist in the
production of autoantibodies, including rheumatoid factor (RF)

www.eji-journal.eu

2113 &



I 2114

Ghada Alsaleh et al.

and autoantibodies specific to citrullinated protein antigens
(anti-CCP) [4]. B cells seem to play an important role, reinforced
by the efficacy of rituximab (anti-B-cell antibody) in patient
treatment [5]. B cells can be involved as antigen presenting cells
[6, 71 and as producers of a variety of cytokines, which are found
in the inflammatory environment (TNF, lymphotoxin, IL-6) [8].
In addition, the levels of the B-cell survival cytokines BAFF (B cell
activating factor) and APRIL (a proliferation-inducing ligand) are
elevated in RA [9, 10], and BAFE/APRIL seem to play an
important role in the development of synovitis [11]. Finally and
most importantly, B cells produce the autoantibodies character-
istic of RA. The pathogenic role of autoantibodies has been
proved in several murine models of RA [12, 13].

How do these autoreactive B cells emerge? RA is characterized
by a breakdown in central and peripheral B-cell tolerance [14]. In
the periphery, B cells can gain affinity of their BCR through the
mechanism of somatic hypermutation (SHM) and diverse the
functionality of Ig by a switch from IgM to other Ig isotypes (class
switch recombination, CSR). The repertoire of V genes in RF+
B cells from RA synovial tissues shows a restricted VH usage, in
favor of VH3, with accumulation of mutations in the VH segment
[15]. A repertoire of mutated Humkv325 (a VxkIII segment
frequently associated with autoantibody reactivity, notably RF),
produced by clones likely arisen from the same B-cell progenitor,
has also been described in RA synovium [16]. Additional studies
have described oligoclonal RF+ B-cell populations in the RA syno-
vium [17], and a high number of mutations in Ig heavy and light
chain V regions, in a limited number of clones directly isolated from
synovial tissue [18]. The expansion of autoreactive B cells in RA
could therefore result from a local antigen receptor-driven selection.
A clonal relationship between IgM and IgA RF in RA synovium
suggests that a mechanism of CSR has also locally occurred [17]. In
addition, AID (activation-induced cytidine deaminase, essential
enzyme for SHM and CSR) positive B cells are detected in RA
synovium, AID expression is higher in PBMCs of RA patients and is
correlated to seric levels of anti-CCP IgG [19]. Thus SHM and CSR
could occur in autoreactive B cells in the RA synovium, although in
other studies antigen-driven clonal expansion with affinity
maturation of B cells could not be detected [20]. The clinical
significance of SHM and CSR in RA synovium is today unknown.

In secondary lymphoid organs, SHM and CSR mechanisms
take place in organizations called GCs, resulting from an intense
proliferation of B cells, surrounded by helper T cells in a network
of follicular dendritic cells. Does GC development arise in an
ectopic manner in RA synovitis? RA synovitis presents different
types of infiltrates, depending on the patients, the most frequent
being a diffuse infiltrate of T and B cells, and of macrophages,
without a high level of organization. In the remaining 40-50%
patients, synovitis is organized into lymphoid follicles but only
25-30% are characterized by ectopic lymphoid neogenesis with
real GC formation [21, 22]. Therefore, the majority (75%) of RA
patients do not present any sign of GC formation in the synovial
membrane. Moreover, synovial lymphoid neogenesis seems to be
not restricted to RA and rather related to the degree of inflam-
mation, and is not correlated to anti-CCP or RF production
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[20, 23]. Are the potentially pathogenic and autoreactive B cells
generated in situ, or do they migrate in the synovium after being
generated in the periphery? In case of an in situ genesis, in a GC-
independent mechanism, how are they generated?

In this study we decided to analyze the potential role of FLSs in
the differentiation of naive B lymphocytes to switched B cells.
Dechanet et al. have shown that FLSs promote tonsillar B-cell
differentiation to CD38+plasma cells in vitro, but they did not
detect any IgG production characteristic of switching, unless
adding staphylococcus aureus Cowan particles or cytokines, and
showed that this process is not specific to RA FLSs [24]. Moreover,
a recent study described anti-CCP and AID-positive B cells
surrounding GC-like structures [25]. Considering these data, the
question of the role of GC-independent cells of the synovium, like
FLSs, in B-cell differentiation into IgG secreting cells in RA remains
opened. In order to answer this question, we developed an in vitro
coculture of FLSs from normal, RA or osteoarthritis (OA) indivi-
duals with B cells and studied the B-cell response in terms of CSR
by the analysis of AID and switch circular transcript (CT) expres-
sion, and IgG secretion. In order to evaluate if extrinsic factors
influence the crosstalk between FLSs and B cells, we also analyzed
the role of TLR signals and BAFF in the induction of CSR by FLSs.

