
HAL Id: tel-01171508
https://theses.hal.science/tel-01171508

Submitted on 4 Jul 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Implication des cellules NK au cours des maladies
auto-immunes

Baptiste Hervier

To cite this version:
Baptiste Hervier. Implication des cellules NK au cours des maladies auto-immunes. Immunologie.
Université Pierre et Marie Curie - Paris VI, 2014. Français. �NNT : 2014PA066149�. �tel-01171508�

https://theses.hal.science/tel-01171508
https://hal.archives-ouvertes.fr


!"

"
"
"
"
"
"
"

#$%&%"'()*"+,(-#%.#/(."0)"1*20%"0%"
0(3#%)*"0,)./4%*&/#%5""

)./4%*&/#%"'/%**%"6"72*/%"3)*/%5"'89:;"
"

%<=>?"0=<@=98>?"ABC"D"'EF;:=>=G:?5"'EF;:=H8@E=>=G:?"?@"#EI98H?J@:KJ?"
&HI<:8>:@I"/LLJM=>=G:?"

"
"

"
"
"

'9I;?M@I?"H89"7=M;:?J9"-8H@:;@?"$%*4/%*
"

!"#$%&'()*'+,"-./"(.&&0&./"12")0"(+03/"-./"$)&)-'./")0*+4'$$0,./"5"
!
!
!
"
!
!
!
!
!
&=J@?M8M<?"D"N"OJ:>>?@"NP!C"
"
QJ9F"<=LH=;I"R?""
"
!"#$%&'"(("#)*"+"*5"" '9=S?;;?J95"/.&%*7")*7&"!!AT5")'73U'89:;" " '9I;:R?M@?"
!"#,-*./012"#3*&245"" 0:9?<@9:<?"R?"*?<E?9<E?5"3.*&U)7*&"VNVW5""

)M:X?9;:@I".:<?U&=HE:8U2M@:H=>:;"" " " *8HH=9@?J9"
!*#5&60"*#!&*0"77"5"" '9=S?;;?J95"$YH:@8>"Z9?L>:MU-:<[@9?"6"/.&%*7""

)7*&"!P!N"2'$'"6")M:X?9;:@I"'89:;U&JR"" " *8HH=9@?J9"
!*#3"*/&*4#3.//.77"" '9=S?;;?J95"3?M@9?"$=;H:@8>:?9")M:X?9;:@8:9?"6""

/.&%*7U)7*&"!PBT5")M:X?9;:@I"R?"0:O=M"" " %\8L:M8@?J9"
!*#,0/8"/7#,0"0((&*45"" 0:9?<@?J9"R?"*?<E?9<E?5"/.&%*7")7*&"!!AW5""

)'73U'89:;" " " " " " 3=UR:9?<@?J9"
!*#9&:0*#;+.2*&5"" '9=S?;;?J95"$YH:@8>"':@:IU&8>H[@9:]9?"6"/.&%*7""

)7*&"!!AW5"2'$'"6")'73U'89:;"" " " 3=UR:9?<@?J9

!"#$%&'()
*"#+,-.&/.0$

$1%!%$

!"#$%&'()
*"#+,-.&/.0$

$1%!%$



	  
	  

	   1	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Je	  remercie	  très	  sincèrement	  tous	  les	  membres	  du	  Jury	  pour	  les	  rôles	  respectifs	  qu’ils	  
ont	  eu	  dans	  ce	  travail	  et	  son	  évaluation.	  
	  
Je	  remercie	  vivement	  toutes	  celles	  et	  tous	  ceux	  qui,	  de	  très	  près	  ou	  d’un	  peu	  plus	  loin,	  
scientifiquement,	   matériellement	   ou	   affectivement,	   récemment	   ou	   il	   y	   a	   un	   peu	   plus	  
longtemps,	  ont	  permis	  que	  ce	  travail	  aboutisse.	  
	  
Un	  grand	  merci	  à	  ceux	  avec	  qui	  j’ai	  eu	  au	  cours	  de	  ces	  années	  de	  travail	  et	  d’incertitude,	  
des	  discussions	  passionnées	  mais	  désintéressées	  sur	  mes	  choix	  et	  mes	  orientations.	  
	  
Carmen,	  Zacharie,	  Hadrien	  et	  tout	  bonheur	  à	  venir	  :	  je	  n’oublie	  pas	  que	  nous	  avons	  tant	  
d’autres	  histoires	  à	  raconter	  et	  même	  à	  écrire…	   	  



	  
	  

	   2	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

«	  Scientia	  et	  potentia	  humana	  in	  idem	  coincidunt,	  
quia	  ignoratio	  causæ	  destituit	  effectum	  »,	  

«	  Knowledge	  is	  power	  »	  
Sir	  Francis	  Bacon	  

in	  Novum	  Organum	  livre	  1,	  aph.	  3,	  w1620.	  
	   	  



	  

	   3	  

Sommaire



	  

	   4	  

I.	  	   Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   1	  
	  

1. Cellules	  Natural	  Killer	  	   	   	   	   	   	   	   2	  

	  

1.1. Définitions	  et	  Caractérisation	   	   	   	   	   	   	   2	  

1.1.1. Données	  générales	   	   	   	   	   	   	   2	  

1.1.2. Sous-‐populations	  de	  cellules	  NK	   	   	   	   	   2	  

1.2. Modes	  d’activation	  des	  cellules	  NK	   	   	   	   	   	   3	  

1.2.1. Les	  principaux	  récepteurs	  des	  cellules	  NK	  et	  leurs	  ligands	   	   5	  

1.2.1.1. La	  superfamille	  des	  immunoglobulines	   	   	   	   5	  

1.2.1.1.1. Les	  KIRs	   	   	   	   	   	   	   5	  

1.2.1.1.2. FcγRIIIa	  (CD16a)	   	   	   	   	   	   9	  

1.2.1.1.3. Les	  LILR/ILT	   	   	   	   	   	   	   9	  

1.2.1.1.4. Les	  NCRs	   	   	   	   	   	   	   9	  

1.2.1.1.5. DNAM-‐1	  (CD226)	   	   	   	   	   	   10	  

1.2.1.2. La	  superfamille	  des	  Lectines	  de	  type	  C	   	   	   	   11	  

1.2.1.2.1.	   Les	  récepteurs	  inhibiteurs	   	   	   	   	   11	  

1.2.1.2.2. Les	  récepteurs	  activateurs	   	   	   	   	   12	  

1.2.1.3. Les	  récepteurs	  de	  cytokines,	  facteurs	  de	  croissance	  et	  

Chimiokines	   	   	   	   	   	   	   	   13	  

1.2.1.4. Les	  récepteurs	  aux	  signaux	  de	  dangers	  :	  les	  TLRs	  intracellulaires	   14	  

1.2.1.5. Autres	  co-‐récepteurs	  et	  marqueurs	  d’activation	   	   	   14	  

1.2.2. Acquisition	  des	  différents	  récepteurs	  au	  cours	  de	  la	  différentiation	  

et	  la	  maturation	  des	  cellules	  NK	  	   	   	   	   	   15	  

1.3. Fonctions	  des	  cellules	  NK	   	   	   	   	   	   	   15	  

1.3.1. Cytotoxicité	   	   	   	   	   	   	   	   16	  

1.3.1.1.	  Modes	  de	  déclenchement	  de	  la	  cytotoxicité	   	   	   	   16	  

1.3.1.2. Mécanismes	  effecteurs	   	   	   	   	   	   18	  

1.3.2. Production	  de	  chimiokines,	  cytokines	  et	  facteurs	  de	  croissance	   20	  

1.3.2.1.	  Chimiokines	   	   	   	   	   	   	   	   20	  

1.3.2.2.	  Cytokines	   	   	   	   	   	   	   	   20	  

1.3.3.	  	   Immunorégulation	  par	  les	  cellules	  NK	  	   	   	   	   	   22	  

1.3.3.1. Interactions	  cellules	  NK	  -‐	  cellules	  de	  l’immunité	  adaptative	   	   22	  

1.3.3.2. Interactions	  des	  cellules	  NK	  -‐	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	   	   22	  



	  

	   5	  

2. Maladies	  auto-‐immunes	   	   	   	   	   	   	   25	  

2.1.	  	   Généralités	  sur	  les	  maladies	  auto-‐immunes	   	   	   	   	   25	  

2.1.1. Mécanismes	  aboutissant	  à	  la	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi	   	   25	  

2.1.1.1. Mécanismes	  de	  tolérance	  centrale	  	   	   	   	   	   26	  

2.1.1.2. Mécanismes	  de	  tolérance	  périphérique	   	   	   	   26	  

2.1.2. Maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  ou	  spécifiques	  d’organe	   	   29	  

2.2. Lupus	  Systémique	   	   	   	   	   	   	   	   32	  

2.2.1.	  	   Epidémiologie	   	   	   	   	   	   	   	   32	  

2.2.2. Données	  cliniques	   	   	   	   	   	   	   32	  

2.2.3. Facteurs	  favorisants	   	   	   	   	   	   	   35	  

2.2.4. Immunopathologie	  du	  Lupus	  Systémique	   	   	   	   36	  

2.2.4.1.	  Données	  générales	   	   	   	   	   	   	   36	  

2.2.4.2.	  Phénomènes	  initiateurs	  	   	   	   	   	   	   39	  

2.2.4.3.	  Un	  mécanisme	  central	  :	  l’activation	  des	  pDCs	  via	  TLR9	   	   42	  

2.2.4.4.	  Effets	  de	  l’IFNα	  et	  ses	  implications	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	   44	  

2.2.3.5.	  Facteurs	  génétiques	  prédisposant	  au	  Lupus	  Systémique	   	   47	  

2.3.	  	   Myopathies	  inflammatoires	   	   	   	   	   	   	   49	  

2.3.1.	  	   Classification	  des	  différentes	  myopathies	  inflammatoires	   	   49	  

2.3.2.	  	   Syndrome	  des	  Antisynthétases	   	   	   	   	   	   52	  

2.3.2.1.	  Définitions	   	   	   	   	   	   	   	   52	  

2.3.2.2.	  Mécanismes	  immunopathologiques	   	   	   	   	   53	  

2.4.	  	   Traitement	  médical	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  	   	   54	  

	  

3.	   Implication	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  	   57	  

	  

3.1.	   Modèles	  animaux	   	   	   	   	   	   	   	   57	  

3.2.	  	  	  	  	  Pathologie	  humaine	   	   	   	   	   	   	   	   58	  

3.2.1.	  	   Anomalies	  constatées	   	   	   	   	   	   	   58	  

3.2.2.	  	   Causes	  possibles	   	   	   	   	   	   	   60	  

3.2.3.	   Conséquences	  possibles	  	   	   	   	   	   	   62	  

	  

II.	  	   Objectifs	   	   	   	   	   	   	   	   	   64	  
	  
	  



	  

	   6	  

III.	  Résultats	   	   	   	   	   	   	   	   	   66	  
	  

1.	  	   Etude	  descriptive	  des	  cellules	  NK	  circulantes	  au	  cours	  du	  Lupus	  	  

Systémique	   	   	   	   	   	   	   	   	   67	  

1.1.	  	   Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   68	  

Article	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   68	  

1.2.	  	   Synthèse	  des	  résultats	   	   	   	   	   	   	   	   78	  

1.3.	  	   Discussion	  complémentaire	   	   	   	   	   	   	   78	  

	  

2.	  	   Liens	  entre	  NKG2A	  et	  Auto-‐immunité	   	   	   	   	   80	  

2.1.	  	   Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   80	  

Article	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   81	  

2.2.	  	   Interprétation	  des	  résultats	   	   	   	   	   	   	   84	  

2.3.	  	   Discussion	  complémentaire	   	   	   	   	   	   	   84	  

	  

3. Modes	  spécifiques	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  	  

Lupus	  Systémique	   	   	   	   	   	   	   	   85	  

3.1.	   Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   85	  

3.2.	   Patients	  et	  Méthodes	   	   	   	   	   	   	   	   86	  

3.2.1.	  	   Patients	   	   	   	   	   	   	   	   	   86	  

3.2.2.	  	   Préparations,	  tris	  et	  cultures	  cellulaires	   	   	   	   86	  

3.2.3.	  	   Immunophénotypage	  lymphocytaire	   	   	   	   	   88	  

3.2.4.	  	   Tests	  de	  polyfonction	   	   	   	   	   	   	   88	  

3.2.5.	  	   Dosages	  d’IFNα	  sériques	   	   	   	   	   	   88	  

3.2.6.	  	   Statistiques	   	   	   	   	   	   	   	   89	  

3.3.	   Résultats	   	   	   	   	   	   	   	   	   89	  

3.3.1.	  	   Etude	  de	  l’expression	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  	  

Systémique	   	   	   	   	   	   	   	   89	  

3.3.1.1. Niveau	  d’expression	  intracellulaire	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  NK	   89	  

3.3.1.2. Phénotype	  des	  cellules	  NK	  exprimant	  TLR9	   	   	   	   91	  

3.3.2.	  	   Effet	  in	  vitro	  de	  différents	  stimuli	  sur	  l’activation	  et	  les	  fonctions	  	  

des	  cellules	  NK	  (cultures	  de	  PBMCs)	   	   	   	   	   91	  

3.3.2.1.	  Effet	  du	  CpG	  ODN	  2216,	  un	  ligand	  synthétique	  de	  TLR9	   	   91	  



	  

	   7	  

3.3.2.2. Evaluation	  de	  l’effet	  de	  l’IFNα-‐2a	  	   	   	   	   	   92	  

3.3.2.3.	  Effet	  in	  vitro	  du	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  les	  cellules	  NK	  triées	   	   93	  

3.3.3. Effet	  in	  vitro	  de	  stimuli	  impliqués	  dans	  l’immunopathologie	  du	  	  

Lupus	  Systémique	  sur	  l’activation	  des	  cellules	  NK	   	   	   96	  

3.3.3.1. Effet	  des	  corps	  apoptotiques	   	   	   	   	   	   96	  

3.3.3.2.	  Effet	  de	  l’ADN	  circulant	   	   	   	   	   	   96	  

3.3.3.3.	  Effet	  des	  anticorps	  anti-‐ADN	  double	  brin	  (cultures	  de	  PBMCs	  ou	  	  

cellules	  NK	  triées)	   	   	   	   	   	   	   98	  

3.4.	  	   Discussion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   98	  

3.4.1.	  Implication	  de	  la	  voie	  TLR9	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	   	   98	  

3.4.2.	  L’implication	  de	  la	  voie	  TLR9	  ne	  semble	  pas	  dépendante	  de	  l‘IFNα 99 

3.4.3.	  Les	  auto-‐anticorps	  du	  Lupus	  Systémique	  semblent	  capables	  	  

d’activer	  la	  voie	  TLR9	  des	  cellules	  NK	   	   	   	   	   101	  

3.4.4.	  La	  voie	  TLR9	  des	  cellules	  NK	  pourrait	  être	  anormale	  au	  cours	  du	  	  

Lupus	  Systémique	   	   	   	   	   	   	   101	  

3.5.	   Conclusions	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   102	  

3.6	  	   Références	   	   	   	   	   	   	   	   	   102	  

	  

4. Etude	  descriptive	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  	  

Antisynthétases	  	   	   	   	   	   	   	   	   105	  

4.1.	   Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   105	  

Manuscrit	   	   	   	   	   	   	   	   	   105	  

4.2.	  	   Interprétation	  des	  résultats	   	   	   	   	   	   	   118	  

4.3.	   Discussion	  complémentaire	   	   	   	   	   	   	   118	  

	  

	  

IV.	  Discussion	  générale	  et	  Perspectives	   	   	   	   120	  
	  
1. Anomalies	  des	  cellules	  NK	  constatées	  au	  cours	  des	  maladies	  	  

auto-‐immunes	   	   	   	   	   	   	   	   	   121	  

	  

1.1. Anomalies	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	   	   	   121	  

1.1.1. Hypothèses	  immunopathologiques	   	   	   	   	   121	  



	  

	   8	  

1.1.2.	  	   Conséquences	  possibles	  des	  anomalies	  NK	  constatées	   	   	   125	  

1.2 	  Anomalies	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	   126	  

1.2.1. Hypothèses	  immunopathologiques	   	   	   	   	   126	  

1.2.2.	  	   Conséquences	  possibles	  	   	   	   	   	   	   126	  

	  
2. Hypothèses	  concernant	  les	  différences	  phénotypiques	  et	  	  

fonctionnelles	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  	  

et	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  	   	   	   	   	   127	  

	  
3.	  	   Perspectives	   	   	   	   	   	   	   	   	   129	  

	  

3.1. Intérêt	  de	  la	  poursuite	  de	  l’étude	  des	  cellules	  NK	  –isolément-‐	  au	  	  

cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	   	   	   	   	   	   130	  

3.1.1. Développement	  de	  biomarqueurs	   	   	   	   	   130	  

3.1.2. Développement	  de	  nouvelles	  thérapies	  ciblées	   	   	   131	  

3.2. Etudes	  en	  parallèle	  de	  différents	  acteurs	  immunologiques	  impliqués	  	  

dans	  l’immunopathologie	  des	  maladies	  auto-‐immunes.	   	   	   132	  

3.2.1. Vers	  une	  médecine	  personnalisée	  	   	   	   	   	   132	  

3.2.2. Vers	  une	  modélisation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  au	  cours	  des	  	  

maladies	  autoimmunes	  systémiques	   	   	   	   	   134	  

	  

	  

V.	  Conclusion	   	   	   	   	   	   	   	   	   136	  
	  
	  
VI.	  Références	   	   	   	   	   	   	   	   	   138	  
	  
	   	   	  
VII.	  Annexes	   	   	   	   	   	   	   	   	   149	  
	  
	  
Annexe	  1	  :	  Critères	  ACR	  de	  classification	  du	  Lupus	  Systémique	   	   	   150	  

Annexe	  2	  :	  Critères	  de	  classification	  révisés	  :	  Systemic	  Lupus	  International	  	  

Collaborating	  Clinics	  	   	   	   	   	   	   	   151	  

Annexe	  3	  :	  Score	  d’activité	  du	  Lupus	  Sytémique	  (SLEDAI-‐2K)	   	   	   152	  

Annexe	  4	  :	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  :	  revue	  de	  la	  littérature	   	   	   153	  



1	  

I.	  Introduction



Introduction	  
	  

	  2	  

1. Cellules	  Natural	  Killer	  

	  

	  

	  

1.1.	  	   Définitions	  et	  Caractérisation	  

	  

1.1.1. Données	  générales	  

	  

Les	   cellules	   Natural	   Killer	   (NK)	   sont	   des	   cellules	   immunitaires	   d’origine	  

lymphoïde.	   Elles	   ont	   été	   identifiées	   il	   y	   a	   près	   d’une	   quarantaine	   d’années	   [1]	   et	  

définies	   par	   leur	   capacité	   à	   lyser	   spontanément	   des	   cellules	   cibles	   (tumorales)	   sans	  

immunisation	   préalable	   (cytotoxicité	   naturelle).	   Par	   la	   suite,	   l’ensemble	   de	   leurs	  

fonctions	   a	   pu	   être	   précisé	  :	   les	   cellules	   NK	   sont	   capables	   d’exercer	   d’autres	   actions	  

cytotoxiques	   qui	   répondent	   à	   plusieurs	   mécanismes	   d’activation,	   eux	   aussi	   non	  

restreints	  à	  une	  spécificité	  antigénique,	  et	  de	  produire	  de	  nombreuses	  cytokines	  pro-‐

inflammatoires,	   chimiokines	   et	   facteurs	   de	   croissance	   cellulaire.	   Les	   cellules	   NK	  

s’opposent	  ainsi	  aux	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques,	  dont	  le	  mode	  de	  fonctionnement	  est	  

spécifique	   d’un	   antigène	   donné	  	   et	   dont	   la	   présentation	   est	   couplé	   aux	  molécules	   du	  

complexe	  majeur	  d’histocompatibilité	  (CMH)	  de	  classe	  I.	  De	  ce	  fait,	   les	  cellules	  NK	  ont	  

été	  considérées	  comme	  cellules	  appartenant	  à	  l’immunité	  innée.	  	  