Results

RA FLSs induce CSR in B cells from non-treated RA
patients or normal individuals

In order to study the role of FLSs in the induction of CSR in RA,
we cocultured purified RA FLSs and purified blood-naive B cells.
The yield of total B-cell isolation was 95%, isolated B cells being
composed of 99% CD19*/CD27 naive B cells and 1% CD19"/
CD27" non-naive B cells (Supporting Information Fig. 1). We
used B cells from untreated RA patients to avoid effects of
immunosuppressive drugs on the response of B cells, and
compared their response to that of B cells from normal
individuals. FLSs do not produce neither markers of CSR nor
IgG in the supernatant, attesting for the absence of contaminating
B cells in FLSs cultures (data not shown). B cells from non-treated
RA patients showed a higher expression of AICDA (encoding AID)
transcript and of Iy1l/2-Cp and Iy3-Cp CSR CTs (molecular
byproducts of IgG1/2 and IgG3 CSR, respectively) when cultured
for 4 days in presence of FLSs from RA, than did B cells cultured
alone (white bars, Fig. 1A-C, respectively). This induction of CSR
machinery leads to an increase of IgG secretion after 8 days of
culture (white bars, Fig. 1D). RA FLSs induced CSR in B cells
from normal individuals, in the same extent as in B cells from
non-treated RA patients (black bars, Fig. 1A-D).

In order to evaluate the role of extrinsic factors in the cross-
talk between FLSs and B cells, we analyzed the role of TLR
signals, notably TLR3. Indeed, it has been shown that myeloid
dendritic cells and epithelial cells induce class switching in
B cells, by a mechanism potentialized by TLR3 [26, 27]. The
addition of TLR3 agonist poly(I:C) to purified naive B cells
without FLSs leads to a higher expression of AICDA transcript,
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Figure 1. RA FLSs induce CSR in B cells from non-treated RA patients or from normal individuals, in a TLR3-potentiated manner. (A-C)
Quantitative real-time RT-PCR of AICDA (A), Iy1/2-Cp (B) and 1y3-Cp (C) CTs (day 4) in peripheral blood B cells after incubation with or without
poly(I:C) at 10 ug/mL, with or without RA FLSs. Naive B cells were isolated from non-treated RA patients (white bars) or normal individuals (black
bars). The indicated mRNAs were normalized to CD19 mRNA (constitutively expressed in B cells). Results are expressed as fold change compared
with samples from B cells cultures with poly(L:C). (D) IgG release was determined by ELISA in 8-day culture supernatants. Data are expressed as the
mean of duplicate samples+SD and are representative of three (or four for B cells from normal individuals, in Fig. 1A, C, D) independent
experiments, made by using FLSs from three different RA patients. *p<0.05, two-tailed Mann and Whitney test.

CSR CT expression and IgG secretion (Fig. 1A-D, white and black
bars), as already described [27]. Moreover, the addition of
poly(I:C) to the FLS/B-cell cocultures increased the induction of
CSR machinery and IgG secretion (Fig. 1A-D, white and black
bars), as compared to cocultures without poly(I:C). Once again,
the response was not different between untreated RA patients
and normal individuals.

From these results we can conclude that FLSs from RA
patients induce CSR, by a mechanism potentialized by TLR3
signal. The capacity of B cells to switch in response to FLSs was
not the consequence of a B-cell disorder in RA, at least in
untreated patients. Because there was no difference in the
response of B cells between untreated RA patients and normal
individuals, we decided to use B cells from normal individuals in
the rest of the experiments.

As tested at day 2 in B cells in the absence or presence of FLSs,
AICDA transcript and CSR CT expression was already detectable
and higher in the presence of RA FLSs, but the differential
expression of AICDA and CT transcripts in B cells in the presence
or absence of FLSs was not attributable to a equivalent difference
in cell viability (Fig. 2A-D).

Induction of CSR by FLSs could be specific to RA

To test if the induction of CSR in B cells by FLSs is specific of RA,
we compared the response of B cells to signals provided by FLSs

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

from RA patients, OA patients and from normal individuals. FLSs
from OA patients or normal individuals induced only a slight
increase of AICDA transcript and CSR CT expression, and of IgG
secretion, in the presence or absence of poly(I:C) (Fig. 3A-D). We
can therefore conclude that the induction of CSR by FLSs in B
cells seems specific to RA.

RA FLSs induce CSR through cell surface and soluble
factors, depending on TLR3 activation status