Chez	  l’Homme,	  les	  cellules	  NK	  représentent	  10	  ±	  5%	  des	  lymphocytes	  circulants.	  

On	  peut	  les	  identifier	  en	  cytologie	  par	  leur	  grand	  cytoplasme	  granuleux	  (contenant	  des	  

granules	   cytotoxiques).	   En	   cytométrie	   en	   flux,	   elles	   sont	   caractérisées	   par	   un	  

phénotype	   CD3-‐CD56+	   [2].	   CD56	   (Neural	   Cell-‐Adhésion	  Molecule-‐1)	   est	   une	   molécule	  

non	   spécifique	   aux	   cellules	   NK,	   impliquée	   dans	   les	   phénomènes	   d’adhésion	   et	   de	  

migration.	   Ce	   phénotype	   CD3-‐CD56+	   permet	   de	   les	   différencier	   d’autres	   lymphocytes	  

non	  conventionnels,	  comme	  les	  NKT-‐like	  (CD3+CD56+),	  avec	   lesquelles	  elles	  partagent	  

certaines	  fonctions.	  Les	  cellules	  NK	  sont	  aussi	  présentes	  dans	  de	  nombreux	  tissus	  (foie,	  

endomètre,	  poumon	  …)	  et	  dans	  les	  organes	  lymphoïdes	  secondaires	  [3,4].	  

	  

1.1.2. Sous-‐populations	  de	  cellules	  NK	  

	  

Deux	   sous-‐populations	   de	   cellules	   NK	   sont	   habituellement	   décrites	  (Figure	   1):	  

elles	   ont	   des	   fonctionnalités	   distinctes	   et	   sont	   différenciées	   par	   leur	   niveau	  
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d’expression	  du	  CD56	  et	  la	  présence	  du	  CD16,	  qui	  est	  le	  récepteur	  du	  fragment	  Fc	  des	  

immunoglobulines	  (FcγR)	  de	  type	  IIIa	  :	  

	  

i) Les	   lymphocytes	   NK	   CD56dim	   CD16+	   représentent	   90	   ±	   5%	   des	   cellules	   NK	  

circulantes	  mais	   seulement	  10	  ±	  5%	  des	   cellules	  NK	   résidentes	  dans	   les	   tissus.	  

Elles	   ont	   un	   rôle	   essentiellement	   cytotoxique,	   comme	   en	   témoignent	   les	  

nombreux	  granules	  observés	  dans	  leur	  cytoplasme.	  Leurs	  capacités	  prolifératives	  

et	  de	  production	  de	  cytokines	  sont	  faibles	  [5].	  

ii) A	  l’inverse,	  les	  lymphocytes	  NK	  CD56bright	  	  CD16dim/-‐	  représentent	  seulement	  10	  

±	  5%	  des	  cellules	  NK	  circulantes	  mais	  90	  ±	  5%	  	  des	  cellules	  NK	  résidentes	  dans	  

les	   tissus.	   Cette	   sous-‐population	   a	   un	   fort	   potentiel	   prolifératif	   et	   de	   grandes	  

capacités	  de	  production	  de	  cytokines,	  mais	  une	  moindre	  cytotoxicité	  [5].	  	  

	  

Ces	  deux	  sous-‐populations	  pourraient	  correspondre	  à	  des	  stades	  de	  maturation	  

différents	  :	  en	  témoigne	  l’expression	  différentielle	  de	  certains	  autres	  récepteurs	  à	  leur	  

surface,	  dont	  certains	  ont	  été	  reliés	  à	  la	  différentiation	  des	  cellules	  NK	  (Figures	  1	  &	  3).	  

Néanmoins,	   les	  mécanismes	  impliqués	  dans	  la	  transition	  de	  CD56bright	  vers	  CD56dim	  ne	  

sont	  pas	  élucidés	  [6].	  

	  

	  

1.2. Modes	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  

	  

Pour	   être	   fonctionnelles,	   les	   cellules	   NK	   répondent	   à	   différents	   stimuli,	   dont	  

l’intégration	   se	   fait	   via	   de	   nombreux	   récepteurs	   membranaires	   ou	   parfois	  

intracellulaires	   [7].	   Ceux-‐ci	   sont	   aussi	   bien	   des	   récepteurs	   activateurs	   ou	   inhibiteurs	  

des	   fonctions	  des	  cellules	  NK.	  Chaque	  cellule	  NK	  possède	  un	  seuil	  d’activation	  qui	  est	  

quantitativement	   la	   résultante	   d’une	   balance	   entre	   des	   signaux	   activateurs	   et	   des	  

inhibiteurs	   (phénomène	   dit	   de	   «	  balance	   d’activation	  »).	   A	   l’état	   basal,	   on	   considère	  

classiquement	   que	   la	   cellule	   NK	   possède	   «	  un	   tonus	   inhibiteur	   prédominant	  »,	  

l’empêchant	  de	  réagir	  contre	  le	  soi	  [7].	  

Il	   est	   également	   important	   de	   noter,	   que	   l’activation	   d’une	   cellule	  NK	   est	   aussi	  

qualitative	  :	  selon	  la	  voie	  de	  signalisation	  qui	  est	  stimulée	  par	  la	  liaison	  du	  ligand	  à	  son	  

récepteur,	   une	   cellule	   NK	   pourra	   réaliser	   plusieurs	   fonctions	   (polyfonctionalité),	   ou	  

être	  spécifique	  de	  l’une	  d’entre	  elles	  [8].	  
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	   	   De	  plus,	   l’activation	  des	  cellules	  NK	  dépend	  aussi	  du	  microenvironnement	  dans	  

lequel	  elles	  évoluent	  [4],	  notamment	  du	  fait	  d’interactions	  qu’elles	  entretiennent	  avec	  

d’autres	  cellules	  de	  l’immunité.	  Récemment,	  il	  a	  été	  suggéré	  que	  la	  durée	  d’exposition	  à	  

cet	  environnement	  et	  la	  répétition	  dans	  le	  temps	  des	  stimuli	  que	  reçoit	  une	  cellule	  NK	  

pourrait	  contrôler	  son	  niveau	  d’activation	  [9].	  

	  

1.2.1. Les	  principaux	  récepteurs	  des	  cellules	  NK	  et	  leurs	  ligands	  

	  

Parmi	   les	   nombreux	   récepteurs	   des	   cellules	   NK	   (Table	   1),	   ceux	   qui	   ont	   été	  

directement	   ou	   indirectement	   associés	   à	   l’auto-‐immunité	   seront	   plus	   spécifiquement	  

décrits	  ici.	  On	  distingue	  notamment	  les	  récepteurs	  qui	  appartiennent	  à	  la	  superfamille	  

des	   immunoglobulines	   et	   à	   celle	   des	   lectines	   de	   type	   C	   (avec	   de	   nombreux	  

représentants,	   activateurs	   ou	   inhibiteurs)	   [7].	   De	   plus,	   les	   cellules	  NK	   expriment	   des	  

récepteurs	   à	   diverses	   cytokines	   et	   chimiokines	   ainsi	   que	   des	   récepteurs	   à	   certains	  

signaux	  de	  dangers	  [10].	  

	  

1.2.1.1. La	  superfamille	  des	  immunoglobulines	  

	  

Il	   s’agit	   d’une	   grande	   famille	   de	   récepteurs	   parmi	   lesquels	   on	   distingue	  

notamment	   les	   Killer-‐cell	   immunoglobuline-‐like	   recepteurs	   (KIRs),	   les	   récepteurs	   au	  

fragment	  Fc	  des	  immunoglobulines,	  en	  l’occurence	  FcγRIIIa	  (ou	  CD16a),	  les	  récepteurs	  

«	  leucocyte	   immunoglobulin-‐like	  »	   ou	   «	  immunoglobulin	   like	   transcripts	  »	   (LILRs/	  

ILTs)	  et	  les	  récepteurs	  de	  cytotoxicité	  naturelle	  (NCRs).	  

	  

1.2.1.1.1. Les	  KIRs	  

	  

Les	  KIRs	  sont	  des	  glycoprotéines	  transmembranaires,	  regroupées	  sous	  le	  cluster	  

de	  différenciation	  (CD)-‐158	  [11].	  Ces	  récepteurs	  sont	  exprimés	  surtout	  sur	  les	  cellules	  

NK	  de	  type	  CD56dim,	  mais	  peuvent	  également	  être	  exprimés	  par	  certains	  lymphocytes	  T	  

CD8+.	  La	  nomenclature	   	   internationale	   	   regroupe	  et	  dénomme	  ces	  récepteurs	  selon	   le	  

nombre	  de	  domaines	  d’immunoglobulines	   extracellulaires	   qu’ils	   possèdent	   (KIRxD)	   et	  

la	   longueur	   de	   leur	   domaine	   intracytoplasmique,	   qui	   peut	   être	   long	   (L)	   ou	   court	   (S).	  

Ainsi,	  les	  KIR-‐L	  comprennent	  un	  domaine	  intracellulaire	  contenant	  des	  motifs	  ITIM	  	   	  
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Table	  1	  :	  Principaux	  récepteurs	  membranaires	  des	  cellules	  NK	  et	  leurs	  ligands.	  

D’après	  Montaldo	  E	  &	  coll.	  Cytometry	  A,	  2013.	  

	  

	   	  

Récepteurs Sous,Famille Dénomination4CD Noms4alternatifs
Expression4

CD56bright

Expression4

CD56dim
Ligands4connus

Inhibiteurs LILRs/&ILTs CD85j ILT2/&LIR1 / + HLA/I&(large&spécificité),&UL/18&(CMV)
KIRs CD158a KIR2DL1 / + HLA/C&groupe&w2
KIRs CD158&b1/b2 KIR2DL2/2DL3 / + HLA/C&groupe&w1
KIRs CD158d KIR2DL4&? + + HLA/G
KIRs CD158e1 KIR3DL1 / + HLA/B&groupe&w4
KIRs CD158f KIR2DL5 / + ?
KIRs CD158k KIR3DL2 / + HLA/A*0,&&&*11,&CpG&ODN
C/lectines CD159a/CD94 NKG2A/KLRD/1 +++ ++ HLA/E
C/lectines CD161 NKR/P1 +++ ++ LLT1

CD300a IRp60 + +++ ?
CD305 LAIR/1 +++ +++ Collagène

Ig/like&lectine CD328 Siglec/7/p75/&AIRM1 +++ +++ Acide&sialique
Ig/like&lectine CD329 Siglec/9 / + Acide&sialique

Tim/3 / + Galectin/9&?

Activateurs CD7 +++ +++ SECTM1,&Galectine
Fc/R CD16a FcγRIIIa + +++ IgG&(faible&affinité)
KIRs CD158e2/f KIR3DS1/5 / + HLA/Bw4&(?)/?
KIRs CD158h KIR2DS1 / + HLA/C2&(faible&affinité)
KIRs CD158i/j/g KIR2DS4/2/3/5 / + HLA/A*11,HLA/C&(certains)/&?/&?
KIRs CD158d KIR2DL4 + +++ HLA/G
C/lectines CD159c/CD94 NKG2C/KLRD/1 + + HLA/E

CD160 BY55 / + CMH/Ia/b,&HVEM
CD226 DNAM/1 +++ +++ CD155&(PVR),&CD112&(Nectin/2)

SLAM CD244 2B4 +++ +++ CD48
C/lectines CD314 NKG2D +++ +++ ULBPs,&MICA/B
SLAM CD319 CRACC +++ +++ CRACC
NCRs CD335 NKp46 +++ +++ Hémaglutinine&(Grippe)&?

NCRs CD336 NKp44 / /
NKp44/L,&MLL5/like&P,&PCNA,&E/protein&
(Dengue),&

NCRs CD337 NKp30 ++ ++ B7H6,&BAT3,&pp65&(CMV)
SLAM CD352 NTB/A +++ +++ NTB/A
C/lectines NKp80/KLRF1 +++ +++ AICL&(Activation&induced&C/type&lectin)

CD2 LFA/2 +++ + CD58,&CD48
CD11a/CD18 LFA/1 / ++ ICAM/1/3
CD11b/CD18 αMβ2 + +++ Fibrinogène,&ICAM/4,&C3bi
CD11c/CD18 αXβ2 + +++ Fibrinogène,&ICAM/1,&C3bi
CD44 gp90 +++ +++ Acide&Hyaluronique
CD56 N/CAM +++ ++ ?,&FGFR1&? &
CD57 Human&NK/1 / ++ ?
CD58 LFA/3 CD2
CD59 MIRL Complement&8,9
CD62/L L/Selectine +++ + Gly/Mad&CAM/1
CD162 PSGL/1/&PEN/5 ++ ++ P/sélectine

KLRG1 / + E/N/P/Cadhérines

CD25 IL2/Rα&(haute&affinité) + / IL2
CD117 c/Kit +++ ++ IL2,&IL15
&/CD118 IFNAR/1/2 + + IFN/I
CD122/CD132 IL2/Rβ/γ&(&faible&affinité&) ++ + SCF
CD127 IL7/Rα ++ / IL7
CD128 CXCR1 / ++ IL8
CD183 CXCR3 ++ ++ CXCL9/10/11
CD184 CXCR4 ++ ++ CXCL2
CD194 CCR4 / + CCL2,&MIP/1β&(CCL4),&RANTES,&CCL17/22
CD197 CCR7 ++ / CCL19/21
CD212 IL12/Rβ1/2 + + IL12
CD215 IL15/Rα + + IL15
CD218a IL18/R + ++ IL18
CD360 IL21/Rα/&NIRL + + IL21

ChemR23 + ++ Chemerin
CX3CR1 + +++ Fractalkine

Aux4Cytokines4et4Chimiokines

Molécules4d'adhésion
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(Immunoreceptor	  tyrosine-‐based	  inhibition	  motif),	  qui	  confèrent	  une	  activité	  inhibitrice	  

[12].	  A	  contrario,	  les	  KIR-‐S	  ne	  possèdent	  pas	  de	  motifs	  ITIM	  mais	  ont	  la	  capacité	  de	  se	  

lier	   à	   un	   adaptateur	  (DAP12),	   qui	   est	   porteur	   d’un	   motif	   ITAM	   (Immunoreceptor	  

tyrosine-‐based	  activation	  motif)	  [13].	  C’est	  ce	  dernier	  qui	  permet	  aux	  récepteurs	  KIR-‐S	  

d’être	  récepteurs	  activateurs.	  

	  

i) Les	  KIRs	  inhibiteurs	  (KIR-‐L)	  

Sept	  gènes	  KIRs	  inhibiteurs	  ont	  été	  identifiés	  à	  ce	  jour	  et	  codent	  pour	  KIR2DL1,	  2,	  

3,	   5	   et	   KIR3DL1-‐3	   [14].	   Ces	   récepteurs	   ont	   des	   affinités	   différentes	   pour	   leurs	  

différents	  ligands	  spécifiques,	  qui	  sont	  certaines	  molécules	  du	  CMH-‐I	  (ou	  HLA-‐I	  :	  

Human	  Leucocyte	  Antigen).	  Ils	  sont	  explicitement	  présentés	  dans	  la	  Table	  1.	  Dans	  

les	   années	   1990,	   la	   description	   de	   la	   lyse	   naturelle	   de	   cellules	   tumorales	  

n’exprimant	  pas	  de	  molécules	  CMH-‐I	  par	   les	  cellules	  NK	  ainsi	  que	  la	  découverte	  

des	   KIR-‐L	   et	   leurs	   ligands,	   ont	   permis	   d’élaborer	   une	   théorie	   (qui	   a	   depuis	  

évoluée)	  :	   la	  théorie	  du	  «	  soi-‐manquant	  »	  ou	  «	  missing-‐self	   recognition	  »,	  selon	  

laquelle	   les	   cellules	  NK	   s’activent	  en	   l’absence	  de	   liaison	  KIR-‐L/HLA-‐I	   avec	   leur	  

cible	  [15].	  

ii) Les	  KIRs	  activateurs	  (KIR-‐S)	  

Les	   KIR-‐S	   identifiés	   sont	   au	   nombre	   de	   6	   actuellement	  :	   KIR2DS1-‐5	   et	   3DS1.	  

Comme	  leur	  équivalent	  KIR-‐L,	   ils	  reconnaissent	  certaines	  molécules	  HLA-‐I,	  mais	  

tous	   les	   ligands	   des	   KIRs	   n’ont	   pas	   tous	   été	   identifiés	   [16].	   Il	   est	   important	   de	  

noter	  que	  l’affinité	  des	  KIR-‐L	  pour	  leurs	  ligands,	  dont	  HLA-‐C	  [17]	  est	  supérieure	  à	  

celles	  des	  KIR-‐S.	  De	  plus,	  d’importantes	  recherches	  portent	  sur	  l’identification	  de	  

ligands	  de	  ces	  KIRs	  qui	  n’appartiendraient	  pas	  tous	  à	  la	  famille	  du	  CMH-‐I.	  

iii) KIR2DL4	  

Au	   sein	   des	   KIR-‐L,	   KIR2DL4	   fait	   figure	   d’exception.	   En	   effet,	   il	   s’agit	   d’un	  

récepteur	   activateur	   qui	   reconnaîtrait	  HLA-‐G	   [18],	   une	  molécule	   du	   CMH-‐I	   non	  

classique,	  qui	  est	  exprimée	  sur	  les	  cellules	  trophoblastiques	  normales	  et	  participe	  

ainsi	  au	  contrôle	  de	  la	  reconnaissance	  materno-‐fœtale	  [19].	  

	  

Du	  point	  de	  vue	  génétique,	   les	  KIRs	  sont	  codés	  par	  15	  gènes	  et	  2	  pseudo-‐gènes,	  

situés	   en	   19q13.4	   [14].	   Ils	   sont	   répartis	   dans	   deux	   	   haplotypes,	   A	   et	   B	   (Figure	   2).	  

L’haplotype	  A	  est	  invariant	  et	  contient	  essentiellement	  des	  gènes	  KIRs	  inhibiteurs	  et	  un	  

seul	   KIR	   activateur:	   KIR2DS4,	   tandis	   que	   l’haplotype	   B	   est	   variable	   et	   contient	   de	  

nombreux	  gènes	  KIRs	  activateurs.	  La	  répartition	  de	  ces	  haplotypes	  chez	  un	  individu	  	  
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Figure	  2	  :	  Organisation	  des	  gènes	  KIRs.	  
	  
Les	  gènes	  KIRs	  sont	  localisés	  sur	  le	  chromosome	  19q13.4.	  On	  distingue	  deux	  haplotypes.	  
L’haplotype	  A	  qui	  est	  invariant	  et	  comporte	  un	  seul	  KIR	  activateur	  et	  l’haplotype	  B	  est	  
caractérisé	  par	  un	  nombre	  variable	  de	  gènes,	  dont	  de	  nombreux	  KIRs	  activateurs.	  
	  

D’après	  Kulkarni	  S	  et	  coll.	  Semin	  immunol,	  2008.	  