To determine if the induction of CSR in B cells by RA FLSs is
dependent on a soluble or a cell surface factor, we analyzed CSR
process in transwell experiments, with or without a preincuba-
tion of FLSs with poly(I:C), before addition of B cells. FLS/B-cell
coculture in the absence of poly(I:C) does not induce any
increase of IgG secretion in transwell experiments, compared to
B cells alone (Fig. 4A). This means that the blockade of cell-cell
contact almost completely inhibits the induction of CSR by FLSs
(96% inhibition for IgG secretion, compared to cultures without
transwell). FLSs stimulated by poly(I:C) partially keep their
capacity to increase IgG secretion when cell-cell contacts are
prevented (the induction of IgG secretion is inhibited by 63%)
(Fig. 4A). To confirm these results, we incubated RA FLSs with
poly(I:C) or medium alone for 3 days, then stimulated B cells
with the supernatant for 8 days. While the supernatant from
unstimulated FLSs only slightly increased IgG secretion by
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Figure 2. The differential expression of CSR markers in B cells in the presence or absence of FLSs is not attributable to a difference in cell viability.
Peripheral blood B cells isolated from normal individuals were cultured with or without poly(I:C) at 10 pg/mL, and with or without RA FLSs, for
2 days. (A) Viability of B cells was determined by flow cytometry at days 0 and 2, by calculating the proportion of CD19" B cells impermeable to
propidium iodide. (B-D) Quantitative real-time RT-PCR of AICDA (B), Iy1/2-Cp (C) and Iy3-Cu (D) CTs (day O and day 2). The indicated mRNAs were
normalized to CD19 mRNA (constitutively expressed in B cells). Results are expressed as fold change compared with samples from B cells cultures
with poly(l:C). Data are expressed as the mean of duplicate samples+SD and are representative of two independent experiments, made by using
FLSs from two different RA patients.
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Figure 3. Induction of CSR in B cells by FLSs is specific of RA. (A-C) Quantitative real-time RT-PCR of AICDA (A), Iy1/2-Cp (B) and Iy3-Cu (C) CTs (day
4) in peripheral blood B cells from normal individuals, after incubation with or without poly(l:C) at 10ug/mL, alone (hatched bars) or in the
presence of FLSs from RA (black bars), or OA (grey bars) patients, or normal individuals (white bars). The indicated mRNAs were normalized to
CD19 mRNA (constitutively expressed in B cells). Results are expressed as fold change compared with samples from cocultures of B cells and
normal FLSs, with poly(I:C). (D) IgG release was determined by ELISA in 8-day culture supernatants. Data are expressed as the mean of duplicate
samples+SD and are representative of two independent experiments, made by using FLSs from two different RA patients, two different OA
patients and two different normal donors.

by FLSs is dependent of a cell surface factor in basal conditions of
culture, to which a soluble factor is added when FLSs are

B cells, the supernatant from stimulated FLSs increased it
(Fig. 4B), with a ratio similar to that observed in transwell

experiments. We can therefore propose that the induction of CSR  stimulated with poly(I:C).
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Figure 4. Induction of CSR by RA FLSs is dependent on cell surface
factors, supplemented by soluble factors in the case of TLR3 stimula-
tion. (A) FLSs and B cells were seeded in the upper and lower chambers,
respectively, of a membrane transwell. RA FLSs were preincubated for
5h with poly(:C) at 10pg/mL or with medium alone, before the
addition of B cells. Levels of secreted IgG were determined by ELISA in
8-day supernatants. Data shown are mean+SD of three independent
experiments. (B) RA FLSs were incubated for 3 days with poly(I:C) at
10pg/mL, the supernatant was then harvested and incubated with
B cells. As a control, B cells were incubated with poly(I:C) at 10 pg/mL.
Levels of secreted IgG were determined by ELISA in 8-day super-
natants. Data are expressed as the mean of duplicate samples+SD and
are representative of two independent experiments, made by using
FLSs from two different RA patients.

Expression of cell surface BAFF/APRIL and secretion of
BAFF on/in RA FLSs

The property of RA FLSs to induce CSR in B cells could be the
consequence of an increased production of cell surface/soluble
cytokines like BAFF/APRIL, which are known to induce CSR in
human [26-28] and in mouse [29] B cells. Therefore, we
analyzed the production of BAFF and APRIL mRNA (by real-time
quantitative RT-PCR), the expression of the protein on the
surface and the secretion of the soluble form (by ELISA) in/on
FLSs from RA and OA patients, compared to FLSs from normal
individuals and skin fibroblasts. Our results showed that, in basal
conditions, RA FLSs produce BAFF and APRIL mRNA (Fig. 5A and
D) and express cell surface BAFF and APRIL (Fig. 5B and E) at a
higher level than OA and normal FLSs. We also detected a slight
secretion of BAFF in culture supernatants, which was not strongly
different between RA and OA FLSs (Fig. 5C). Finally, we could
not detect any secretion of APRIL by FLSs (Fig. 5F). Stimulation
of FLSs by poly(I:C) increased the production of BAFF and APRIL
mRNA (Fig. 5A and D), cell surface expression of BAFF and
APRIL (Fig. 5B and E) and finally secretion of BAFF (Fig. 5C),

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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without any increase of secretion of APRIL (Fig. 5F). In this case,
the higher differences between RA and OA FLSs were detected for
BAFF mRNA production and BAFF secretion. In conclusion, the
cell surface factor responsible for the induction of CSR by FLSs in
basal conditions of culture could be BAFF and/or APRIL, and the
soluble factor responsible (in conjunction with a cell surface
factor) for CSR induction after poly(I:C) stimulation could be
BAFF, but not APRIL.