	  

	  

	  	   	  

A 

B 

Haplotype)A)

Haplotype)B)

Leucocyte)Receptor)Complex)(Chromosome)19q13.4))

Inhibiteurs) AcBvateurs) Pseudogènes) Framework)

Centromérique) Télomérique)
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pourrait	  conférer	  aux	  cellules	  NK	  un	  seuil	  d’activation	  différent,	  qui	  pourrait	  être	  

lié	   à	   la	   survenue	   de	   certaines	   pathologies	   infectieuses,	   inflammatoires	   ou	   auto-‐

immunes,	  comme	  le	  Lupus	  Systémique	  [20,21].	  

	  

1.2.1.1.2. FcγRIIIa	  (CD16a)	  

	  

Ce	   récepteur	   de	   faible	   affinité	   n’est	   pas	   spécifique	   des	   cellules	   NK,	   mais	   se	  

retrouve	   également	   à	   la	   surface	   des	   cellules	   de	   la	   lignée	   monocyte/macrophage.	   Il	  

reconnaît	  préférentiellement	  les	  sous-‐classes	  d’IgG1	  et	  3.	  Il	  est	  essentiellement	  exprimé	  

par	   les	  cellules	  NK	  de	  phénotype	  CD56dim.	  Pour	  transmettre	  un	  message	  activateur,	   le	  

CD16a	   est	   capable	   de	   s’associer	   à	   des	   motifs	   ITAMs	   portés	   par	   la	   chaine	   CD3ζ	   par	  

exemple	   [22].	   Il	   est	   impliqué	   dans	   des	   phénomènes	   cytotoxiques	   médiés	   par	   les	  

anticorps,	  appelés	  ADCC	  	  (antibody	  dependent	  cell-‐mediated	  cytotoxicity)	  [23].	  Les	  FcRs	  

permettent	   aussi	   la	   clairance	  des	   complexes	   immuns	   circulants	   (complexes	   antigène-‐

anticorps)	   notamment	   par	   leur	   internalisation	   dans	   le	   cytoplasme	  :	   ces	   mécanismes	  

semblent	  importants	  au	  cours	  de	  certaines	  maladies	  auto-‐immunes	  [24].	  

	  

1.2.1.1.3. Les	  LILR/ILT	  	  

	  

Les	   récepteurs	   LILR	   (ou	   ILT)	   ont	   été	   regroupés	   sous	   l’identification	   CD85.	   On	  

dénombre	   13	   gènes	   situés	  à	   proximité	   de	   ceux	   des	   KIRs,	   avec	   qui	   ils	   partagent	   des	  

homologies	   structurales	   (domaines	   immunoglobuline-‐like	   extracellulaires,	   domaines	  

ITIM	   intracytoplasmiques)	   [25].	   ILT2	  (CD85j,	  LIR1	  ou	  LILRB1)	  est	   le	  seul	  membre	  de	  

cette	   famille	   à	   être	   exprimé	   par	   les	   cellules	   NK	   CD56dim,	  mais	   également	   par	   cetains	  

lymphocytes	  T	  CD8+.	  ILT2	  se	  lie	  avec	  une	  faible	  affinité	  à	  presque	  toutes	  les	  molécules	  

du	  CMH-‐I	  classiques	  (A,	  B,	  C)	  ou	  non	  classiques	  (E,	  F,	  G).	  Il	  peut	  aussi	  lier	  des	  protéines	  

virales	   ayant	   des	  homologies	   avec	   ces	  dernières,	   comme	  UL-‐18	  produite	  par	   le	   Cyto-‐

Mégallo-‐Virus	  (CMV)	  [26].	  

	  

1.2.1.1.4. Les	  NCRs	  

	  

A	  ce	  jour,	  cette	  famille	  comporte	  trois	  membres:	  NKp46,	  NKp44	  et	  NKp30	  (NCR1-‐2	  et	  

-‐3,	   respectivement)	   [27].	   Bien	   que	   décrits	   pour	   certains	   dans	   quelques	   très	  
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rares	   sous-‐populations	   lymphocytaires	   T,	   ces	   récepteurs	   sont	   hautement	   spécifiques	  

des	  cellules	  NK	  [27].	  	  

Tandis	  que	  NKp30	  et	  NKp46	  sont	  exprimés	  de	  façon	  constitutive,	  NKp44	  n’est	  

détecté	  à	   la	  surface	  des	  cellules	  NK	  qu’après	   leur	  activation.	  Leur	  niveau	  d’expression	  

(ou	  densité)	   semble	   important	  dans	   la	   régulation	  des	   fonctions	  des	   cellules	  NK	  qu’ils	  

engendrent	  après	  liaison	  avec	  leurs	  ligands.	  De	  plus,	  trois	  isoformes	  de	  NKp30	  ont	  été	  

décrits.	   Ils	   résultent	   d’un	   épissage	   alternatif	   du	   gène,	   en	   rapport	   avec	   l’existence	   de	  

polymorphismes	   mono-‐nucléotides	   et	   sont	   associés	   à	   des	   fonctions	   effectrices	   des	  

cellules	  NK	  différentes	  [28].	  

Les	   ligands	   des	   NCRs	   ne	   sont	   à	   ce	   jour	   que	   partiellement	   identifiés	  :	   il	   peut	  

s’agir	  de	  ligands	  issus	  de	  pathogènes	  d’origine	  :	  

(i) virale	  :	  comme	  l’hémaglutinine	  du	  virus	  influenza	  pour	  NKp46,	  la	  protéine	  E	  du	  

virus	  de	  la	  Dengue	  pour	  NKp44	  ou	  la	  protéine	  pp65	  du	  CMV	  pour	  NKp30,	  

(ii) bactérienne	  :	   comme	   certains	   composants	   non	   identifiés	   de	   Mycobacterium	  

tuberculosis	  pour	  NKp44	  ou	  encore	  	  

(iii) parasitaire	  :	   comme	   la	   protéine	   PfEMP-‐1	   du	   Plasmodium	   falciparum,	   qui	  

pourrait	  se	  lier	  à	  NKp30.	  	  

Néanmoins,	   l’implication	   de	   ces	   récepteurs	   dans	   la	   lyse	   de	   cellules	   tumorales,	  

suggère	   également	   l’existence	   de	   ligands	   endogènes,	   comme	   cela	   a	   été	   montré	   pour	  

NKp44	  qui	  reconnaît	  une	  isoforme	  de	  la	  protéine	  MLL5	  (mixed-‐lineage	  leukemia	  5)	  [29]	  

ou	  pour	  NKp30	  qui	  reconnaît	  B7-‐H6	  et	  BAT3	  (protéines	  d’origine	  tumorale)	  [30].	  Ces	  

récepteurs	   sont	   activateurs,	   grâce	   leur	   capacité	   à	   se	   lier	   à	   différents	   adaptateurs	  

présents	  dans	  les	  cellules	  NK	  et	  porteurs	  de	  motifs	  ITAMs,	  comme	  DAP10	  ou	  DAP12.	  Ce	  

mode	   d’activation,	   proche	   de	   celui	   de	   NKG2D	   dont	   il	   sera	   question	   par	   la	   suite,	  

correspond	  à	  un	  mécanisme	  de	  type	  «	  stress-‐induced	  recognition	  ».	  

	  

1.2.1.1.5. DNAM-‐1	  (CD226)	  

	  

Il	   s’agit	   d’une	   glycoprotéine	   non	   spécifique	   des	   cellules	   NK,	   qui	   est	   également	  

exprimée	   par	   certains	   lymphocytes	   T	   et	   les	   monocytes/macrophages	   [31].	   DNAM-‐1	  

(DNAX	  Accessory	  Molecule-‐1)	  active	   la	   cytotoxicité	  des	  cellules	  NK	  et	   la	  production	  de	  

cytokines	  [32],	  grâce	  notamment	  aux	  résidus	  Tyrosine	  de	  son	  domaine	  intracellulaire.	  

DNAM-‐1	  est	  impliqué	  (en	  association	  avec	  d’autres	  récepteurs)	  dans	  la	  reconnaissance	  

de	   nombreuses	   cellules	   tumorales	   [33]	   et	   également	   dans	   les	   interactions	   avec	   les	  
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cellules	   dendritiques	   myéloïdes	   (mDCs)	   et	   les	   lymphocytes	   T	   [34].	   En	   effet,	   dans	  

certaines	  conditions	  ces	  cellules	  expriment	   les	  ligands	  endogènes	  de	  DNAM-‐1	  :	  CD112	  

(Nectin-‐2)	   et	   CD155	   (récepteur	   du	   Poliovirus),	   qui	   appartiennent	   à	   la	   famille	   des	  

nectines.	  

	  

1.2.1.2. La	  superfamille	  des	  Lectines	  de	  type	  C	  

	  

Cette	   famille	   de	   récepteurs	   transmembranaires,	   définis	   par	   leur	   structure	  

extracellulaire	   de	   type	   lectine	   de	   type	   C,	   comprend	   de	   nombreux	   membres	   dont	  

NKG2A,	  C,	  E	  et	  F	  ainsi	  que	  deux	  variants	  (NKG2B	  et	  H)	  et	  également	  NKG2D,	  CD94	  et	  

CD161.	  Certains	  de	  ces	  récepteurs	  sont	  activateurs	  et	  d’autres	  inhibiteurs.	  

	  
1.2.1.2.1.	   Les	  récepteurs	  inhibiteurs	  

	  

On	  distingue	  dans	  ce	  sous-‐groupe	  :	  

i) le	   récepteur	   CD94/NKG2A	   qui	   est	   très	   conservé	   d’après	   les	   données	  

philogénétiques	  actuellement	  disponibles.	  CD94/NKG2A	  (et	  son	  variant	  NKG2B)	  

est	  un	  récepteur	  inhibiteur	  qui	  possède	  un	  domaine	  intracellulaire	  de	  type	  ITIM.	  

Il	  existe	  sous	  la	  forme	  d’un	  hétérodimère	  en	  interaction	  avec	  CD94	  [35]	  :	  c’est	  ce	  

dernier	  qui	  permet	  à	  NKG2A	  d’être	  présent	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  NK	  et	  d’être	  

pleinement	   fonctionnel.	   CD94/NKG2A	   est	   exprimé	   par	   les	   cellules	   NK	   de	  

phénotype	   CD56bright	   et	   une	   partie	   des	   CD56dim.	   Certaines	   sous-‐populations	  

lymphocytaires	   T	   CD8+	   peuvent	   aussi	   exprimer	   CD94/NKG2A	   à	   leur	   surface.	  

L’hétérodimère	   CD94/NKG2A	   reconnaît	   une	   molécule	   du	   CMH-‐I	   non	  

conventionnelle	  et	  peu	  polymorphe	   :	  HLA-‐E	   [36].	   	  HLA-‐E	  présente	  des	  peptides	  

dérivés	  des	  molécules	  HLA-‐I	  conventionnelles	  et	  de	  HLA-‐G	  [37,38].	  L’expression	  

de	   HLA-‐E	   à	   la	   surface	   des	   cellules	   cibles	   est	   donc	   dépendante	   des	   autres	  

molécules	  du	  CMH-‐I.	  

	  

ii) le	  CD161	  est	  également	  un	  récepteur	  non	  spécifique	  des	  cellules	  NK	  (il	  est	  aussi	  

retrouvé	   sur	   lymphocytes	   T	   et	   les	   NKT).	   Il	   est	   exprimé	   précocement	   sur	   les	  

cellules	  NK	   au	   cours	   de	   leur	   différenciation	   sous	   forme	   d’homodimère	   [39].	   Sa	  

physiologie	  est	   complexe.	  Sur	   les	   cellules	  NK,	   il	   a	  d’abord	  été	   considéré	  comme	  

récepteur	   inhibiteur	   [40,41].	   Toutefois	   certains	   travaux	   suggèrent	   qu’il	   puisse	  

avoir	   également	   un	   rôle	   activateur	   [42].	   Son	   ligand	   endogène	   LLT1	   (lectin-‐like	  
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transcript-‐1	  ou	  CLEC2D)	  [43]	  est	  exprimé	  par	  les	  lymphocytes	  B	  et	  les	  différentes	  

populations	  de	  cellules	  dendritiques	  après	  activation	  par	  les	  Toll-‐like	  récepteurs	  

(TLRs)	   [44,45].	  CD161	  est	  notamment	   impliqué	  dans	   les	  défenses	  antivirales	  et	  

anti-‐tumorales.	  	  

	  

1.2.1.2.2. Les	  récepteurs	  activateurs	  

	  

Parmi	   les	   nombreux	   récepteurs	   que	   ce	   sous-‐groupe	   comporte	   (NKG2C-‐F	   et	   H),	  

CD94/NKG2C	  et	  NKG2D	  sont	  les	  mieux	  décrits.	  	  

	  

i) CD94/NKG2C	  est	  la	  contrepartie	  activatrice	  de	  CD94/NKG2A.	  Il	  existe	  également	  

sous	   forme	   hétérodimérique,	   associé	   à	   CD94	   et	   lie	   aussi	   HLA-‐E	   [36].	  

CD94/NKG2C	  exerce	  une	  action	  activatrice	  via	  la	  molécule	  adaptatrice	  DAP12.	  Ce	  

récepteur	  n’est	  pas	  ou	  très	  faiblement	  exprimé	  sur	  les	  cellules	  NK	  de	  sujets	  sains	  

[46].	  Différents	   travaux	  ont	   	  montré	  que	  son	  expression	  pouvait	   très	  nettement	  

augmenter	   au	   cours	   d’infections	   virales,	   telles	   que	   les	   hépatites	   B	   et	   C	   ou	  

l’infection	  à	  CMV	  [47,48].	  Même	  après	  résolution	  de	  la	  primo-‐infection	  à	  CMV	  (la	  

séro-‐prévalence	   est	   différente	   selon	   les	   zones	   géographiques,	   et	   peut	   atteindre	  

60%	   des	   adultes	   en	   Europe),	   les	   cellules	   NK	   peuvent	   garder	   un	   phénotype	  

particulier	   CD94/NKG2C+;	   dans	   ce	   cas,	   l’expression	   de	   CD94/NKG2C	   est	  

mutuellement	  exclusive	  de	  celle	  de	  CD94/NKG2A.	  

ii) NKG2D	   est	   un	   récepteur	   assez	   distinct	   des	   autres	   récepteurs	   de	   la	   famille	   des	  

NKG2.	   Il	   est	   exprimé	   sous	   forme	   d’homodimère	   sur	   toutes	   les	   cellules	   NK.	  

Toutefois,	   son	   niveau	   d’expression	   (ou	   densité)	   est	   variable.	   Il	   n’est	   pas	  

spécifique	   des	   cellules	   NK,	   étant	   également	   retrouvé	   à	   la	   surface	   de	   certains	  

lymphocytes	  T.	  NKG2D	  est	  un	  récepteur	  activateur,	  grâce	  à	  son	  interaction	  avec	  

une	  molécule	   adaptatrice,	   DAP-‐10,	   qui	   est	   en	  mesure	   d’activer	   la	   Pi3-‐Kinase.	   Il	  

reconnait	   une	   large	   famille	   de	   molécules	   de	   stress,	   présentant	   des	   analogies	  

structurelles	  avec	  des	  molécules	  du	  CMH-‐I	  :	  il	  	  s’agit	  de	  MIC-‐A,	  B	  et	  des	  ULBP-‐1-‐6	  

[49].	  Ces	  molécules,	  qui	  peuvent	  également	  exister	  sous	  des	  formes	  solubles,	  ne	  

sont	   pas	   exprimées	   par	   des	   cellules	   normales,	   mais	   exclusivement	   par	   des	  

cellules	  ayant	   subi	  un	  «	  stress	  ».	  NKG2D	  est	  ainsi	  en	  mesure	  de	  reconnaître	  des	  

modifications	  cellulaires	  induites	  par	  certains	  processus	  pathologiques	  (infection,	  

carcinogénèse	   [50],	   chocs	   oxydatif	   ou	   thermique	   et	   également	   des	   pathologies	  

auto-‐immunes	   [51]).	   Il	   est	   capable	   d’engendrer	   l’activation	  des	   cellules	  NK	  :	   on	  
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parle	   alors	   de	   reconnaissance	   induite	   par	   le	   stress,	   ou	   «	  stress-‐induced	  

recognition	  ».	  

	  

1.2.1.3. Les	  récepteurs	  de	  cytokines,	  facteurs	  de	  croissance	  et	  chimiokines	  

	  

Les	   cellules	   NK	   expriment	   également	   de	   nombreux	   récepteurs	   aux	   cytokines	  

[7],	  aux	  chimiokines	   [52]	  et	  aux	   facteurs	  de	  croissance.	  Ces	  molécules,	  solubles	  ou	  

membranaires,	  interviennent	  dans	  la	  différenciation	  et	  la	  prolifération	  des	  cellules	  NK	  

mais	  aussi	  directement	  dans	  l’activation	  de	  leurs	  différentes	  fonctions.	  	  

On	   peut	   citer	   par	   exemple	   l’IL2-‐Récepteur	   (l’IL2	   est	   produite	   par	   les	  

lymphocytes	   T),	   dont	   certaines	   sous-‐unités	   sont	   partagées	   avec	   l’IL15-‐Récepteur	  

(l’IL15	  est	  produite	  par	  certaines	  cellules	  dendritiques).	  Ces	  deux	  voies	  engendrent	  la	  

prolifération	  des	  cellules	  NK	  et	  augmentent	  leur	  cytotoxicité	  [53].	  De	  même,	  il	  existe	  à	  

la	  surface	  des	  cellules	  NK	  des	  récepteurs	  à	  l’IL7	  et	  à	  l’IL4	  ou	  encore	  à	  l’IL21,	  impliquées	  

également	  dans	  l’activation	  de	  la	  cytotoxicité	  des	  cellules	  NK.	  	  

D’autres	   récepteurs	  comme	   l’IL12-‐Récepteur	   et	   l’IL18-‐Récepteur	   sont	  

importants	   dans	   la	   fonctionnalité	   des	   cellules	   NK,	   car	   ils	   activent	   la	   production	   de	  

différentes	   cytokines.	   En	   effet,	   en	   combinaison	   avec	   l’IL18	   (produite	   par	   les	  

macrophages),	  l’IL12	  (surtout	  produite	  par	  les	  mDCs	  et	  les	  monocytes)	  est	  un	  puissant	  

inducteur	  d’IFNγ [8].	  Par	  contre,	  en	  association	  avec	  l’IL15,	  l’IL12	  favorise	  la	  production	  

d’IL10,	  TNFα	  ou	  MIP-‐1α	  ou	  -‐β.	  	  

Il	   faut	   aussi	   mentionner	   l’IFNα-‐Récepteur	   [7],	   car	   l’IFNα 	   -‐produite	  

majoritairement	   par	   les	   cellules	   dendritiques	   plasmacytoïdes	   (pDCs)-‐	   joue	   un	   rôle	  

majeur	  dans	  de	  nombreuses	  situations	  pathologiques,	  comme	  les	  infections	  virales	  [54]	  

ou	  certaines	  maladies	  auto-‐immunes	  [55].	  La	  liaison	  de	  l’IFNα	  à	  son	  récepteur	  dimérisé	  

induit	  l’activation	  de	  la	  cytotoxicité	  des	  cellules	  NK.	  