The induction of CSR by FLSs is blocked by an anti-
BAFF antibody

In order to explore the role of BAFF in the induction of CSR by
FLSs, we have tested the expression of AICDA transcript and CSR
CT in B cells, and the secretion of IgG in supernatants of
cocultures of FLSs and B cells, in the presence or absence of a
blocking anti-BAFF antibody. In the absence of any available
blocking anti-APRIL antibody (which binds to APRIL and
specifically blocks the binding of APRIL to APRIL receptors), we
did not test the role of APRIL in this process. The induction of
AICDA transcript and CSR CT expression, and of IgG secretion, by
unstimulated or stimulated RA FLSs, is partially inhibited by an
anti-BAFF antibody (Fig. 6A-D, white bars). In addition, in
transwell experiments, the anti-BAFF antibody almost completely
inhibited the secretion of IgG in the presence of poly(I:C) (data
not shown).

The higher induction of CSR by FLSs in the presence of
poly(1:C) was not the consequence of an increased expression of
BAFF-R on B cells after TLR3 activation, as tested by flow cyto-
metry (data not shown).

In conclusion, BAFF is one of the cell surface factors respon-
sible for the induction of CSR by RA FLSs, and the most important
soluble factor, in the condition of TLR3 activation.

Induction of CSR by FLSs is blocked in B cells from RA
patients treated with immunosuppressive drugs

We thought it would be interesting to see if induction of CSR in
B cells from RA patients is dependent on the current treatment of
the disease. Interestingly, we did not detect any induction of AID
and CSR CT expression, nor any increased IgG secretion in
coculture of RA FLSs and naive B cells isolated from RA patients
who are otherwise treated by immunosuppressive drugs (Fig. 7).
These results could indicate that the treatment administrated to
the patients blocks the induction of CSR in B cells by FLSs. This
mechanism could partly account for the efficacy of these
treatments in RA.

Discussion

Our results provide the first evidence that RA FLSs induce CSR in
peripheral blood B cells, as assessed by the increased expression
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Figure 5. BAFF and APRIL expression and production in FLSs from RA patients. BAFF (A) and APRIL (D) mRNA levels were determined by real-time
quantitative RT-PCR in FLSs from patients with RA or OA, FLSs from normal individuals or skin fibroblasts (skinF, NHDFs) as a negative control,
cultured for 72h with poly(I:C) at 10 pg/mL (black bars) or medium alone (grey bars). Results were normalized to GAPDH and expressed as the fold
change compared with samples from normal FLSs incubated in medium alone. Differences were statistically significant when comparing (1) in
each group (RA, OA and control FLSs, skinF), poly(l:C) stimulated cells to unstimulated cells (*p<0.001, two-tailed Mann and Whitney test), (2)
unstimulated OA FLSs or control FLSs or skinF to unstimulated RA FLSs (*p<0.001, two-tailed Mann and Whitney test). Cell surface expression of
BAFF (B) and APRIL (E), as determined by ELISA on cells cultured as in (A). ELISA of soluble BAFF (C) and APRIL (F) from cells cultured as in (A). Data
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Figure 6. BAFF is one of the factors responsible for induction of CSR by RA FLSs. (A-C) Quantitative real-time RT-PCR of AICDA (A), Iy1/2-Cu (B) and
Iy3-Cp (C) CTs (day 4) from peripheral blood B cells after incubation with or without poly(I:C) at 10 pg/mL, with or without RA FLSs, and with anti-
BAFF antibody (white bars), or control IgG (black bars), or medium alone (grey bars). The indicated mRNAs were normalized to CD19 mRNA
(constitutively expressed in B cells). (D) IgG release was determined by ELISA in 8-day supernatants. Data are expressed as the mean of duplicate
samples+SD and are representative of three independent experiments, made by using FLSs from three different RA patients.

of AICDA transcript and CSR CT. Interestingly, this induction of
CSR by FLSs seems specific of RA. Previous studies supported
evidence that RA FLSs enhance survival of peripheral blood
B cells in vitro, although this was more evident with FLSs

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

conditioned with IFN-y and TNF-o [30]. In addition, FLSs can
protect B cells from spontaneous apoptosis in vitro, in an RA-
specific manner [31]. An expression of AID in association with
follicular dendritic cell networks has recently been detected in RA
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Figure 7. RA FLSs do not induce CSR in B cells from RA patients who are treated with immunosuppressive drugs. (A-C) Quantitative real-time
RT-PCR of AICDA (A), Iy1/2-Cp (B) and Iy3-Cp (C) CTs (day 4) in peripheral blood B cells after incubation with or without poly(I:C) at 10 pg/mL, with or
without RA FLSs. Naive B cells were isolated from RA patients treated with immunosuppressive drugs (grey bars). The indicated mRNAs were
normalized to CD19 mRNA (constitutively expressed in B cells). Results are expressed as the fold change compared with samples from B cells
cultures with poly(I:C). (D) IgG release was determined by ELISA in 8-day supernatants. Data are expressed as the mean of duplicate samples+SD
and are representative of three independent experiments, made by using FLSs from three different RA patients.