	  

Afin	  d’être	  actives	  sur	  le	  site	  inflammatoire	  ou	  au	  sein	  des	  organes	  lymphoïdes,	  les	  

cellules	  NK	  doivent	  non	  seulement	  migrer	  à	  travers	  les	  vaisseaux	  sanguins	  et	  les	  tissus	  

mais	  également	  établir	  des	  contacts	  avec	  les	  cellules	  cibles.	  Ceci	  est	  possible	  grâce	  aux	  

sélectines	  (comme	  CD62-‐L)	  ou	  aux	  intégrines	  qu’elles	  expriment	  [7]	  et	  aux	  récepteurs	  

de	  chimiokines	  (parmi	  lesquels	  CCR7,	  CX3CR1	  etc…).	  
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1.2.1.4. Les	  récepteurs	  aux	  signaux	  de	  dangers	  :	  les	  TLRs	  intracellulaires	  

	  

Les	   TLRs	   appartiennent	   à	   une	   large	   famille	   de	   récepteurs,	   les	   PRRs	   (Pattern	  

Recognition	  Receptor),	  	  qui	  reconnaissent	  différents	  motifs	  présents	  sur	  l’ensemble	  des	  

agents	  pathogènes,	  regroupés	  sous	  le	  nom	  de	  PAMPs	  (pathogen-‐associated	  recognition	  

receptors)	  ou	  «	  signaux	  de	  dangers	  »	  [56].	  Ils	  sont	  très	  conservés	  au	  sein	  des	  espèces	  et	  

sont	  exprimés	  par	  l’ensemble	  des	  cellules	  appartenant	  à	  l’immunité	  innée.	  Ils	  assurent,	  

comme	  rôle	  primordial,	  l’initiation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  innée.	  	  

Parmi	   les	   différents	   TLRs	   identifiés,	   certains	   sont	   extracellulaires	   et	  

reconnaissent	  des	  ligands	  présentés	  à	  la	  surface	  des	  agents	  pathogènes.	  C’est	  le	  cas	  par	  

exemple	   de	   TLR2,	   4	   ou	   5	   qui	   reconnaissent	   des	  motifs	   bactériens	   (Lipoprotéines	   ou	  

Peptidoglycanne,	   Lipopolysaccharide	   ou	   Flagelline,	   respectivement)	   [57].	   D’autres	  

TLRs	  sont	  intracellulaires	  [58]	  (présents	  dans	  l’appareil	  de	  Golgi	  à	  l’état	  basal	  ou	  dans	  

des	  vésicules	  d’endocytose	  dans	  certaines	  conditions)	  [59].	  Ces	  derniers,	  comme	  TLR3,	  

TLR7	   ou	   TLR9,	   reconnaissent	   des	   motifs	   intracellulaires,	   notamment	   des	   acides	  

nucléiques	  bactériens,	  viraux	  ou	  endogènes,	  qui	  existent	  sous	  différentes	  formes	  :	  	  

-‐	  ARN	  double	  brin	  pour	  TLR3,	  	  

-‐	  ARN	  simple	  brin	  pour	  TLR7	  	  

-‐	  ADN	  riche	  en	  motif	  CpG	  non	  méthylés	  pour	  TLR9.	  	  

Ces	   trois	   TLRs	   sont	   exprimés	   par	   différentes	   cellules	   immunitaires,	   dont	   les	  

cellules	   NK	   [60],	   et	   interviennent	   dans	   l’activation	   cellulaire	   par	   des	   voies	   de	  

signalisation	   faisant	   intervenir	  notamment	  NFkB,	   via	  TRIF	   (Toll/IL-‐1	  receptor-‐domain	  

containing	  adapter-‐inducing	  interferon-‐β)	  pour	  TLR3	  et	  via	  MyD88	  pour	  TLR7	  et	  TLR9	  

[61].	   Parmi	   ces	   trois	   TLRs,	   les	   effets	   de	   la	   liaison	   de	   TLR9	   avec	   ses	   ligands	  

«	  synthétiques	  »	  CpG	  ODN	  A,	  B	  ou	  C,	  a	  été	  la	  plus	  étudiée.	  Celle-‐ci	  induit,	  dans	  certaines	  

conditions	  de	  culture	  in	  vitro	  et	  souvent	  en	  synergie	  avec	  d’autres	  signaux	  solubles	  ou	  

cellulaires,	   la	   stimulation	   des	   cellules	   NK,	   et	   notamment	   la	   production	   d’IFNγ	   [10].	  

Toutefois	   son	   implication	   spécifique	   dans	   des	   situations	   pathologiques	   reste	   peu	  

étudiée.	  

	  

1.2.1.5. Autres	  co-‐récepteurs	  et	  marqueurs	  d’activation	  

	  

Il	  existe	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  NK	  d’autres	  co-‐récepteurs,	  comme	  2B4	  (CD244),	  

et	   NKp80	   (qui	   ne	   seront	   pas	   détaillés	   ici)	   [7].	   De	   même,	   d’autres	   marqueurs	  



Introduction	  
	  

	  15	  

témoignant	  de	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  peuvent	  être	  cités,	  comme	  CD69	  ou	  HLA-‐DR.	  

Aucun	  de	  ces	  récepteurs	  n’est	  spécifique	  des	  cellules	  NK.	  

Enfin,	   d’autres	  marqueurs	  peuvent	   être	  mentionnés,	   comme	  CD8α 	   et	  CD57.	   Ils	  

ne	   sont	   pas	   spécifiques	   des	   cellules	   NK	   mais	   paraissent	   associés	   à	   leur	   état	   de	  

maturation.	  Le	  CD57	  est	  un	  carbohydrate	  qui	  est	  uniquement	  	  présent	  	  sur	  les	  cellules	  

NK	   CD56dim.	   En	   référence	   aux	   données	   qui	   concernent	   son	   expression	   sur	   les	  

lymphocytes	  T,	   il	   pourrait	   être	  un	  marqueur	  de	   sénescence	   cellulaire	   [62].	   Toutefois,	  

certains	   travaux	   spécifiques	   aux	   cellules	   NK	   suggèrent	   que	   l’expression	   du	   CD57	   est	  

aussi	  liée	  à	  de	  plus	  grandes	  capacités	  cytotoxiques	  (cytotoxicité	  naturelle	  ou	  ADCC)	  et	  

donc	  à	   leur	  implication	  au	  cours	  d’infections	  virales	  [63],	  à	  des	  pathologies	  tumorales	  

et	  auto-‐immunes	  [64].	  

	  

1.2.2. Acquisition	  des	  différents	   récepteurs	   au	   cours	  de	   la	  différentiation	  

et	  la	  maturation	  des	  cellules	  NK	  

	  

Les	  études	  portant	  sur	  la	  différenciation	  et	  la	  maturation	  des	  cellules	  NK	  sont	  de	  

réalisation	   et	   donc	   d’interprétation	   difficile	   chez	   l’Homme.	   Le	   processus	   de	  

différenciation	   des	   cellules	   NK	   est	   un	   phénomène	   continu,	   qui	   permet	   l’acquisition	  

séquentielle	  des	  différentes	  fonctions	  des	  cellules	  NK	  et	  correspond	  à	  l’expression	  des	  

marqueurs	   de	   surface	   caractéristiques.	   Dans	   les	   différents	  modèles	   in	   vitro	   proposés	  

mais	   également	   au	   cours	   des	   greffes	   de	   cellules	   souches	   hématopoïétiques	   [65],	  

l’expression	   des	   différents	   récepteurs	   irait	   dans	   le	   sens	   d’une	   diminution	   du	   seuil	  

d’activation	  et	  d’une	  augmentation	  des	  capacités	  cytotoxiques	  des	  cellules	  NK	  (Figure	  

3)	  [66].	  

	  

	  

	  

1.3. Fonctions	  des	  cellules	  NK	  

	  

Parmi	   les	   fonctions	  des	  cellules	  NK	  (qui	  comportent	  cytotoxicité,	  production	  de	  

cytokines	   et	   de	   chimiokines)	   on	   établit	   classiquement	   une	   dichotomie	   entre	   leurs	  

actions	   effectrices	   et	   immunomodulatrices.	   Chacune	   d’entre	   elles	   peut	   être	   la	  

résultante	   des	   actions	   cytotoxiques	   ou	   de	   production	   de	   cytokines,	   selon	   que	   ces	  

actions	   s’exercent	   sur	   d’autres	   cellules	   de	   l’immunité	   ou	   directement	   au	   niveau	   des	  

tissus	  ou	  cellules	  cibles.	  
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Figure	   3	  :	   Expression	   des	   différents	   récepteurs	   de	   surface	   et	   principales	   fonctions	   des	  
cellules	  NK	  selon	  le	  stade	  de	  différenciation	  et	  de	  maturation.	  
	  
L’acquisition	   ou	   la	   perte	   des	   marqueurs	   de	   surface	   et	   des	   fonctions	   des	   cellules	   NK	   sont	  
représentées	   en	   nuances	   de	   gris	  :	   noir	   (fort	   niveau	   d’expression)	   et	   blanc	   (absence	  
d’expression).	  CLP	  :	  progéniteur	  lymphoïde	  commun	  ;	  BM	  :	  moëlle	  osseuse	  ;	  PB	  :	  compartiment	  
sanguin	  ;	  SLO	  :	  organes	  lymphoïdes	  secondaires.	  
	  
D’après	  Luetke-‐Eversloh	  &	  coll.	  Frontiers	  in	  Immunology,	  2013.	  
	   	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luetke-Eversloh et al. Human NK cell differentiation

FIGURE 1 | Schematic representation of human NK cell

development and terminal differentiation. The development of
human NK cells from a common lymphoid progenitor over NK cell
precursors to terminally differentiated NK cells is depicted from left to
right. The acquisition and loss of indicated surface markers and
functional properties propose a linear model of human NK cell

development and terminal differentiation. Protein expression levels are
depicted as black for high expression and white for no expression, gray
indicates intermediate levels. Functional properties are indicated
correspondingly. Abbreviations: common lymphoid progenitor (CLP),
bone marrow (BM), peripheral blood (PB), secondary lymphoid organs
(SLO). See also Ref. 59–61.

has been controversially discussed, but several studies support the
concept that CD56bright cells might represent the progenitors of
CD56dim NK cells. CD56bright NK cells display longer telomeres
compared to CD56dim NK cells and can acquire the expression of
CD16 and killer Ig-like receptors (KIR), as well as of other mark-
ers, in vitro as well as in vivo after transfer into immunodeficient
mice (33, 36). Further observations support a model of linear mat-
uration from more immature CD56bright toward terminally differ-
entiated CD56dim (CD94/NKG2A–, CD62L–, or CD57+) NK cells
passing through CD56dim NK cell subsets displaying intermediate
signatures (CD94/NKG2A+, CD62L+, or CD57–). As previously
mentioned, this phenotypic sequence is also associated with pro-
gressive loss of responsiveness to cytokines and gradual acquisition
of responsiveness to actR engagement (33–35) (Luetke-Eversloh
and Romagnani, unpublished data). The capability of the more
immature CD56bright and CD56dim NK cell subsets to respond
to cytokine stimulation strictly correlates to the expression of
CD94, CD62L, or CD57 and is reflected by higher expression of

cytokine receptors and STAT4 activation (33, 37, 39, 40). Con-
versely, the ability of the CD56dim subsets to kill and produce
IFN-g in response to actR mainly correlates to the expression of self
MHC class I binding inhibitory receptors, in humans belonging
to the KIR family or CD94/NKG2A (41–44). This phenomenon,
termed education or licensing, was originally described in mice for
NK cells expressing self MHC class I specific inhibitory Ly49 recep-
tors or CD94/NKG2A (41–43). According to this concept, during
their differentiation or the course of immune responses, NK cells
are licensed by self MHC class I molecules through engagement
of their inhibitory receptors and this interaction results in NK
cell functional competence in response to actR. Thus, licensed NK
cells are not only functionally competent but also tolerant because
they display at least one inhibitory receptor for self MHC. Con-
versely, NK cells which do not have a self MHC-specific inhibitory
receptor are less functional and therefore still tolerant toward self
(41, 45–47). The molecular mechanisms underlying this process
have been only partially clarified. In mice, NK cell education seems

www.frontiersin.org December 2013 | Volume 4 | Article 499 | 3
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1.3.1. Cytotoxicité	  

	  

Il	   existe	   non	   seulement	   plusieurs	   modes	   de	   déclenchement	   de	   la	   cytotoxicité	   mais	  

également	  plusieurs	  voies	  effectrices.	  

	  

1.3.1.1.	  Modes	  de	  déclenchement	  de	  la	  cytotoxicité	  

	  

L’induction	   de	   la	   cytotoxicité	   d’une	   cellule	   NK	   peut	   se	   faire	   selon	   trois	   modes	  

d’interaction	  avec	  une	  cible	  (Figure	  4)	  :	  	  

	  

i) Reconnaissance	   via	   un	   anticorps	  :	   ADCC.	   Les	   cellules	   NK	   qui	   expriment	   le	  

CD16a	   (donc	   majoritairement	   des	   cellules	   NK	   CD56dim)	   sont	   capables	   de	  

reconnaître	   une	   cible	   recouverte	   d’anticorps	   spécifiques,	   via	   ce	   récepteur	   de	  

faible	   affinité	   [23].	   Ce	   mécanisme	   n’est	   pas	   spécifique	   aux	   cellules	   NK,	   étant	  

donné	  que	  d’autres	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	  expriment	  ce	  type	  de	  récepteurs.	  

Le	  rôle	  biologique	  de	  l’ADCC	  a	  été	  mis	  en	  évidence	  dans	  des	  situations	  telles	  que	  

le	   rejet	   de	   greffe,	   l’immunité	   anti-‐tumorale	   et	   dans	   certaines	   situations	  

infectieuses	   ou	   auto-‐immunes.	   C’est	   ce	   par	   ce	   mécanisme	   qu’une	   biothérapie	  :	  

l’anticorps	   monoclonal	   anti-‐CD20	   (Rituximab®),	   s’avère	   efficace	   dans	   les	  

pathologies	   impliquant	   le	   lymphocyte	   B,	   comme	   les	   lymphoproliférations	   B	  

malignes	  ou	  les	  maladies	  auto-‐immunes	  [67].	  

ii) Reconnaissance	  de	  l’absence	  du	  soi.	  Comme	  cela	  a	  été	  indiqué	  précédemment,	  

les	  cellules	  NK	  sont	  capables	  de	   lyser	  sans	  sensibilisation	  préalable	  des	  cellules	  

cibles.	   Le	  mécanisme	  de	   cette	   lyse	   «	  naturelle	  »	   est	   à	  mettre	   en	   rapport	   avec	   la	  

sous-‐expression	  par	  des	  cellules	  cibles	  des	  molécules	  du	  CMH-‐I.	  Ceci	  a	  pour	  effet	  

de	   lever	   l’inhibition	   prédominante	   exercée	   par	   la	   liaison	  HLA-‐I/KIR-‐L	   qui	   pèse	  

sur	   la	   cellule	   NK.	   Néanmoins,	   depuis	   la	   description	   initiale	   de	   la	   théorie	   du	  

«	  Missing-‐Self	  Recognition	  »	  [15],	  il	  est	  apparu	  que	  la	  physiologie	  des	  cellules	  NK	  

est	   plus	   complexe	   et	   ne	   dépend	   pas	   seulement	   des	   interactions	   des	   KIRs	   avec	  

leurs	   ligands.	   En	   effet,	   elle	   est	   également	   liée	   à	   des	   interactions	   entre	   les	  

nombreux	   autres	   récepteurs	   activateurs	   ou	   inhibiteurs	   avec	   leurs	   ligands	  

respectifs.	   Il	   est	   important	   de	   noter	   que	   la	   reconnaissance	   de	   l’absence	   du	   soi	  

implique	  que	   les	   cellules	  NK	  aient	   été	   éduquées	   à	   la	   reconnaissance	  du	   soi.	   	  Ce	  

mécanisme	   complexe	   et	   controversé	   pourrait	   théoriquement	   être	   à	   l’origine	  

d’une	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi.	  
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iii) Reconnaissance	   de	   ligands	   de	   stress.	   Par	   le	   biais	   de	   récepteurs	   activateurs,	  

comme	   les	  NCRs,	   NKG2D	   ou	   encore	  DNAM-‐1,	   une	   cellule	  NK	   est	   en	  mesure	   de	  

s’activer	   et	   de	   lyser	   une	   cible	   qui	   exprime	   des	   molécules	   de	   stress	   [27].	   Ces	  

différentes	  molécules	  de	  stress	  sont	  générées	  dans	  différentes	  situations	  par	  des	  

cellules	  tumorales	  ou	  infectées,	  ou	  encore	  des	  cellules	  présentant	  des	  anomalies	  

de	   réplication	   de	   l’ADN	   ou	   lésées	   par	   des	   radiations	   comme	   les	   rayons	  

ultraviolets.	  

	  

1.3.1.2. Mécanismes	  effecteurs	  

	  

Une	  fois	  activée	  de	  la	  sorte,	  une	  cellule	  NK	  peut	  entraîner	  la	  lyse	  d’une	  cible	  selon	  

plusieurs	  voies	  :	  

	  

i) L’exocytose	   de	   granules	   cytotoxiques	   contenant	   des	   enzymes	   protéolytiques	  

(telles	   que	   perforine	   et	   granzyme)	   engendre	   la	   destruction	   des	   membranes	  

cellulaires	  [68].	  Ce	  mécanisme	  est	  commun	  avec	  les	  cellules	  T	  CD8+	  cytotoxiques.	  

A	   la	   différence	   de	   ces	   dernières,	   les	   cellules	   NK	   sont	   capables	   de	   former	   les	  

granules	  cytotoxiques	  tôt	  dans	  leur	  développement	  et	  de	  les	  conserver	  dans	  leur	  

cytoplasme	   pour	   répondre	   rapidement	   face	   à	   une	   cellule	   cible,	   quelque	   soit	   sa	  

nature.	  	  

ii) L’engagement	  de	  récepteurs	  de	  mort	  cellulaire.	  Les	  cellules	  NK	  expriment	  des	  

ligands	  qui	   sont	   capables	  de	   se	   lier	   à	  des	   récepteurs	  dits	  de	   «	  mort	   cellulaire	  »,	  

présents	   à	   la	   surface	  des	   cellules	   cibles.	   L’engagement	  de	   ces	   récepteurs	   induit	  

l’apoptose	   par	   activation	   des	   voies	   dépendantes	   des	   caspases	   [69].	   Ces	   ligands	  

appartiennent	  à	   la	  superfamille	  du	  TNFα.	  On	  peut	  citer	  par	  exemple	   le	  système	  

FAS/FAS-‐Ligand	  [70]	  qui	  est	  la	  voie	  majoritairement	  utilisée	  par	  les	  cellules	  NK.	  