synovial membrane. Anti-CCP B cells were localized around AID-
positive/follicular dendritic cell networks [25]. Although demon-
strating that GC-like structures in RA synovium contain the
molecular machinery necessary for CSR, it did not directly prove
that these ectopic lymphoid structures allow for the differentia-
tion of autoantibody-producing B cells and did not exclude that
other cells of RA synovium could also promote it. In conclusion,
our results propose that FLSs can promote CSR, in a mechanism
independent of ectopic lymphoid structures. Considering that the
majority of RA patients do not present any sign of GC-like
structures in synovial membranes, we could imagine that both
processes of CSR induction, follicular dendritic cell/GC-depen-
dent and independent, coexist in RA synovium.

We studied the role of extrinsic factors, as TLR signals, in the
cooperation between FLSs and B cells. The addition of poly(I:C) to
B cells cultured without FLSs increased the CSR process. These
results could be explained by an upregulation of TLR3 on peripheral
blood B cells after exposure to poly(I:C) [27]. We demonstrated
that the addition of poly(I:C) to FLS/B-cell cocultures increased the
induction of CSR. These data are in concordance with the study by
Xu et al., which showed that primary oral epithelial cells and
myeloid dendritic cells stimulate CSR in peripheral blood and in
tonsillar IgD+B cells, respectively, by a BAFF-dependent mechan-
ism, and that it is enhanced in the presence of poly(I:C) [26, 27].
The levels of IgG secretion in our FLS/B-cell cocultures were not
lower to that observed in coculture of primary oral epithelial cells
and tonsillar IgD+B cells in the study by Xu et al. [27]. The rein-
forcement of CSR induction by FLSs in the presence of poly(I:C)
could be explained by a higher production by FLSs of a factor (as

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

BAFF for example), which could be a direct inducer of CSR or which
could upregulate TLR3 transcripts expression in B cells, making
them more responsive to poly(I:C), as already demonstrated with
tonsillar IgD+B cells exposed to BAFF [26]. In conclusion, signals
through TLRs increase cooperation between FLSs and B cells in RA.
TLR3 being the receptor for viral dsRNA, this could be linked to the
detection of EBV in RA synovium [32]. In addition, this is consistent
with the role played by TLRs in autoimmunity, as illustrated in the
AM14 RF transgenic murine model [33].

What could be the factors responsible for CSR induction by
FLSs in RA? The induction of CSR by FLSs seems to be dependent
on a cell surface factor, to which a soluble factor is added when
FLSs are stimulated by poly(I:C). Considering the well-described
role of BAFF/APRIL cytokines in the induction of CSR [26, 28, 29],
we wondered whether these cell surface and soluble factors could
be BAFF/APRIL. Indeed, we have shown that BAFF is expressed in
RA FLSs in basal conditions, as already demonstrated by Ohata et
al. [30]. The expression of BAFF in RA FLSs is upregulated after
poly(I1:C) stimulation. In addition, the secretion of BAFF by FLSs is
increased after TLR3 stimulation. This is in contrast with the
absence of effect of TLR2, TLR4 and TLR9 ligands on BAFF
expression and secretion by RA FLSs [34]. We detected a cell
surface expression of APRIL on FLSs, increased after TLR3 acti-
vation, without any secretion of APRIL in any conditions. The
comparative analysis of BAFF/APRIL expression/secretion by RA
and OA FLSs could not definitely lead to conclude that BAFF and
APRIL could be the factors responsible for the potential specificity
of CSR induction by RA FLSs in B cells. The involvement of BAFF in
FLS-induced CSR was further supported by the partial inhibition of
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IgG secretion by unstimulated and TLR3-stimulated FLSs after
incubation with a blocking anti-BAFF antibody. Our overall data
are consistent with the model proposed by Cerutti’s team,
demonstrating a direct role of epithelial cells or dendritic cells in
CSR, in a BAFF-dependent manner [26-28].

Elevated seric BAFF levels have been detected in patients with
various autoimmune conditions, including RA, strongly suggest-
ing a role for BAFF in the pathogenesis of autoimmune diseases
[35]. In addition, Seyler et al. have detected an expression of
BAFF in synovial membranes from patients with RA, in GC-like
structures in T cell-B cell aggregates or in diffuse infiltrates [11].