D’autres	   voies	   sont	   utilisées	   comme	  :	   TRAIL	   (TNF-‐related	   apoptosis	   induicing	  

ligand)/TRAIL-‐Recepteur	  qui	  est	   induit	  par	  exemple	  après	  activation	  par	   l’IL15,	  

ou	   encore	   les	   voies	   d’apoptose	  médiées	   par	   le	   TFNα	   lui	   même,	   dans	   sa	   forme	  

soluble	  ou	  membranaire	  [71].	  
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1.3.2. Production	  de	  chimiokines,	  cytokines	  et	  facteurs	  de	  croissance	  

	  

1.3.2.1.	  Chimiokines	  

	  

La	   fonction	   principale	   des	   chimiokines	   est	   d’attirer	   d’autres	   populations	  

cellulaires	  sur	  le	  site	  de	  l’inflammation.	  Parmi	  les	  quatre	  sous-‐familles	  de	  chimiokines	  

décrites	  :	  CC,	  CXC,	  C	  et	  CX3C,	   les	  cellules	  NK	  produisent	  notamment	   les	  CC	  suivantes	  :	  

CCL2	  (MCP-‐1),	  CCL3	  (MIP-‐1α)	  ou	  CCL4	  (MIP-‐1β)	  [52]…	  

	  

1.3.2.2.	  Cytokines	  

	  

En	   réponse	   à	   différents	   stimuli,	   les	   cellules	   NK,	   notamment	   celles	   qui	   sont	   de	  

phénotype	   CD56bright,	   sont	   capables	   de	   produire	   rapidement	   et	   en	   grande	   quantité	  

diverses	  cytokines	  [7].	  Outre	  de	  l’IFNγ ,	  elles	  synthétisent	  du	  TNFα ,	  du	  TGFβ	  ou	  encore	  

du	   GM-‐CSF	   et	   d’autres	   interleukines	  :	   IL3,	   5,	   8	   et	   3.	   Les	   types	   et	   les	   quantités	   de	  

cytokines	  produites	  dépendent	  des	  conditions	  de	  stimulation	  :	  schématiquement	  l’IL1β,	  

l’IL21,	  l’IL2	  favorisent	  la	  production	  des	  diverses	  cytokines,	  tandis	  que	  l’IL4	  ou	  le	  TGFβ	  

exercent	   un	   impact	   négatif	   sur	   celle-‐ci.	   Les	   combinaisons	   de	   cytokines	   déterminent	  

également	   quelles	   cytokines	   vont	   être	   produites	  :	   par	   exemple,	   l’IL15	   et	   l’IL18	  

induisent	  la	  sécrétion	  de	  GM-‐CSF	  et	  d’IL13.	  

L’IFNγ	   est	   considérée	   comme	   la	   cytokine	   clef	   produite	   par	   les	   cellules	   NK.	   Sa	  

synthèse	   est	   optimale	   en	   présence	   d’IL12	   et	   d’IL18	   (Figure	   5)	   et	   fait	   intervenir	   des	  

voies	   de	   signalisation	   qui	   passent	   par	  MyD88	   [8].	   La	   production	   d’IFNγ	   par	   d’autres	  

voies	  mettant	  en	  jeu	  des	  récepteurs	  activateurs	  comme	  NKp30	  ou	  NKG2D	  est	  possible	  :	  

cela	   requiert	   des	   interactions	   directes	   cellules-‐cellules.	   L’IFNγ	   agit	   sur	   de	   très	  

nombreux	   composants	   du	   système	   immunitaire	   et	   passe	   par	   des	   voies	   d’activation	  

telles	  que	  STAT1,	  IRF1	  et	  IRF9	  et	  la	  régulation	  de	  nombreux	  gènes	  [72].	  On	  peut	  ainsi	  

citer	  :	  

-‐	   l’activation,	   la	   maturation	   et	   la	   régulation	   positive	   de	   la	   présentation	  

antigénique	   par	   les	   cellules	   présentatrices	   d’antigènes	  (augmentation	   de	  

l’expression	  des	  molécules	  du	  CMH-‐I	  et	  II)	  

-‐	  le	  contrôle	  du	  switch	  des	  immunoglobulines	  par	  les	  lymphocytes	  B	  

-‐	  l’orientation	  de	  la	  réponse	  lymphocytaire	  T	  de	  type	  TH1	  

-‐	  l’activation	  des	  macrophages	  



/M@9=RJ<@:=M"
"

"N!"

#
#
#
#
Z0P2*"# V#U# ,.0"%# 4"# D*.42870./# 4M$Z?! # D&*# ("%# 8"((2("%# ?@" "7# 6.0"%# 4M&8706&70./# 4"# (&#
8K7.7.T0807-#_"
"
0?J\" X=:?;" R,8<@:X8@:=M" R?" >8" H9=RJ<@:=M" ;=M@" 9?H9I;?M@I?;"D" X:8" >?;" 9I<?H@?J9;" 8J\" <F@=k:M?;"
:LH>:KJI?;" h/+!N" ?@" /+!Ti" ?@" X:8" >?;" 9I<?H@?J9;" 8<@:X8@?J9;"D" .3*;" h.8@J98>" 3F@=@=\:<:@F"
*?<?H@=9;i"6".Z1N0_"

SH)*3Q4!J%9%&3!T!E!$+==I!8)(-3&!_&9!O..-'+=0!!VWBFI!

!

NATURE IMMUNOLOGY  VOLUME 14   NUMBER 11   NOVEMBER 2013 1109

cytotoxicity against the prototypical target of 
K562 human myelogenous leukemia cells2. 
Given the plasticity of NK cell signaling path-
ways during development and activation12, it 
will be also important to investigate whether 
the present findings not only apply to IL-2-
activated NK cells but more generally apply 
to all stages of the differentiation and activa-
tion of NK cells in humans and mice. Third, it 
remains to be determined which mechanisms 
couple the engagement of cell-surface recep-
tors to ADAP, to what cell-surface receptors 
those mechanisms apply (i.e., ITAM-bearing 
molecules) and whether the key role of ADAP-
CBM holds true for all cytokines and chemo-
kines produced by NK cells. Finally, it will be 
also interesting to assess the involvement of the 
ADAP-CBM module in the proliferation of NK 
cells, as the ADAP-CBM signaling pathway is 
connected to the late G1 checkpoint in T cells 
via regulation of cyclin E expression13.

Classically, the interaction of NK cells with 
target cells leads to cytolysis and IFN-  produc-
tion. However, the threshold for the reactivity of 
NK cells in those two types of responses seem to 
be different, as in most cases the fraction of NK 
cells that become cytolytic after contact with 
target cells (as judged by cell degranulation) is 
higher than the fraction of NK cells that produce 
IFN-  in the same conditions. It is possible that 
quantitative differences in the strength of NK 
cell activation might be involved in such differ-
ences in the activation of cytotoxicity programs 
versus that of cytokine-secretion programs. 
The findings by Rajasekaran et al.2 prompt 
the investigation of whether the ADAP-CBM 
module might be activated only above a certain 
threshold of NK cell activation, whereas trigger-
ing of the cytotoxic PI(3)K-Rac1-PAK-MEK-
Erk module might occur at a lower strength of 
stimulation. In this scenario, ADAP might be an 
example of a molecule involved in the transfor-
mation of quantitative differences (strength of 
stimulation) into qualitative differences (cyto-
toxicity only versus cytotoxicity and cytokine 
production), a key question in biology.

Over the past decade, the clinical manipu-
lation of NK cells in innovative therapies has 
raised interest, in particular for the treatment 
of cancer. There are also clinical conditions in 
which NK cells might be detrimental, such as 
during the systemic inflammation seen in sepsis 
or during autoimmunity. Although such roles 
for NK cell function remain to be firmly estab-
lished in humans, the possibility of manipulat-
ing NK cell cytotoxicity and NK cell cytokine 
production independently of each other might 
represent an attractive therapeutic opportunity. 
Given that cytotoxic T cells and NK cells share 
many features, it might be also interesting  
to determine whether manipulation of the 

that cytokine secretion and cytolytic activity 
can be uncoupled. Second, the requirement 
for ADAP-CBM in cytokine production might 
not be totally selective for all components of 
the signaling module. Indeed, deletion of the 
gene encoding the kinase TAK1 (MAP3K7) or 
pharmacological inhibition of TAK1 impairs 
both NKG2D-mediated cytotoxicity and 
NKG2D-mediated production of cytokines and 
chemokines2,11. Notably, Rajasekaran et al. also 
show that silencing of ADAP in primary NK 
cells obtained from human blood and cultured  
with IL-2 impairs cytokine secretion but not 

between cytotoxicity and cytokine produc-
tion is not completely new, as the guanine 
nucleotide–exchange factor Vav1 is reported 
to be required for cytotoxicity but not for IFN-  
production in mouse NK cells10. Along those 
lines, there are also ADAP-CBM–independent 
mechanisms that lead to cytokine secretion by 
NK cells, as illustrated by stimulation medi-
ated by IL-12 and IL-18, which has been known 
for years to lead to cytokine secretion but not 
cytotoxicity (Fig. 1). There are also NK cell 
subsets specialized in cytokine secretion, such 
as CD56hi NK cells in humans, which shows 

Figure 1  Possible model for the production of IFN-  by and induction of cytotoxicity in NK cells.  
Cytotoxicity can be induced by the engagement of several activating surface receptors on NK cells that 
recognize ligands expressed on target cells, such as NKG2D, the natural cytotoxicity receptors (NCRs: 
NKp30, NKp44 and NKp46) that are coupled to ITAM-bearing polypeptides (FcR , CD3  and DAP12)1 
and CD137 (ref. 2). Signaling routes to induce cytotoxicity are dependent on activation of both the 
tyrosine kinase Lck and the MAPKs Erk1 and Erk2 (Erk1/2). MEK1-MEK2 (MEK1/2) and Erk1-Erk2 
can be triggered either via PI(3)K-Rac1-PAK downstream of the engagement of NKG2D coupled to the 
transmembrane adaptor DAP10 or via the GTPase Ras and its effector molecule Raf downstream of 
the engagement of ITAM-coupled receptors. In humans, NKG2D is coupled only to DAP10, whereas 
in the mouse, NKG2D can be coupled to DAP10 and/or DAP12 depending of the status of NK cell 
activation15. CD137 triggers cytotoxicity via Lck-Fyn-PI(3)K-Ras-Raf. ITAM-coupled receptors trigger 
IFN-  secretion via activation of the signaling protein PLC- , which induces the release of diacylglycerol 
that activates the kinase PKC- . PKC-  then activates the CBM module via Carma1. Several signaling 
pathways can lead to IFN-  secretion independently of cytotoxicity, such as the pathways triggered 
by IL-12 and IL-18. CD137 and NKG2D can also selectively induce IFNG transcription leading to 
IFN-  production via the ADAP-CBM signaling module. Given the complexity of cytoplasmic signaling 
pathways, which includes the subcellular localization and the dynamics of the assembly of signaling 
components, only some key transduction elements are presented in this simplified model of NK 
cell–activation pathways. IL-12R 1 and IL-12R 2, IL-12 receptor -chains; IL-18R1, IL-18 receptor; 
MyD88, adaptor; TYK2, Jak2 and IRAK1, kinases; Syk and Zap70, kinases; TRAF6, adaptor; NIK, 
kinase; STAT3, STAT4, ERM, T-bet, NF- B, c-Jun and c-Fos, transcription factors.
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-‐	  des	  effets	  pro-‐apoptotiques	  et	  antiprolifératifs.	  

Ainsi,	   l’IFNγ	   est	   également	   une	   cytokine	   qui	   joue	   un	   rôle	   important	   dans	   de	  

nombreuses	   situations	   pathologiques,	   notamment	   au	   cours	   des	   maladies	   auto-‐

immunes,	  comme	  le	  Lupus	  Systémique	  ou	  le	  Syndrome	  de	  Gougerot-‐Sjögren	  [73,74].	  

De	   plus,	   d’autres	   cytokines	   produites	   par	   les	   cellules	   NK	   impactent	   directement	   la	  

fonction	   de	   cellules	   immunitaires,	   comme	   le	   GM-‐CSF	   qui	   favorise	   la	   maturation	   des	  

cellules	  dendritiques,	  de	  la	  lignée	  monocyte/macrophage	  ou	  encore	  la	  prolifération	  des	  

polynucléaires	  neutrophiles.	  Ces	   signaux	  solubles	   sont	   indissociables	  des	   interactions	  

cellules-‐cellules	   qui	   coordonnent	   l’activation	   et	   les	   actions	   des	   cellules	   NK	   sur	   les	  

autres	  types	  cellulaires.	  

	  

1.3.3.	  Immunorégulation	  par	  les	  cellules	  NK	  	  

	  

Outre	  les	  actions	  effectrices	  avec	  des	  cellules	  cibles	  pathologiques,	  les	  cellules	  NK	  

ont	  de	  nombreuses	  interactions	  avec	  les	  autres	  cellules	  du	  système	  immunitaire.	  Celles-‐

ci	   sont	   souvent	   réciproques	   et	   permettent	   la	   coordination	   des	   différentes	   actions	   du	  

système	  immunitaire	  dans	  son	  ensemble.	  	  

	  

1.3.3.1.	  Interactions	  cellules	  NK	  -‐	  cellules	  de	  l’immunité	  adaptative	  

	  

Des	   interactions	   entre	   les	   cellules	   NK	   et	   les	   cellules	   du	   système	   adaptatif	   ont	  

parfois	  été	  rapportées,	  notamment	  avec	  les	  lymphocytes	  T	  ou	  B,	  mais	  elles	  restent	  peu	  

élucidées.	  Parallèlement	  à	  un	  mécanisme	  direct	  de	  l’IFNγ,	  il	  semble	  que	  les	  cellules	  NK	  

sont	   en	  mesure	   de	   stimuler	   la	   production	   ainsi	   que	   le	   switch	   des	   immunoglobulines	  

après	   contacts	   cellulaires	   avec	   certains	   types	   de	   lymphocytes	   B	   [75].	   Il	   semble	  

également	  que	  les	  cellules	  NK	  régulent	  négativement	  l’immunité	  T	  CD4+	  et	  CD8+	  dans	  

certaines	  circonstances,	  par	  des	  mécanismes	  impliquant	  des	  contacts	  cellulaires	  via	  les	  

récepteurs	  NKG2D	  et	  DNAM-‐1	  [76].	  

	  

1.3.3.2. Interactions	  des	  cellules	  NK	  -‐	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	  

	  

Les	  interactions	  des	  cellules	  NK	  avec	  les	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	  ont	  pu	  être	  

montrées	  chez	  l’Homme	  dans	  différentes	  situations	  physiologiques	  ou	  pathologiques	  :	  
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i) L’étude	   de	   la	   fonctionnalité	   des	   cellules	   NK	   chez	   des	   patients	   présentant	   des	  

neutropénies	   congénitales	   a	   permis	   d’établir	   que	   les	   Polynucléaires	  

neutrophiles	   étaient	   nécessaires	   à	   leur	   maturation	   ainsi	   qu’à	   leurs	   fonctions	  

cytotoxiques	  et	  de	  production	  d’IFNγ	  [77].	  

ii) In	  vitro,	  des	   interactions	  entre	  cellules	  NK	  et	  monocytes/macrophages	  ont	  été	  

décrites	   dans	   différentes	   conditions	   d’activation.	   Elles	   impliquent	   le	   récepteur	  

activateur	   NKG2D	   et	   ses	   ligands,	   notamment	   MIC-‐A,	   dont	   l’expression	   est	  

augmentée	  sur	  les	  monocytes/macrophages	  activés.	  Ces	  interactions	  induisent	  la	  

production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK	  [78]	  ou	  la	  lyse	  des	  macrophages	  autologues	  

[79,80].	  

iii) Des	  interactions	  entre	  cellules	  NK	  et	  pDCs	  ont	  été	  étudiées	   in	  vitro	  [81]	  à	  partir	  

de	   cellules	   de	   sujets	   sains	   ou	   au	   cours	   de	   différentes	   infections	   virales	  

(adénovirus,	   virus	   de	   l’hépatite	   B	  …).	   En	   pathologie,	   il	   apparaît	   que	  l’activation	  

des	  	  cellules	  NK	  est	  optimale	  lorsqu’elles	  établissent	  des	  contacts	  cellulaires	  avec	  

les	   pDCs	   (les	   ligands	   et	   récepteurs	   cellulaires	   mis	   en	   jeu	   n’ont	   pas	   tous	   été	  

identifiés).	   Ces	  mécanismes,	   qui	   influent	   sur	   la	   cytotoxicité	   des	   NK	   et/ou	   leurs	  

capacités	  à	  produire	  de	  l’IFNγ,	  sont	  synergiques	  avec	  ceux	  directement	  engendrés	  

par	   le	   virus	   lui-‐même	   et	   avec	   la	   production	   de	   certains	   messagers	   solubles	  

(cytokines).	  Il	  est	  important	  de	  noter	  que	  les	  cellules	  NK	  sont	  aussi	  en	  mesure	  de	  

promouvoir	   l’activation	   des	   pDCs	   et	   la	   production	   d’IFNα dans	   certaines	  

conditions	  de	  culture.	  	  

iv) Des	   interactions	  entre	   cellules	  NK	  et	  mDCs	   (ou	   dérivées	   des	  monocytes)	   ont	  

été	   largement	   documentées	   in	   vitro.	   Ces	   interactions	   –	   qui	   se	   dérouleraient	   au	  

niveau	  des	  organes	  lymphoïdes	  secondaires	  et	  les	  sites	  d’inflammation	  [82,83]	  -‐	  

sont	   réciproques	  ;	   on	   parle	   alors	   d’une	   boucle	   de	   co-‐maturation.	   Il	   a	   ainsi	   été	  

démontré	  que	  :	  

-‐	   les	   cellules	   NK	   induisent	   la	   maturation	   des	   mDCs	   lorsqu’elles	   sont	   co-‐

cultivées	   à	   de	   faibles	   ratios	   et	   selon	   des	   mécanismes	   faisant	   intervenir	   l’IFNγ	  

produit	   par	   les	   cellules	   NK	   et	   des	   contacts	   cellulaires	   (notamment	   par	  

l’interaction	  de	  NKp30	  avec	  son	  ligand)	  [84,85].	  Ce	  phénomène	  est	  médié	  par	  une	  

sous-‐population	   de	   cellules	   NK	   CD94/NKG2A+	   et	   KIR-‐	   [86].	   Ceci	   affecterait	  

également	  la	  migration	  des	  mDCs	  vers	  les	  sites	  de	  l’inflammation	  (expression	  de	  

CCR7)	  où	  elles	  initient	  une	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  [87].	  



Introduction	  
	  

	  24	  

-‐	   les	   cellules	   NK	   peuvent	   sélectionner	   les	   mDCs	  :	   lorsque	   les	   co-‐cultures	  

NK/mDCs	  sont	  réalisées	  à	  des	  ratios	  importants,	   les	  cellules	  NK	  sont	  en	  mesure	  

de	  lyser	  les	  mDCs	  immatures	  dont	  le	  niveau	  d’expression	  de	  molécules	  du	  CMH-‐I	  

est	   faible.	   Cette	   lyse	   requiert	   des	   contacts	   cellules-‐cellules	   qui	   impliquent	   des	  

NCRs	  et	  DNAM-‐1	  [88,89].	  

-‐	   les	   mDCs	   activent	   les	   cellules	   NK	   selon	   des	   mécanismes	   dépendant	   de	  

cytokines	   comme	   IL12	   et	   des	   contacts	   cellulaires	   faisant	   intervenir	   la	   trans-‐

présentation	  de	  l’IL15	  ou	  encore	  NKG2D	  [90].	  Ces	  mécanismes	  stimulent	  à	  la	  fois	  

la	  production	  d’IFNγ	  et	  la	  cytotoxicité	  des	  cellules	  NK.	  

L’ensemble	   de	   ces	   interactions	   semble	   jouer	   un	   rôle	   important	   au	   cours	   des	  

infections	  virales	  ou	  au	  cours	  de	  processus	  tumoraux	  [91].	  Ils	  pourraient	  aussi	  être	  en	  

jeu	  au	  cours	  de	  certaines	  maladies	  auto-‐immunes.	  	  

	  

Comme	  cela	  avait	  été	  envisagé	  initialement	  puis	  largement	  démontré,	  les	  cellules	  

NK	  sont	  surtout	   impliquées	  dans	   l’immunité	  antivirale	  et	  anti-‐tumorale.	  Toutefois,	   les	  

mécanismes	   d’activation	   des	   cellules	   NK	   (reconnaissance	   du	   soi	   ou	   de	   situations	  

pathologiques)	   et	   également	   leurs	   mécanismes	   d’action	   (à	   la	   fois	   effecteurs	   et	  

immunorégulateurs)	   suggèrent	   fortement	   qu’elles	   puissent	   être	   impliquées	   au	   cours	  

des	   maladies	   auto-‐immunes,	   notamment	   systémiques.	   Leur	   rôle	   au	   cours	   de	   ces	  

maladies	   doit	   être	   envisagé	   au	   sein	   d’un	   ensemble	   de	   réponses	   immunitaires	  

complexes	  mais	   coordonnées,	   faisant	   intervenir	   de	   nombreux	   acteurs	   de	   l’immunité,	  

avec	  lesquelles	  les	  cellules	  NK	  sont	  susceptibles	  d’interagir.	  

	   	  



Introduction	  
	  

	  25	  

2. Maladies	  auto-‐immunes	  

	  

	  

	  

Après	   avoir	   exposé	  brièvement	   les	  mécanismes	  physiopathologiques	   à	   l’origine	  

des	   maladies	   auto-‐immunes,	   certaines	   d’entre	   elles	   seront	   abordées,	   en	   distinguant	  

notamment	   les	   formes	   spécifiques	  d’organes	   et	   les	   formes	   systémiques.	  Deux	  d’entre	  

elles	   seront	   décrites	   sur	   le	   plan	   de	   la	   physiopathologie,	   de	   la	   clinique	   et	   de	   la	  

thérapeutique	  car	  elles	  sont	  l’objet	  du	  travail	  portant	  sur	  l’implication	  des	  cellules	  NK.	  

	  

2.1.	  	   Généralités	  sur	  les	  maladies	  auto-‐immunes	  

	  

Les	  maladies	  auto-‐immunes	  sont	  le	  résultat	  d’une	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi.	  

	  

2.1.1. Mécanismes	  aboutissant	  à	  la	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi	  

La	  fonction	  du	  système	  immunitaire	  est	  de	  distinguer	  le	  soi	  du	  non	  soi.	  Pour	  être	  

en	   mesure	   de	   défendre	   un	   organisme	   contre	   1012	   antigènes	   potentiels,	   le	   système	  

immunitaire	   développe	   un	   répertoire	   immunitaire	   au	   moins	   partiellement	   dirigé	  

contre	  des	  antigènes	  du	  soi.	  Si	  physiologiquement	  des	  réactions	  auto-‐immunes	  ont	  lieu	  

régulièrement	  dans	  un	  organisme	  (comme	  en	  témoignent	  l’existence	  de	  lymphocytes	  T	  

ou	   B	   auto-‐réactifs	   et	   	   d’auto-‐anticorps	   naturels	   [92]),	   celles-‐ci	   n’aboutissent	   que	   très	  

rarement	  à	  des	  situations	  pathologiques,	  c’est	  à	  dire	  à	  des	  lésions	  tissulaires.	  En	  effet,	  

pour	   engendrer	  une	   réponse	   immunitaire	   capable	  de	  discriminer	   le	   soi	  du	  non-‐soi,	   il	  

est	   nécessaire	   de	   franchir	   toutes	   les	   étapes	   immunologiques	   nécessaires	  

(reconnaissance,	   présentation,	   co-‐stimulation,	   activation	   et	   prolifération	   etc…).	   A	  

chacune	  de	  ces	  étapes	  des	  contrôles	  sont	  mis	  en	  place	  (mécanismes	  de	  tolérance	  au	  soi)	  

[93].	   Il	   faut	   donc	   au	  moins	  qu’un	  de	   ces	  mécanismes	   soit	   défaillant,	   inhibé	   ou	   activé,	  

pour	  qu’une	  réaction	  auto-‐immune	  se	  développe	  et	  engendre	  des	  lésions	  au	  point	  qu’on	  

parle	   de	   «	  rupture	   de	   tolérance	  ».	   Ces	   défauts	   sont	   multiples	  :	   ils	   peuvent	   être	  

génétiques	   [94]	   ou	   acquis.	   On	   distingue	   classiquement	   les	   mécanismes	   dits	   de	  

tolérance	  centrale	  et	  de	  tolérance	  périphérique	  [95].	  	  
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2.1.1.1. Les	  mécanismes	  de	  tolérance	  centrale	  	  

Ils	  concernent	  l’immunité	  adaptative	  :	  lors	  de	  leur	  maturation,	  les	  lymphocytes	  T	  

et	   B	   auto-‐réactifs	   sont	   normalement	   éliminés	   dans	   le	   thymus	   et	   la	   moëlle	   osseuse,	  

respectivement.	   S’il	   existe	   des	   anomalies	   de	   sélection	   positive	   ou	   négative	   de	   ces	  

cellules,	  des	  clones	  lymphocytaires	  auto-‐réactifs	  spécifiques	  du	  soi	  émergeront	  [95].	  	  

Un	   tel	   mécanisme	   est	   en	   cause	   par	   exemple	   au	   cours	   du	   syndrome	   APECED	  

(Auto-‐immune	   Polyendocrinopathy-‐Candidiasis-‐Ectodermal	   Dystrophy)	  :	   il	   s’agit	   d’un	  

déficit	   immunitaire	  associé	  à	  des	  manifestations	  auto-‐immunes	  multiples.	  La	  cause	  de	  

ce	  syndrome	  est	  génétique,	  en	  rapport	  avec	  une	  mutation	  du	  gène	  AIRE	  (Auto-‐Immune	  

REgulator)	   [96]	  dont	   le	   rôle	  est	  de	   faire	   s’exprimer	  dans	   le	   thymus	  des	  molécules	  du	  

soi,	  et	  d’orchestrer	  ainsi	   la	  sélection	  négative	  des	  clones	  T	  auto-‐réactifs	   [97].	  On	  peut	  

noter	  que	  ces	  mécanismes	  ne	  sont	  pas	  ceux	  qui	  priment	  dans	  les	  différentes	  maladies	  

auto-‐immunes	  qui	  sont	  le	  sujet	  de	  ce	  travail.	  

De	   même,	   lors	   de	   leur	   maturation	   dans	   la	   moëlle	   osseuse,	   les	   lymphocytes	   B	  

réarrangent	   leurs	   chaines	   lourdes	   et	   légères,	   sous	   l’influence	   des	   protéines	   RAG	  

(Recombination	   Activating	   Gene),	   pour	   aboutir	   en	   situation	   physiologique	   à	   un	   vaste	  

répertoire	   B	   primaire	   [98].	   Au	   fur	   et	   à	   mesure	   que	   ces	   derniers	   ont	   lieu,	   la	  

fonctionnalité	   et	   l’auto-‐réactivité	   du	   BCR	   (B	   cell	   receptor)	   sont	   testés	  :	   si	   le	   BCR	   est	  

auto-‐réactif,	  plusieurs	  mécanismes	  de	  tolérance	  centrale	  peuvent	  être	  mis	  en	  place	  :	  les	  

lymphocytes	  pro-‐B	  et	  pré-‐B	  peuvent	  subir	  une	  apoptose	  (délétion	  clonale),	  migrer	  tout	  

de	  même	  en	  périphérie	  mais	  être	  anergiques	  ou	  ignorants	  ou	  encore	  subir	  un	  blocage	  

de	  maturation.	  Dans	  ce	  dernier	  cas,	  l’expression	  des	  protéines	  RAG	  est	  alors	  maintenue	  

et	  permet	  de	  nouveaux	  réarrangements	  de	  chaines	  légères	  (voire	  même	  lourdes),	  selon	  

un	   processus	   appelé	   «	  correction	   du	   récepteur	  »	   ou	   «	  receptor	   editing	  »,	   qui	   ont	   lieu	  

jusqu’à	  ce	  que	   le	  BCR	  ne	  soit	  plus	  auto-‐réactif.	  La	  maturation	  du	   lymphocyte	  pré-‐B	  et	  

son	   passage	   en	   périphérie	   redevient	   alors	   possible	   [98].	   Des	   anomalies	   de	   ce	  

mécanisme	   ont	   été	   mises	   en	   cause	   au	   cours	   de	   certaines	   maladies	   auto-‐immunes,	  

comme	  le	  Lupus	  Systémique	  [98].	  

	  

2.1.1.2. Mécanismes	  de	  tolérance	  périphérique	  

Ces	   mécanismes	   sont	   nombreux	   et	   ont	   lieu	   dans	   les	   organes	   lymphoïdes	  

secondaires,	   les	   organes	   initiateurs	   ou	   cibles	   des	  maladies	   auto-‐immunes	   ou	   dans	   le	  

sang	  périphérique.	  Parmi	  les	  défaillances	  de	  ces	  mécanismes	  qui	  engendrent	  de	  l’auto-‐
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immunité,	  certaines	  affectent	  l’immunité	  adaptative	  humorale	  (lymphocytes	  B)	  [99].	  

On	  décrit	  ainsi	  :	  

	  

i) Des	   anomalies	   de	   correction	   du	   BCR	   («	  receptor	   revision	  »)	   qui	   affectent	   les	  

lymphocytes	  B	  matures	  auto-‐réactifs	  ayant	  rencontré	  un	  antigène	  et	  ayant	  donc	  

procédé	  en	  périphérie	  à	  des	  réarangements	  secondaires	  [100].	  	  

ii) Des	   perturbations	   du	   réseau	   idiotypique	   avec	   dérégulation	   du	   contrôle	   des	  

effets	  des	  auto-‐anticorps,	  comme	  survenant	  au	  cours	  des	  anémies	  hémolytiques	  

auto-‐immunes	  	  [97]	  ou	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  	  

iii) Des	  mimétismes	  moléculaires	  peuvent	  exister	  entre	  une	  protéine	  constitutive	  

d’une	  bactérie	  par	  exemple	  (Campylobacter	  jejunii)	  et	  une	  protéine	  du	  soi.	  Cela	  se	  

rencontre	   au	   cours	   du	   Syndrome	   de	   Guillain-‐Barré	   (polyradiculonévrite	   aiguë	  

auto-‐immune)	  :	   les	   anticorps	   reconnaissant	   la	   bactérie	   vont	   aussi	   avoir	   des	  

propriétés	   auto-‐immunes	   en	   ayant	   également	   pour	   cible	   des	   gangliosides	  

(anticorps	  anti-‐gangliosides)	  [101].	  

iv) Un	   défaut	   d’apoptose	   d’un	   clone	   lymphocytaire	   B	   qui	   devient	   majoritaire	   et	  

peut	   être	   auto-‐réactif	   et	   entraîner	   des	   cytopénies	   auto-‐immunes,	   comme	   c’est	  

possible	  au	  cours	  des	  leucémies	  lymphoïdes	  chroniques	  [102].	  

v) Une	   modulation	   de	   l’affinité	   entre	   le	   récepteur	   au	   fragment	   Fc	   des	  

immunoglobulines	   (dont	   il	   existe	   plusieurs	   sous-‐types)	   et	   son	   ligand	  modifie	  

l’activation	   de	   certaines	   cellules	   immunitaires	   et	   favorise	   secondairement	   des	  

réactions	   auto-‐immunes	   [103],	   comme	   cela	   a	   été	   suggéré	   au	   cours	   du	   Lupus	  

Systémique.	  

D’autres	   anomalies	   dans	   les	   mécanismes	   de	   tolérance	   affectent	   l’immunité	  

adaptative	  cellulaire	  (lymphocytes	  T)	  [93]:	  

	  

i) Outre	   l’ignorance,	   l’anergie	   ou	   la	   délétion	   périphérique	   de	   clones	   T	   auto-‐

réactifs	   [104],	   un	   des	   mécanismes	   de	   tolérance	   principal	   est	   l’inhibition	   de	   la	  

réponse	   immunitaire	   par	   les	   lymphocytes	   T	   régulateurs	   (CD4+CD25+FoxP3+).	  

Un	  déficit	  de	  ces	  cellules	  peut	  engendrer	  de	   l’auto-‐immunité	  :	   ceci	  a	  été	  montré	  

au	   cours	   du	   syndrome	   IPEX	  (Immune	   dysfunction	   Polyendocrinopathy	  

Enteropathy	   X-‐linked	   syndrome),	   une	   maladie	   génétique	   portant	   sur	   le	   gène	  

FoxP3	   qui	   aboutit	   à	   un	   déficit	   immunitaire	   et	   au	   développement	   de	  

manifestations	   auto-‐immunes	   [105].	   De	   même,	   au	   cours	   de	   maladies	   auto-‐
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immunes	   comme	   le	  Lupus	  Systémique,	   on	   a	  pu	  montrer	  qu’il	   existait	   un	  déficit	  

acquis	  et	  relatif	  de	  cette	  population	  lymphocytaire	  T	  régulatrice	  [106].	  

ii) Un	  déficit	  génétique	  des	  voies	  d’apoptose	  FAS/FAS-‐ligand	  entraîne	  des	  anomalies	  

de	   l’homéostasie	   des	   lymphocytes	   T	   avec	   lymphoprolifération	  :	   c’est	   le	   cas	   de	  

l’ALPS	   (Auto-‐immune	   LymphoProliferative	   Syndrome),	   au	   cours	   duquel	   des	  

manifestations	  auto-‐immunes	  peuvent	  survenir,	  notamment	  des	  cytopénies	  auto-‐

immunes	   [107,108].	   D’autres	   lymphoproliférations	   T	   indolentes	   peuvent	  

également	  s’associer	  à	  des	  manifestations	  auto-‐immunes,	  comme	  le	  Syndrome	  de	  

Felty	  (Polyarthrite	  Rhumatoïde	  associée	  à	  des	  cytopénies	  auto-‐immunes)	  [109].	  

iii) La	   polarisation	   des	   lymphocytes	   T	   naïfs	   (TH0)	   est	   un	   événement	  

immunologique	   important	  qui	  peut	  également	   favoriser	   la	   rupture	  de	   tolérance	  

au	   soi.	   En	   effet,	   selon	   la	   nature	   des	   différents	   signaux	   reçus	   lors	   de	   la	  

présentation	   antigénique,	   un	   lymphocyte	   T	   pourra	   s’orienter	   vers	   une	  

différentiation	   TH17	   [110,111],	   qui	   favorise	   via	   l’IL17	   la	   survenue	   de	   diverses	  

maladies	   auto-‐immunes	   comme	   la	   polyarthrite	   rhumatoïde,	   la	   sclérodermie	  

systémique	  ou	   le	  Lupus	  Systémique	   [112].	  Plus	  généralement,	  une	  présentation	  

antigénique	   très	   efficace	   [104],	   favorisée	   par	   différents	   haplotypes	   ou	  

polymorphismes	   des	   molécules	   du	   CMH-‐I,	   favorise	   par	   exemple	   la	   réaction	  

inflammatoire	  et	  l’auto-‐immunité.	  

L’immunité	   innée	   (cellules	   phagocytaires	   et	   présentatrices	   d’antigènes	   ou	  

molécules	   solubles	   telles	   que	   le	   complément)	   intervient	   également	   dans	   les	  

mécanismes	  de	  tolérance	  au	  soi.	  En	  effet,	  les	  capacités	  à	  répondre	  en	  première	  ligne	  à	  

des	   «	  signaux	   de	   danger	  »	   émanant	   du	   soi	   ou	   d’agents	   extérieurs	   par	   le	   système	  

immunitaire	   inné	   	   sont	   des	   éléments	   qui	   peuvent	   influer	   sur	   la	   survenue	   de	  

manifestations	   auto-‐immunes.	   Ainsi,	   l’activation	   et	   l’augmentation	   du	   nombre	   des	  

cellules	  dendritiques	  semblent	  jouer	  un	  rôle	  dans	  la	  genèse	  du	  Lupus	  Systémique	  [104].	  	  

	  

Le	   rôle	   des	   cellules	   NK	   dans	   la	   rupture	   de	   tolérance	   a	   été	   beaucoup	   moins	  

exploré.	  Pourtant	  ces	  cellules	  sont	  fortement	  impliquées	  dans	  la	  reconnaissance	  du	  soi	  

(«	  missing	  self	  recognition	  »).	  Dès	  lors,	  des	  mécanismes	  de	  dérégulation	  concernant	  par	  

exemple	   des	   déséquilibres	   entre	   les	   KIR	   inhibiteurs	   et	   les	   activateurs	   seraient	  

susceptibles	   de	   favoriser	   la	   survenue	   de	   maladies	   auto-‐immunes	  :	   cela	   n’a	   pour	  

l’instant	  surtout	  été	  documenté	  qu’au	  cours	  de	  pathologies	   inflammatoires	   [113,114].	  
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De	   plus,	   le	   caractère	   immuno-‐régulateur	   des	   cellules	   NK	   vis	   à	   vis	   d’autres	   cellules	  

immunitaires	  pourraient	  également	  favoriser	  la	  survenue	  de	  maladies	  auto-‐immunes.	  

	  

2.1.2. Maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  ou	  spécifiques	  d’organe	  

Il	  est	  habituel	  de	  distinguer	  parmi	  les	  maladies	  auto-‐immunes,	  celles	  qui	  affectent	  

un	   seul	   organe,	   ou	   même	   une	   seule	   fonction	   d’un	   organe	   donné,	   de	   celles	   qui	   au	  

contraire	   vont	   s’exprimer	   dans	   différents	   organes	   [104].	   Cette	   dichotomie	   entre	  

maladies	  auto-‐immunes	  spécifiques	  d’organes	  et	  systémiques	  dépend	  de	  la	  cible	  de	  la	  

réponse	   auto-‐immune.	   En	   effet,	   lorsque	   cette	   dernière	   est	   spécifique	   d’un	   antigène	  

exprimé	  dans	  un	  seul	  organe,	  seul	  celui-‐ci	  sera	  atteint.	  C’est	  le	  cas	  par	  exemple	  de	  :	  	  

	  

i) maladies	  neurologiques	  comme	  la	  sclérose	  en	  plaques	  (réponse	  dirigée	  contre	  

la	   myéline	   du	   système	   nerveux	   central),	   de	   la	   myasthénie	   (anticorps	   anti-‐

récepteurs	  de	  l’acétylcholine	  ou	  muscariniques,	  exprimés	  au	  niveau	  de	  la	  plaque	  

motrice),	  

ii) maladies	   endocrinologiques	   telles	   que	   les	   dysthyroïdies	   (anticorps	   anti-‐

recepteurs	   de	   la	   TSH	   ou	   anti-‐thyropéroxydase),	   certaines	   formes	   de	   diabète	  

(anticorps	   anti-‐ilôts,	   anti-‐insuline,	   anti-‐IA2	   ou	   encore	   anti-‐glutamate	   acide	  

decarboxylase),	  

iii) affections	  dermatologiques	  au	  cours	  desquelles	  on	  retrouve	  des	  anticorps	  anti-‐

kératinocytaires	   (pemphigus)	   ou	   dirigés	   contre	   des	   protéines	   de	   l‘hémi-‐

desmosome	  (pemphigoïde	  bulleuse).	  

iv) maladies	   hématologiques	   comme	   l’hémophilie	   acquise	   liée	   à	   la	   présence	  

d’anticorps	   anti-‐Facteur	   VIII	   ou	   les	   cytopénies	   auto-‐immunes	   (purpura	  

thrombopénique	   immunologique,	   neutropénie	   ou	   anémie	   hémolytique	   auto-‐

immunes).	  