RA FLSss induce CSR through cell surface factor(s) in basal
conditions, and the inhibition of induction of CSR is not complete
in the presence of an anti-BAFF antibody. We can therefore not
exclude that other factors besides BAFF could also be responsible
for this process: the role of cell-surface APRIL could not be tested in
the absence of any specific available anti-APRIL-blocking antibody.
In the presence of TLR3 agonist, RA FLSs induce CSR through cell
surface and soluble factor(s). In this case, the inhibition of induc-
tion of CSR is also not complete in the presence of an anti-BAFF
antibody, but is complete in transwell experiments. This means
that the soluble factor is most probably BAFF, but that other cell
surface factors could be implicated. It seems not to be APRIL,
because our experiments showed that the stimulation of RA FLSs
with poly(I:C) does not lead to a secretion of APRIL. IL-6 could be
considered as a good candidate: RA FLSs can induce Rag expres-
sion in peripheral blood B cells (which could induce a revision of
the BCR genes, with the emergence of a potential autoreactivity),
by a mechanism that is BAFF and IL6 dependent [36]; a proposed
hypothesis is that IL-6 increases the expression of BAFF-R on
B cells, as demonstrated with other cytokines like IL-4 [37].
Further experiments will be needed to further explore this point.

According to our results, CSR is induced by RA FLSs in B cells
from normal individuals, in the same extent as in B cells from
non-treated RA patients. However, we did not detect any induc-
tion of CSR by RA FLSs in B cells sorted from RA patients who
were otherwise treated by immunosuppressive drugs, the
common treatment between the patients being a methotrexate
therapy. The immunosuppressive treatment administrated to the
patients could block the induction of CSR in B cells by FLSs. In
particular, it has been shown that the levels of BAFF are reduced
in methotrexate-treated early RA patients [38].

In conclusion, our results suggest that FLSs can induce CSR
through a BAFF-dependent mechanism, and that TLR3 signal
play a role in this FLS/B-cell cooperation. Our results give new
opportunities for the investigation of FLS/B-cell crosstalk in RA
pathogenesis, and for the role of BAFF in this crosstalk.

.erials and methods

Patients and cells

FLSs were isolated from synovial tissues of three different RA and
three different OA patients, at the time of knee joint arthroscopic
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synovectomy, as described earlier [39]. Blood mononuclear cells
were isolated from three non-treated, three treated RA patients
and six healthy donors. Diagnosis of RA conformed to the
American College of Rheumatology criteria [40]. Normal FLSs
were isolated from synovial tissues (arthroscopic biopsy of knee).
RA patients were either untreated, or treated with methotrexate,
alone or associated to anti-TNF+ corticosteroids. Informed
consent was provided according to the Declaration of Helsinki
and obtained from all patients. Approval by the ethical committee
of the Hopitaux Universitaires de Strasbourg was obtained.
FLS cultures were performed as described earlier [41]. FLS
cultures contained a homogeneous population of fibroblastic
cells, (i) negative for CD16 (Supporting Information Fig. 2),
(ii) capable of IL-6 secretion after LPS stimulation (Supporting
Information Fig. 3A), (iii) incapable of TNF-o secretion, in
opposition to monocytic THP1 cells (Supporting Information
Fig. 3B and C). Cell number and viability were checked by MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
test [42]. Blood mononuclear cells were isolated by Ficoll
centrifugation. Naive B cells were then selected by a negative
sorting (Naive B cell isolation kit II, Miltenyi Biotec) and used for
all experiments. Normal human dermal fibroblasts (NHDFs)
(Promocell) were used as control fibroblasts.

Cultures and reagents

Cells were cultured in RPMI1640 for B cells and B cell-FLS
cocultures, and M199/RPMI media for maintenance of FLSs and
NHDFs in culture. Medium was supplemented with FCS,
penicillin, streptomycin, amphotericin B (Invitrogen). Poly I:C
(Invivogen) was used at 10pug/mlL, anti-human BAFF IgG or
control IgG (R&D Systems) at 10 ng/mL. FLSs (2.10° cells) alone,
B cells (1.10° cells) alone, or cocultures were seeded in 24-well
plates. FLSs were preincubated for 5h with poly(I:C) at 10 pg/
mL, or with medium alone, and with or without anti-human BAFF
IgG or control IgG (in the case of blocking experiments), before
the addition of B cells. For transwell experiments, FLSs (2.10°
cells) and B cells (1.10° cells) were seeded in the upper and lower
chambers, respectively, of a 3.0um PET membrane transwell
(Nuck) and preincubated for 5h with poly(I:C) at 10 ug/mL or
with medium alone, before addition of B cells. For experiments
with FLS supernatant, FLSs (2.10° cells) were incubated for 3
days with poly(I:C) at 10 ug/mL or with medium alone, then
supernatants were harvested and incubated on B cells (1.10°
cells) for 8 days. B-cell viability was measured by flow cytometry
using anti-CD19 antibody and propidium iodide.