Inversement,	   au	   cours	   des	   maladies	   auto-‐immunes	   systémiques	   telles	   la	  

Sclérodermie	   Systémique,	   le	   Syndrome	   de	   Gougerot-‐Sjögren,	   la	   Polyarthrite	  

Rhumatoïde	   (Figure	   6),	   le	   Lupus	   Systémique	   ou	   encore	   les	   myopathies	  

inflammatoires,	   les	   auto-‐anticorps	   présents	   sont	   dirigés	   contre	   des	   composants	  

ubiquitaires,	   communs	   à	   tous	   les	   types	   cellulaires	   [115].	   On	   distingue	   ainsi	   les	  

anticorps	   anti-‐nucléaires	  :	   anti-‐antigènes	   nucléaires	   solubles	   ou	   anti-‐ADN	  ;	   les	   anti-‐

centromères	  et	  anti-‐télomères,	  les	  anti-‐peptides	  citriques	  citrullinés	  (anti-‐CCP)	  ou	  	  
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encore	   les	   anti-‐ARNt-‐synthétases.	  Dans	   tous	   ces	   cas	   précis,	   la	   cible	   antigénique	   étant	  

présente	  dans	  toute	  cellule,	  tous	  les	  organes	  peuvent	  potentiellement	  être	  atteints.	  

	  

Il	   est	   important	   de	   noter	   toutefois	   que	   la	   distinction	   entre	   le	   caractère	  

«	  systémique	  »	   et	   «	  spécifique	   d’organe	  »	   est	   discutable.	   En	   effet,	   certaines	   maladies	  

auto-‐immunes	   sont	   considérées	   comme	   systémiques	   (entraînant	   directement	   ou	  

indirectement	   des	   lésions	   dans	   plusieurs	   organes)	   alors	   que	   la	   cible	   antigénique	   est	  

spécifique	   d’un	   organe	   ou	   d’un	   organelle	   particulier.	   On	   peut	   ainsi	   citer	  les	  

microangiopathies	  thrombotiques	  avec	  anticorps	  anti-‐ADAMTS-‐13	  (protéase	  clivant	  le	  

facteur	   von	   Willebrand),	   ou	   les	   vascularites	   avec	   anticorps	   anti-‐cytoplasme	   des	  

polynucléaires	  neutrophiles	  (ANCA).	  Dans	  ces	  deux	  cas,	  les	  lésions	  engendrées	  par	  les	  

auto-‐anticorps	   étant	   vasculaires,	   l’expression	   de	   la	   maladie	   prend	   un	   caractère	  

systémique.	   De	   même,	   on	   peut	   citer	   la	   carence	   en	   vitamine	   B12	   consécutive	   à	  

l’existence	  d’anticorps	  anti-‐Facteur	  Intrinsèque	  (Anémie	  de	  Biermer),	  qui	  est	  à	  l’origine	  

d’une	  anémie	  mais	  également	  d’un	  déficit	  neurologique.	  

D’autre	   part,	   dans	   certaines	   maladies	   auto-‐immunes	   considérées	   comme	  

systémiques	  (avec	  auto-‐anticorps	  effectivement	  dirigé	  contre	  un	  antigène	  ubiquitaire)	  

ne	  concernent	  qu’un	  	  seul	  organe	  (le	  muscle	  au	  cours	  des	  myopathies	  nécrosantes	  avec	  

présence	  d’anticorps	  anti-‐HMG-‐coA	  réductase	   	  ou	   le	   foie	  au	  cours	  des	  hépatites	  auto-‐

immunes	   avec	   des	   anticorps	   anti-‐actine).	   Dans	   ces	   cas	   précis,	   le	   fait	   que	   tous	   les	  

organes	   ne	   soient	   pas	   atteints	   traduit	   la	   complexité	   d’une	   réponse	   immune,	   qui	   ne	  

dépend	  pas	  uniquement	  de	   la	   présence	  d’une	   cible	   antigénique.	   En	   effet,	   pour	  que	   la	  

réaction	   immunitaire	   puisse	   se	  mettre	   en	   place,	   il	   est	   nécessaire	   qu’un	   antigène	   soit	  

accessible,	  correctement	  présenté	  au	  système	  immunitaire	  et	  qu’il	  soit	  reconnu	  comme	  

un	  «	  danger	  ».	  

De	   plus,	   les	   différentes	   maladies	   auto-‐immunes,	   spécifiques	   ou	   systémiques,	  

peuvent	   s’associer	   entre	   elles.	   Ceci	   traduit	   non	   seulement	   un	   terrain	   prédisposant	  

partagé	  et	  également	  des	  mécanismes	  physiopathologiques	  sinon	  communs,	  au	  moins	  

proches	  (qu’ils	  soient	  majoritairement	  médiés	  par	  les	  auto-‐anticorps	  ou	  par	  l’immunité	  

lymphocytaire	  T).	  

	  

Les	   patients	   qui	   présentent	   une	   maladie	   auto-‐immune	   spécifique	   sont	  

majoritairement	  adressés	  à	  un	  médecin	  spécialiste	  d’organe.	  L’interniste	  quant	  à	  lui	  est	  

amené	   à	   prendre	   en	   charge	   des	   patients	   atteints	   de	   maladies	   auto-‐immunes	  

systémiques.	   Des	   motivations	   personnelles	   pour	   ces	   maladies	   auto-‐immunes	   et	   la	  
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présence	   des	   centres	   de	   référence	   français	   du	   Lupus	   Systémique	   et	   des	   Myopathies	  

Inflammatoires	  à	  l’Hôpital	  de	  La	  Pitié-‐Salpêtrière,	  ont	  favorisé	  l’étude	  des	  mécanismes	  

de	  l’auto-‐immunité	  systémique	  à	  travers	  ces	  deux	  exemples	  précis.	  

	  

	  

	  

2.2. Lupus	  Systémique	  

Le	   Lupus	   Systémique	   est	   classiquement	   considéré	   comme	   le	   prototype	   de	   la	  

maladie	   auto-‐immune	   systémique.	   Il	   s’agit	   d’une	   maladie	   à	   la	   physiopathologie	  

complexe,	   incomplètement	   comprise,	   se	   traduisant	   sur	   le	   plan	   clinique	   par	   des	  

phénotypes	  divers.	  

	  

2.2.1.	  Epidémiologie	  

	  

On	  considère	  qu’il	  s’agit	  d’une	  maladie	  rare	  dont	  la	  prévalence	  en	  France	  est	  estimée	  à	  

47	  cas	  pour	  100	  000	  (ce	  qui	  est	  un	  peu	  inférieur	  à	  ce	  qui	  a	  récemment	  été	  évalué	  aux	  

états	  unis	   [116,117]).	  Le	  Lupus	  Systémique	   touche	  donc	  près	  de	  25000	  personnes	  en	  

France.	  Il	  s’agit	  dans	  9	  cas	  sur	  10	  de	  femmes	  âgées	  le	  plus	  souvent	  de	  15	  à	  45	  ans	  (c’est	  

à	  dire	  en	  période	  d’activité	  génitale).	  

	  

2.2.2. Données	  cliniques	  

Bien	   que	   contrôlable	   par	   les	   traitements,	   le	   Lupus	   Systémique	   est	   une	  maladie	  

chronique,	   qui	   évolue	  par	   alternance	  de	  poussées	   et	  de	  phases	  de	   rémission,	   plus	  ou	  

moins	  prolongées.	   Contrairement	   au	  Lupus	  Cutané,	   il	   ne	   se	   limite	  pas	   à	   la	  peau	  mais	  

peut	  atteindre	  tous	  les	  organes	  [118].	  Les	  manifestations	  cliniques	  sont	  polymorphes	  :	  

les	  organes	  les	  plus	  souvent	  atteints	  sont	  la	  peau	  et	  les	  muqueuses,	  les	  articulations,	  les	  

reins	  et	   les	   séreuses	   (péricarde	  et	  plèvre	  notamment).	  Le	   système	  nerveux	  central	   et	  

les	   lignées	   cellulaires	  hématologiques	   sont	  plus	   rarement	   concernés.	   Ces	   atteintes	  ne	  

surviennent	  pas	  chez	  tous	  les	  patients;	  et	  pour	  un	  même	  patient,	  elles	  peuvent	  survenir	  

à	   des	   moments	   différents	   du	   développement	   de	   la	   maladie.	   Du	   fait	   de	   cette	  

hétérogénéité,	   des	   critères	   de	   classification	   ont	   été	   proposés	   et	   validés.	   Ils	   ont	   été	  

récemment	   actualisés	   par	   les	   sociétés	   savantes,	   dont	   la	   société	   américaine	   de	  

rhumatologie	  [119].	  On	  considère	  qu’un	  patient	  doit	  cumuler	  concomitamment	  ou	  	  
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Table	  2	  :	  Présentation	  des	  différents	  auto-‐anticorps	  associés	  au	  Lupus	  Systémique	  (LS).	  
	  
*	  :	  comprend	  les	  anti-‐β2GPI,	  anti-‐cardiolipides	  et	  anticoagulant	  circulant	  (anti-‐prothombinase),	  
SS	  :	   Syndrome	   de	   Gougerot-‐Sjögren,	   kDa	  :	   kilo-‐Dalton,	   Caractère	   gras	  :	   dépistable	   en	   pratique	  
courante.	  
	  

D’après	  Gatto	  M	  &	  al.	  Autoimmunity	  Reviews,	  2013.	  

	  

Spécificité	  Antigénique	   Prévalence	   Remarques	  

Dirigés	  contre	  la	  
chromatine	  et	  ses	  

composants	  

Anti-‐ADN	  double	  brin	   75%	   Grande	  spécificité	  (Test	  de	  Farr),	  association	  avec	  
activité	  LS	  et	  atteinte	  rénale	  

Anti-‐ADN	  simple	  brin	   	  	   Sensibilité	  >>	  Spécificité	  

Anti-‐ARN	   	  	   	  	  

Anti-‐Nucléosomes	   >	  60%	   Association	  avec	  l'atteinte	  rénale	  

Anti-‐Histones	   50%	   Association	  avec	  les	  formes	  induites	  par	  les	  
médicaments	  

Dirigés	  contre	  des	  
antigènes	  nuléaires	  

solubles	  

Anti-‐Sm	   30%	   Grande	  Spécificité	  

Anti-‐Ro/SSA	  52	  kDa	   	  	   Signification	  pathologique	  remise	  en	  question,	  Très	  
mauvaise	  spécificité	  

Anti-‐Ro/SSA	  60	  kDa	   40%	  
Non	  spécifique	  (SS),	  Associé	  avec	  le	  bloc	  

auriculoventriculaire	  congénital	  
Anti-‐La/SSB	   20%	  

Autres	  spécificités	  

Anti-‐U1-‐RNP	   	  	   Peu	  spécifique	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(Connectivite	  Mixte:	  myosite,	  atteintes	  pulmonaires)	  

Anti-‐Phospholipides*	   30%	   Associé	  avec	  des	  thromboses	  artérielles,	  Veineuses	  
et/ou	  capillaires	  et	  des	  complications	  obstétricales	  

Anti-‐Ribo-‐P	   25	   Atteintes	  neurologiques	  ?	  

Anti-‐C1q	   40%	   Association	  avec	  l'atteinte	  rénale	  

Anti-‐Plaquettes/GR	   -‐	   Non	  spécifiques,	  responsables	  de	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
cytopathies	  auto-‐immunes	  

Anti-‐NMDA-‐R	   -‐	   Atteintes	  neurologiques	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(encephalites	  limbiques	  etc...)	  

Anti-‐alpha-‐Actinine	   20%	   Association	  avec	  l'atteinte	  rénale	  

Anti-‐LL37	   	  	   Données	  très	  préliminaires	  
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successivement	   quatre	   événements	   (Annexe	   1	  &	  2),	   dont	   au	  moins	   un	   clinique	   et	   un	  

immunologique	  pour	  être	  classé	  comme	  «	  Lupus	  Systémique	  ».	  

Du	  point	  de	  vue	  sérologique,	  le	  Lupus	  Systémique	  est	  caractérisé	  par	  la	  présence	  

d’auto-‐anticorps	   anti-‐nucléaires	   (dépistés	   par	   immunofluorescence	   indirecte	   sur	   une	  

lignée	   cellulaire	   tumorale	  :	   HEp-‐2).	   Cette	   technique	   sensible	   mais	   peu	   spécifique	  

permet	   de	   dépister	   des	   anticorps	   ayant	   différentes	   cibles	   antigéniques	   (Table	   2).	   Ils	  

sont	  ainsi	  dirigés	  contre	  la	  chromatine	  et	  ses	  constituants	  :	  c’est	  le	  cas	  par	  exemple	  des	  

anticorps	   anti-‐ADN	   double	   brin	   ou	   des	   anticorps	   dirigéés	   contre	   différentes	  

ribonucléoprotéines	   que	   l’on	   regroupe	   sous	   le	   terme	   d’anti-‐antigènes	   nucléaires	  

solubles	   [118].	   La	   spécificité	   des	   ces	   auto-‐anticorps	   pour	   le	   Lupus	   Systémique	   est	  

variable	  :	  les	  anti-‐ADN	  double	  brin	  par	  test	  de	  Farr	  sont	  les	  plus	  spécifiques.	  De	  plus,	  ils	  

sont	  corrélés	  à	  l’activité	  de	  la	  maladie.	  Souvent	  associés	  entre	  eux,	  ces	  différents	  auto-‐

anticorps	   témoignent	   de	   la	   grande	   variété	   des	   auto-‐antigènes	   anormalement	   générés	  

au	   cours	   de	   la	   maladie.	   Certaines	   corrélations	   immuno-‐cliniques	   (c’est	   à	   dire	   entre	  

certaines	  atteintes	  d’organes	  et	  certaines	  spécificités	  antigéniques)	  pourraient	  exister	  

[120,121].	   Néanmoins,	   qualitativement,	   les	   auto-‐anticorps	   ont	   une	   valeur	   prédictive	  

qui	  est	  bien	  inférieure	  à	  leur	  valeur	  diagnostique.	  

	  

Le	  pronostic	  du	  Lupus	  Systémique	  est	  variable	  selon	   les	  organes	  atteints	  [118]:	  

ainsi	  les	  atteintes	  du	  système	  nerveux	  central,	  du	  myocarde	  ou	  plus	  fréquemment	  des	  

reins,	   sont	   associés	   à	   des	   pronostics	   plus	   sévères.	   Les	   atteintes	   dermatologiques	   et	  

rhumatologiques	   (non	   destructrices),	   peuvent	   être	   retentissantes	   sur	   le	   plan	   de	   la	  

qualité	  de	  vie	  mais	  sont	  moins	  graves,	  puisqu’elles	  ne	  mettent	  pas	  en	   jeu	   le	  pronostic	  

vital	   des	   patients.	  Malgré	   le	   développement	   de	   scores	   clinico-‐biologiques	   témoignant	  

de	   l’activité	   du	   Lupus	   Systémique,	   comme	   le	   Systemic	   Lupus	   Erythematosus	   Disease	  

Activity	  Index	  (SLEDAI)-‐2K	  (Annexe	  3),	   l’évolution	  dans	  le	  temps	  reste	  imprévisible.	  Le	  

suivi	  des	  patients	  doit	  donc	  être	  prolongé	  et	  les	  traitements	  adaptés	  avec	  précision.	  

Grâce	   aux	   progrès	   dans	   la	   prise	   en	   charge	   thérapeutique	   globale	   et	  

médicamenteuse	  des	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  ces	  2	  dernières	  décades,	  le	  

pronostic	   de	   la	   maladie	   s’est	   considérablement	   amélioré,	   avec	   des	   taux	   de	   survie	  

atteignant	  actuellement	  plus	  de	  95%	  à	  dix	  ans	  [122].	  
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2.2.3.	  	   Facteurs	  favorisants	  

	  

Si	   le	   Lupus	   Systémique	   est	   une	   maladie	   rare,	   c’est	   parce	   qu’elle	   est	  

multifactorielle.	  Il	  faut	  le	  concours	  de	  nombreuses	  circonstances	  pour	  que	  les	  points	  du	  

contrôle	  physiologique	  de	   la	   tolérance	  au	  soi	   soient	  dépassés	  et	  que	  ces	  phénomènes	  

deviennent	   pathologiques	   au	   point	   que	   la	   maladie	   se	   manifeste	   cliniquement	  

[118,122,123].	   Il	   faut	   ainsi	   noter	   que	   la	   présence	   des	   marqueurs	   sériques	   de	   la	  

maladie	  n’est	  pas	  nécessairement	  synonyme	  de	  Lupus	  Systémique.	  Ainsi,	   les	  anticorps	  

anti-‐nucléaires	  dans	   leur	  ensemble	  peuvent	  être	  positifs	  chez	  des	  sujets	  cliniquement	  

sains.	   Dans	   certaines	   circonstances	   même	   (sujets	   âgés	   et/ou	   bénéficiant	   d’un	  

traitement	   par	   bêta-‐bloquants	   par	   exemple)	   la	   prévalence	   de	   certains	   de	   ces	  	  

marqueurs	   dans	   la	   population	   peut	   atteindre	   5%.	   De	   plus,	   il	   a	   été	   montré	   que	   ces	  

marqueurs	   précédaient,	   parfois	   de	   plusieurs	   années,	   la	   survenue	   d’un	   Lupus	  

Systémique	  clinique	  [124].	  

Ces	   facteurs	   favorisants	   sont	   d’ordres	   hormonaux	   et	   environnementaux.	   Leur	  

part	  dans	   la	   genèse	  et/ou	   l’entretien	  de	   la	  maladie	  est	   très	  différente	  d’un	   individu	  à	  

l’autre	  et	  ils	  peuvent	  parfois	  ne	  pas	  être	  retrouvés.	  

	  

i) Les	   facteurs	   hormonaux	   correspondent	   aux	   oestrogènes	   [122].	   L’effet	   des	  

œstrogènes	   est	   évident	   du	   point	   de	   vue	   épidémiologique	  (majorité	   de	   femmes	  

atteintes,	   fréquence	   du	   diagnostic	   et	   fréquence	   de	   survenue	   des	   poussées	  

pendant	   la	   période	   d’activité	   génitale	  ;	   influence	   de	   la	   grossesse,	   de	   la	  

contraception	  oestro-‐progestative	  ou	  même	  des	  traitements	  hormonaux	  utilisés	  

en	  post-‐ménopause	  [125]	  sur	  l’activité	  de	  la	  maladie.	  Néanmoins,	  les	  mécanismes	  

par	   lesquels	   ils	   activent	   le	   système	   immunitaire	   ne	   sont	   qu’incomplètement	  

élucidés.	   Ils	   pourraient	   favoriser	   la	   production	   d’IFNα	   par	   les	   pDCs	   [126]	   ou	  

l’activation	  des	  lymphocytes	  B	  [55].	  

ii) D’autres	   facteurs	   environnementaux	   jouent	  un	   rôle	  majeur,	   comme	   l’exposition	  

solaire	  :	  au	  delà	  de	  la	  survenue	  d’un	  rash	  photosensible,	  les	  rayons	  ultra-‐violets	  

entraineraient	  une	  apoptose	  kéranotinocytaire,	  source	  d’auto-‐antigènes	  [122].	  

iii) Certains	  médicaments	   (antihypertenseurs,	   antiarythmiques,	   anticonvulsivants,	  

antibiotiques…),	  probablement	  sur	  des	   terrains	  déjà	  prédisposés,	  peuvent	  aussi	  

induire	   la	   survenue	   de	   Lupus	   Systémique.	   Certains	   de	   ces	   traitements	  

entraineraient	   des	   dérégulations	   épigénétiques,	   comme	   une	   déméthylation	   de	  

l’ADN	  [118,123].	  	  
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iv) Des	   facteurs	   infectieux,	   comme	   le	   virus	   Epstein-‐Barr	   (EBV)	   pourraient	   être	  

impliqués	   dans	   le	   Lupus	   Systémique	   chez	   l’Homme	   [127].	   Dans	   des	   modèles	  

murins,	   il	   a	   été	   montré	   que	   l’EBV	   induit	   un	   Lupus	   Systémique	   via	   des	  

mécanismes	  de	  type	  «	  mimétisme	  moléculaire	  »	  [128].	  