Real-time quantitative RT-PCR of AICDA and
CSR CTs

Total RNA was extracted from cells using the Nucleospin RNA II

extraction kit (Macherey-Nagel); then reverse transcribed using First
Strand c¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen). Real-time quantitative PCR
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was performed in a volume of 20 pL using SensiMix Plus SYBR kit
(Quantace, Corbett Life Science). After an initial incubation at 96°C
for 10 min, samples were subjected to 40 rounds of amplification for
10s at 95°C, 15s at 60°C and 25s at 72°C using a Rotor-Gene
6000 real-time PCR machine (Corbett Life Science). Melting-curve
analysis was performed to assess the specificity of PCR products. The
fold of a specific gene was calculated according to the equation
fold = 27(A°?~ A°Y), where ACt is the cycle threshold of the test
gene minus the cycle threshold of CD19 (for samples containing
B cells +FLSs) or GAPDH (for samples containing FLSs alone), 2 is a
specific sample and 1 is the control sample. Primers used for AICDA,
and Iy1/2-Cp, Iy3-Cy, In1/2-Cu CT were described elsewhere [27].
The other primers used are CD19 forward (5'-CGAGTTCTATGA-
GAACGACTC-3') and reverse (5-ACTGGAAGTGTCACTGGCATG-
3"); GAPDH forward (5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGA-3') and
reverse (5'-GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGA-3"); BAFF forward
(5'-TGAAACACCAACTATACAAAAAG-3') and reverse (5-TCAATT-
CATCCCCAAAGACAT-3'); APRIL forward (5'- CTCTGCTGACCCAA-
CAAACA-3") and reverse (5'- CTCCTTTTCCGGGATCTCTC-3).

ELISA

Total human IgG and IgM antibodies were measured using
goat anti-human IgG or IgM, peroxidase-conjugated goat anti-
human IgG or IgM (all from Jackson Immunoresearch), and
were quantified by comparison with a standard curve using
purified IgG or IgM (Sigma-Aldrich). Human BAFF and APRIL
were detected with a standard ELISA kit (R&D Systems,
PINDER MEDSysteme respectively). For detection of cell
surface BAFF and APRIL on FLSs, 2 x 10* FLSs were seeded into
96-well plates and incubated in 200 uL of complete medium
containing the different activators for 3 days. Cells were then
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4, for 20 min.
Free aldehyde groups were quenched with NH4Cl 50 mM in PBS,
pH 7.4, for 20min. Non-specific binding was blocked by
incubation in PBS containing 0.2% bovine serum albumin for
30min at 37°C. The cells were then incubated with biotinylated
anti-BAFF or anti-APRIL antibodies (R&D Systems) for 2h
and then with TMB for 20 min. Absorbance was measured at
450 nm.

Statistical analysis

Values were reported as the mean+SEM and statistical signifi-
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1) Interactions cellules résidentes/lymphocytes B et role de BAFF dans la
PR et la ScS

Publication 2 : Induction de la production de collagene, de cytokines et de marqueurs
profibrotiques par les LB et BAFF dans un modele de co-culture fibroblastes

dermiques/LB in vitro.

Dans un deuxiéme temps, nous avons envisagé que les LB pourraient jouer un rdle
dans le déclenchement des processus de fibrogénese dans la ScS en stimulant les fibroblastes
dermiques. En effet, la présence de LB dans les biopsies de peau, la suractivation des LB chez
les patients atteints de ScS et I’'implication des LB dans des modeles murins de fibrose sont
des arguments en faveur de I’implication des LB dans le déclenchement de la fibrose cutanée
chez I’homme. Afin d’évaluer cette implication, nous avons réalisé des co-cultures de
LB/fibroblastes dermiques stimulés ou non par BAFF et évalué la production de collagéne, de

cytokines ainsi que 1’expression de protéines impliquées dans le remodelage tissulaire.

Les résultats obtenus font 1’objet d’une publication soumise dans Arthritis
Research & Therapy (2013) : «B lymphocytes and BAFF promote collagen and

profibrotic markers expression by dermal fibroblasts in systemic sclerosis »

Antoine Francois, Emmanuel Chatelus, Dominique Wachsmann, Jean Sibilia,

Seiamak Bahram, Ghada Alsaleh™ and Jacques-Eric Gottenberg*

* Shared senior co-authorship.
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Publication 3



2) Implication de BAFF dans le modéle murin de fibrose pulmonaire

induite par la bléomycine

Publication 3 : Roéle pathogene de BAFF dans la fibrose pulmonaire induite par la

bléomycine chez la souris : liens particuliers avec I’'IL-1p et 'IL-17A.

Le modele de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine est tres largement utilisé
dans la littérature. Il est considéré comme un modele d’inflammation pulmonaire aigue
conduisant a un remodelage tissulaire se manifestant par une production accrue de cytokines
et de matrice extracellulaire. Il est considéré comme un modele de fibrose pulmonaire
idiopathique mais également comme un modele de ScS suivant les études car les souris
développent des auto-anticorps anti-nucléaires et une fibrose cutanée en cas d’injection sous-

cutanée de bléomycine (Avouac et al., 2013; Yamamoto et al., 1999).

Nous avons étudié ici I'implication de BAFF et APRIL dans la fibrose pulmonaire
induite par instillation intranasale de bléomycine chez la souris. Nous avons également
disposé de lavages broncho-alvéolaires de patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique
dans lesquels nous avons pu doser BAFF. L’IL-1f3 et I'IL-17A étant des cytokines ayant un
role majeur dans ce modele, nous avons ensuite évalué les boucles de régulation entre BAFF
et ces deux cytokines. Enfin, nous avons évalué l’efficacité d’un traitement permettant

d’inhiber BAFF chez ces souris, le BAFF-R-Ig.

Les résultats obtenus font I’objet d’une publication actuellement en cours de
préparation : « Pathogenic involvement of BAFF in bleomycin-induced pulmonary

fibrosis in mice »

Cette version de I’article n’est pas définitive car les dernieres expériences sont en

cours de réalisation.

Antoine Francois (Premier auteur), liste des auteurs par ordre alphabétique (ordre a définir) :
Sylvain Marchand Adam, Isabelle Couillin, Paméla Gasse, Aurélie Gombault, Jacques-Eric
Gottenberg, Bernhard Ryffel, Pascal Schneider, Jean Sibilia, Bérengere Villeret, Dominique

Wachsmann
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Publication 4



3) Régulation de I’expression de BAFF dans les synoviocytes rhumatoides et

les fibroblastes cutanés par les microARNSs dans la PR et la ScS

Publication 4 : Régulation de I’expression de BAFF dans les synoviocytes rhumatoides et

les fibroblastes cutanés par miR-30a*, d*, e* dans la PR et la ScS.

BAFF étant une cible intéressante dans les maladies auto-immunes, nous nous
sommes intéressés a la régulation de son expression par les miARNs. Les miARNs sont des
oligonucléotides simple brin, d’une vingtaine de nucléotides et de séquence partiellement
complémentaire aux régions 3’-UTR de certains ARNm. Ils sont actuellement considérés

comme des régulateurs importants de 1I’expression des genes.

Nous avons évalué l’expression et la sécrétion de BAFF par les synoviocytes
rhumatoides (FLS) et les fibroblastes cutanés (HDF) isolés de patients atteints de PR et de
ScS ainsi que I’expression de miR-30a*, d*, e* (prédits pour cibler I’ARNm de BAFF) en
réponse au Poly (I:C) et a I'IFN-y. Nous avons ensuite déterminé si ces miRs pouvaient
réguler I’expression de BAFF dans les FLS et les HDF de patients et la survie des LB induite
par BAFF, sécrété par les fibroblastes. Enfin, nous avons évalué la régulation directe de la 3’-
UTR de BAFF par ces miRs (cible directe) et la régulation de 1’expression de BAFF par ces

miRs par les cellules de sujets sains.

Les résultats obtenus font I’objet d’une publication actuellement en cours de
préparation : « microRNA-30a*, d* and e* negatively regulate BAFF synthesis in

Systemic Sclerosis and Rheumatoid Arthritis »

Cette version de I’article n’est pas définitive car les dernieres expériences sont en

cours de réalisation.

Antoine Francois*, Ghada Alsaleh*, Lucas Philippe, Ya-zhuo Gong, Seiamak
Barham, Philippe Georgel, Sebastien Pfeffer, Jacques-Eric Gottenberg, Dominique

Wachsmann and Jean Sibilia

* Ghada Alsaleh and Antoine Frangois contributed equally.
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Résumé

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie autoimmune rare qui se caractérise
par une fibrose cutanée et parfois pulmonaire. Nous avons tout d’abord évalu¢ le role de
BAFF, une cytokine impliquée dans le développement des lymphocytes B (LB), dans la
fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris. Nous avons démontré que
BAFF ¢tait augmenté en réponse a la bléomycine et que les souris BAFF-/- ou traitées
par le BAFF-R-Ig sont protégées de la fibrose pulmonaire. Ensuite, nous avons évalué si
les LB et BAFF pouvaient moduler la production de collagéne par des fibroblastes de
peau isolés de patients atteints de ScS. Nous avons démontré que les LB augmentent la
production de collagene et de cytokines impliquées dans la fibrose cutanée et 1’ajout de
BAFF augmente cet effet des LB sur les fibroblastes. Enfin, nous avons étudi¢ la
régulation de ’expression de BAFF par les microARNs. Nos résultats montrent que les
miR-30a*, d* et e* ciblent directement I’ARNm de BAFF.
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Résumé en anglais

Systemic sclerosis (SSc) is a rare autoimmune disease characterized by skin fibrosis and
occasionally pulmonary fibrosis. We first assessed the role of BAFF, a cytokine involved
in B cell maturation, in bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice. We showed that
BAFF was increased in response to bleomycin and that BAFF-/- mice or BAFF-R-Ig-
treated mice are protected from pulmonary fibrosis. Then, we assessed whether B cells
and BAFF could regulate collagen production by skin fibroblasts isolated from SSc
patients. We demonstrated that B cells increase collagen production and cytokines
involved in skin fibrosis. The addition of BAFF increases the effect of B cells on
fibroblasts. Lastly, we studied the regulation of BAFF expression by microRNAs. Our
results show that miR-30a*, d* and e* directly target the BAFF mRNA.
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