	  

2.2.4.	  	   Immunopathologie	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

2.2.4.1	  Données	  générales	  

	  

L’immunopathologie	  du	  Lupus	  Systémique	  est	  particulièrement	  complexe	  car	  de	  

nombreux	  mécanismes	   sont	   impliqués	   et	   concernent	   toutes	   les	   phases	  de	   la	   réaction	  

immune.	  De	  plus,	  la	  plupart	  d’entre	  eux	  sont	  intriqués	  et	  il	  existe	  des	  «	  mécanismes	  de	  

ré-‐entrée	  »,	   c’est	   à	  dire	  que	   la	   conséquence	  d’un	  phénomène	  peut	   aussi	   entretenir	   ce	  

dernier,	   en	   devenant	   aussi	   sa	   cause.	   Il	   est	   donc	   nécessaire	   de	   schématiser	   les	  

principaux	  mécanismes	  de	  la	  maladie	  avant	  de	  détailler	  certains	  d’entre	  eux,	  qui	  seront	  

directement	  en	  lien	  avec	  les	  objectifs	  de	  ce	  travail.	  

	  

i) Genèse	  :	   bien	   qu’ils	   ne	   soient	   qu’incomplètement	   compris,	   les	   phénomènes	  

initiateurs	   du	   Lupus	   Systémique	   à	   l’origine	   de	   la	   rupture	   de	   tolérance,	   sont	  

l’exposition	   «	  en	   contexte	   de	   danger	  »	   d’antigènes	   du	   soi.	   Ces	   auto-‐antigènes	  

correspondent	   à	   du	   matériel	   nucléique	   et/ou	   ribonucléoprotéique.	   Ils	   sont	   la	  

conséquence	   d’une	   mort	   cellulaire	   anormale,	   excessive	   et/ou	   d’anomalie	   de	  

clairance	  des	  microparticules	  ainsi	  générées	  (vésicules	  apoptotiques,	  NETs…)	  qui	  

contiennent	   des	   auto-‐antigènes	   et	   d’autres	  molécules	   immunogènes	   [129,130].	  

Les	  causes	  de	  ces	  dérégulations	  sont	  mal	  connues.	  	  

ii) Activation	   du	   système	   immunitaire	  :	   dans	   le	   contexte	   précis	   du	   Lupus	  

Systémique,	  le	  matériel	  nucléique	  et/ou	  ribonucléoprotéique	  est	  immunogène	  et	  

aboutit	  à	   l’activation	  de	  cellules	  de	   l’immunité	   innée	  (comme	   les	  polynucléaires	  

neutrophiles	   [131],	   les	   monocytes/macrophages	   [132]	   ou	   les	   cellules	  

dendritiques	  [133,134])	  ainsi	  qu’à	  la	  production	  de	  cytokines	  pro-‐inflammatoires,	  

dont	  l’IFNα.	  Il	  en	  résulte	  une	  différentiation	  des	  mDCs	  [135]	  puis	  une	  activation	  

lymphocytaire	  T	  spécifique,	  CD4+	  et	  CD8+,	   concomitamment	  à	  une	  activation	  de	  

lymphocytes	  B	  polyclonale,	  qui	  peut	  être	  directe	  ou	  T	  CD4+	  dépendante	  [136],	  	   	  
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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comme	  en	  témoignent	  la	  production	  d’auto-‐anticorps	  d’isotype	  G	  ayant	  subi	  des	  

commutations	  isotypiques	  [137].	  L’activation	  de	  toutes	  ces	  cellules	  immunitaires	  

en	   réponse	   à	   ces	   stimuli	   est	   «	  physiologique	  ».	   Toutefois,	   au	   cours	   du	   Lupus	  

Systémique,	   elle	   est	   volontiers	   quantitativement	   anormale	   au	   point	   de	   devenir	  

pathologique.	  Ceci	  est	  la	  conséquence	  de	  modifications	  d’expression	  de	  diverses	  

molécules	   impliquées	   dans	   leurs	   fonctionnalités	   (récepteurs	   membranaires	   ou	  

cellulaires,	   molécules	   liées	   à	   la	   transduction	   d’un	   signal,	   molécules	   de	   co-‐

stimulation…),	   dont	   la	   cause	   est	   souvent	   en	   rapport	   avec	   des	   anomalies	  

intrinsèques	  [138].	  

iii) Lésions	  :	   l’activation	   du	   système	   immunitaire	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	  

aboutit	  à	  des	  destructions	  tissulaires	  directement	  ou	  indirectement.	  Celles-‐ci	  sont	  

elles-‐mêmes	  en	  mesure	  d’entretenir	   les	  phénomènes	  auto-‐immuns.	  En	  effet,	   les	  

lymphocytes	  T	  auto-‐réactifs	  infiltrent	  les	  tissus	  :	  	  

-‐	   Les	   lymphocytes	   T	   CD8+	   expriment	   des	   molécules	   cytotoxiques	   et	   induisent	  

directement	  les	  lésions	  tissulaires	  [139].	  	  

-‐	  Les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  exercent	  une	  activité	  auxiliaire	  sur	  les	  lymphocytes	  B	  et	  

sécrètent	  différentes	  cytokines	  inflammatoires	  (comme	  IFNγ,	  IL6	  ou	  IL17	  [112]).	  	  

-‐	   Les	   lymphocytes	   B,	   dont	   il	   existe	   un	   plus	   grand	   nombre	   de	   formes	   auto-‐

réactives	   [140],	   ont	   une	   grande	   capacité	   à	   produire	   différents	   auto-‐anticorps,	  

témoins	  sériques	  de	  la	  rupture	  de	  tolérance	  [136].	  Ces	  derniers	  sont	  eux-‐mêmes	  

délétères,	   notamment	   par	   le	   fait	   d’anomalies	   constitutives,	   qui	   concernent	   par	  

exemple	   leur	   clairance	   par	   les	   récepteurs	   FcγRII.	   Sous	   forme	   de	   complexes	  

immuns	  (complexes	  moléculaires	  associant	  auto-‐anticorps	  avec	  auto-‐antigènes),	  

ces	   auto-‐anticorps	   sont	   en	   mesure	   d’activer	   directement	   les	   cellules	  

immunitaires	   (pDCs	   et	   certains	   lymphocytes	   B,	   notamment)	   par	   des	   voies	  

différentes	  [141,142].	  Ils	  peuvent	  aussi	  engendrer	  de	  l’inflammation	  tissulaire	  en	  

activant	   la	   voie	   classique	   du	   complément	   et	   en	   recrutant	   les	   cellules	  

inflammatoires	  localement,	  dans	  les	  organes	  cibles	  où	  ils	  se	  déposent	  (comme	  le	  

rein	  par	  exemple)	  [122].	  	  

A	  leur	  tour,	  ces	  cellules	  dégradent	  les	  tissus	  en	  générant	  une	  mort	  cellulaire,	  des	  

microparticules	   et	   des	   auto-‐antigènes,	   qui	   entretiennent	   les	   phénomènes	   auto-‐

immuns.	  

Il	   est	   important	   de	   noter	   que	   parmi	   tous	   ces	   acteurs	   immunologiques,	  

l’implication	  des	  cellules	  NK	  reste	  peu	  étudiée.	  	  
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2.2.4.2.	  Phénomènes	  initiateurs	  	  

	  

Il	   semble	  que	   le	  Lupus	  Systémique	  soit	   initié	  du	   fait	  d’anomalies	  de	   l’apoptose	  

(mort	  cellulaire	  programmée)	  :	  plus	  qu’une	  simple	  augmentation	  de	  celle-‐ci	  au	  décours	  

d’une	  infection	  virale	  ou	  du	  fait	  de	  la	  toxicité	  anormale	  des	  rayons	  ultraviolets	  sur	  les	  

kératinocytes	   [143],	   il	   semble	   que	   ce	   soit	   des	   anomalies	   de	   clairance	   des	   cellules	  

apoptotiques	  qui	  soit	  à	  l’origine	  de	  la	  maladie	  [144–146].	  Pour	  des	  raisons	  mal	  connues	  

sur	   le	   plan	   moléculaire,	   cette	   clairance	   est	   mal	   assurée	   par	   les	   protéines	   du	  

complément,	   comme	   le	   C1q	   [147–149]	   et	   par	   les	   cellules	   phagocytaires	   myéloïdes,	  

comme	   les	   monocytes/macrophages	   ou	   les	   cellules	   dendritiques.	   Au	   lieu	   d’être	  

complètement	  détruites	  pour	  que	  leur	  matériel	  nucléique	  soit	  dégradé	  et	  recyclé	  (par	  

des	  DNAses	  et	  des	  RNAses),	  elles	  subissent	  une	  nécrose	  secondaire	  qui	  serait	  la	  cause	  

du	   relargage	   de	   nombreux	   composants	   cellulaires	   (vésicules	   apoptotiques	   ou	  

«	  apoptotic	  blebs	  »)	  qui	   contiennent	   surtout	  des	   acides	  nucléiques	   fortement	   acétylés.	  

Ces	   derniers	   existent	   sous	   différentes	   formes	   et	   se	   comportent	   comme	   des	   auto-‐

antigènes	  très	  immunogènes	  [150].	  	  

Il	   est	   intéressant	   de	   rapprocher	   ces	   phénomènes	   de	   ceux	   qui	   sont	   décrits	   au	  

cours	  des	   interféronopathies	  de	  type	   I	   [151],	  comme	  le	  Syndrome	  d’Aicardi-‐Gouttière	  :	  

une	  maladie	  génétique	  à	  début	  pédiatrique,	   révélée	  par	  une	   symptomatologie	  proche	  

du	   Lupus	   Systémique	   (avec	   atteinte	   neurologique).	   Ce	   syndrome	   est	   lié	   à	   différentes	  

mutations	   de	   gènes	   impliqués	   dans	   le	   catabolisme	   intra-‐cytoplasmique	   des	   acides	  

nucléiques	   (exonuclase	   TREX1,	   ribonucléases	   RNASHE2,	   deoxynucléoside	   hydrolases	  

SAMHD1	   ou	   Adénosine	   déaminase	   ADAR1).	   Au	   cours	   de	   ce	   syndrome,	   les	   acides	  

nucléiques	  intracytoplasmiques	  s’accumulent	  et	  sont	  responsables,	  comme	  au	  cours	  du	  

Lupus	   Systémique,	   de	   l’activation	   secondaire	   du	   système	   immunitaire	   dans	   son	  

ensemble,	  via	  la	  voie	  de	  l’IFNα.	  

En	   effet,	   les	   auto-‐antigènes	   nucléaires	   –avec	   l’aide	   de	   molécules	   pro-‐

inflammatoires	   contenues	   dans	   les	   vésicules	   apoptotiques	   (ou	  microparticules)-‐	   sont	  

en	  mesure	   de	   stimuler	   les	   différentes	   cellules	   immunitaires	   [152].	   Si	   l’auto-‐antigène	  

«	  primaire	  »	  semble	  être	  le	  nucléosome	  (fragment	  d’ADN	  lié	  aux	  histones	  et	  à	  HMGB1	  :	  

high	  mobility	   group	   protein	   B1),	   d’autres	   auto-‐antigènes	   vont	   rapidement	   exister	   au	  

cours	  du	  Lupus	  Systémique	  sous	  forme	  :	  

-‐	   de	   fragments	   d’ADN	   complexés	   à	   des	   protéines	   bactéricides	   (comme	   la	  

cathélicidine	   LL37	   ou	   l’	   HNP	  :	  Human	  Neutrophil	   peptide),	   qui	   sont	   relargués	   par	   les	  

polynucléaires	  neutrophiles	  (NETs)	  [153,154].	  
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 

β-islet cells of patients with T1D and in experim
en-

tal m
odels of T1D, and the induction of a type I IFN 

response accelerates T1D developm
ent 92,93. It was shown 

that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 

lym
ph nodes in NOD m

ice; m
oreover, antibody-m

edi-

ated blockade of type I IFN-m
ediated signalling reduced 

T1D developm
ent in this m

odel 94. A recent study showed 

that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 

this is essential for the developm
ent of T1D

95. According 

to the proposed m
odel, dying β-islet cells release DNA 

that form
s com

plexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antim
icrobial peptide (CAM

P), 

which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-

tively. The resulting im
m

une com
plexes activate type I 

IFN production by pDCs in a TLR9-dependent m
anner, 

possibly prom
oting cDC activation and autoreactive 

T cell prim
ing 95. In patients with T1D, pDCs were shown 

to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 

by im
m

une com
plex capture m

ore efficiently than cDCs, 

thereby directly activating diabetogenic T cells 96. Thus, 

aberrant pDC-m
ediated type I IFN production seem

s to 

be a com
m

on m
echanism

 that leads to pathogenesis in 

several autoim
m

une diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).

!"#$%&'(')'6JG�RTQFWEVKQP�QH�V[RG|+�+(0�D[�R&%U�CU�C�EQOOQP�OGEJCPKUO�QH�RCVJQIGPGUKU�� *+&',%-.$/0"-1'-2'
03,&|+�KPVGTHGTQP�
+(0��D[�RNCUOCE[VQKF�FGPFTKVKE�EGNNU�
R&%U��KU�C�EQOOQP�OGEJCPKUO�QH�RCVJQIGPGUKU�KP�V[RG���FKCDGVGU��
4340&5"/'6$,$4'&%30+&570-4$4'71.',4-%"74"48!&[KPI�VKUUWG�EGNNU�TGNGCUG�PWENGKE�CEKFU��VJGUG�HQTO�NCTIG�EQORNGZGU�YKVJ�
CPVKOKETQDKCN�RGRVKFGU��UWEJ�CU�..���KP�JWOCPU�CPF�ECVJGNKP�TGNCVGF�CPVKOKETQDKCN�RGRVKFG�
%#/2��KP�OKEG��CPF�YKVJ�
GPFQIGPQWU�&0#�DKPFKPI�RTQVGKPU��UWEJ�CU�JKIJ�OQDKNKV[�ITQWR�RTQVGKP�$��
*/)$����6JGUG�&0#�CPF�40#�EQORNGZGU�
CEVKXCVG�R&%U�XKC�6QNN�NKMG�TGEGRVQT���
6.4���CPF�6.4���TGURGEVKXGN[��CPF�VJG[�KPFWEG�VJG�RTQFWEVKQP�QH�V[RG|+�+(0��+P�VWTP��
V[RG|+�+(0�RTQOQVGU�6|EGNN�CEVKXCVKQP��CWVQCPVKDQF[�RTQFWEVKQP�D[�$|EGNNU�CPF�VJG�TGNGCUG�QH�PGWVTQRJKN�GZVTCEGNNWNCT�VTCRU�

0'6U��VJCV�EQPUKUV�QH�&0#sCPVKOKETQDKCN�RGRVKFG�EQORNGZGU��#WVQTGCEVKXG�CPVKDQFKGU�CEVKXCVG�PGWVTQRJKNU�CPF�HQTO�
&0#�EQPVCKPKPI�KOOWPG�EQORNGZGU�VJCV�CTG�RTGHGTGPVKCNN[�GPFQE[VQUGF�D[�R&%U�XKC�(E�TGEGRVQTU��5GNH�PWENGKE�CEKFU�CNUQ�
CEVKXCVG�ENCUUKECN�&%U�
E&%U��CPF�VJG[�RTQOQVG�VJG�TGNGCUG�QH�KPHNCOOCVQT[�E[VQMKPGU�CPF�VJG�RTKOKPI�QH�6|EGNNU�VJCV�CTG�
URGEKHKE�HQT�UGNH�CPVKIGPU�KP�C�RTQEGUU�VJCV�KU�CNUQ�HCEKNKVCVGF�D[�V[RG|+�+(09(:��:;<:���:���8

!"#$"%&

NATURE REVIEWS | "##$%&'&()!  VOLUME 13 | AUGUST 2013 | !"#

© 2013 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

!"#$%&'(&)*&+,'!'-..$/01023

"#$$%&#'()

*+(,-#'.(/0#%1%.#$$

*+(,-#'.(/0#
2%.#$$

*+(,'3(/4,&5

67*8'3(/9/.-,4/'$%
:#:(/&#8'+(,'3(/4,&5%
.,9:$#;

<#$=
'3(/>#3 ?7* 67*

@AB1C
*3(/9/.-,4/'$
:#:(/&#

DE7

DE7

E.%-#.#:(,-

D99'(+-#%.6"

A'(+-#%6"
2TQ�KPȯCOOCVQT[
.5(,F/3#G

*.(/0'(/,3%,=%1%.#$$G
45%3+.$#/.%'./&G%'3&%DE7

7#+(-,:)/$
7H2,G/G

7#+(-,:)/$

'ȭGEVQT�6�EGNNU�
G+::,-(%'+(,-#'.(/0#%
1%.#$$%-#G:,3G#G

I-,$/=#-'(/,3%'3&%
FKȭGTGPVKCVKQP�QH�
'+(,-#'.(/0#%2%.#$$G

J:('F#%,=
G#$=%'3(/>#3G%
45%.6"

.6"%'.(/0'(/,3%
'3&%9'(+-'(/,3

DE7

DE7

I$'G9'%
.#$$

?#$#'G#%,=%3+.$#/.%
'./&8'3(/9/.-,4/'$%
:#:(/&#%.,9:$#;#G

7+.$#/.%'./&8
'3(/9/.-,4/'$%:#:(/&#8
'+(,'3(/4,&5%%.,9:$#;#G%
#3&,.5(,G#&%45%:6"G

:6"

7+.$#/.%'./&G%=,-9%
.,9:$#;#G%K/()%
'3(/9/.-,4/'$%
:#:(/&#G%'3&%@AB1C

*.(/0'(/,3%,=
2L?M%'3&%2L?N

The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 

β-islet cells of patients with T1D and in experim
en-

tal m
odels of T1D, and the induction of a type I IFN 

response accelerates T1D developm
ent 92,93. It was shown 

that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 

lym
ph nodes in NOD m

ice; m
oreover, antibody-m

edi-

ated blockade of type I IFN-m
ediated signalling reduced 

T1D developm
ent in this m

odel 94. A recent study showed 

that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 

this is essential for the developm
ent of T1D

95. According 

to the proposed m
odel, dying β-islet cells release DNA 

that form
s com

plexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antim
icrobial peptide (CAM

P), 

which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-

tively. The resulting im
m

une com
plexes activate type I 

IFN production by pDCs in a TLR9-dependent m
anner, 

possibly prom
oting cDC activation and autoreactive 

T cell prim
ing 95. In patients with T1D, pDCs were shown 

to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 

by im
m

une com
plex capture m

ore efficiently than cDCs, 

thereby directly activating diabetogenic T cells 96. Thus, 

aberrant pDC-m
ediated type I IFN production seem

s to 

be a com
m

on m
echanism

 that leads to pathogenesis in 

several autoim
m

une diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 

β-islet cells of patients with T1D and in experim
en-

tal m
odels of T1D, and the induction of a type I IFN 

response accelerates T1D developm
ent 92,93. It was shown 

that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 

lym
ph nodes in NOD m

ice; m
oreover, antibody-m

edi-

ated blockade of type I IFN-m
ediated signalling reduced 

T1D developm
ent in this m

odel 94. A recent study showed 

that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 

this is essential for the developm
ent of T1D

95. According 

to the proposed m
odel, dying β-islet cells release DNA 

that form
s com

plexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antim
icrobial peptide (CAM

P), 

which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-

tively. The resulting im
m

une com
plexes activate type I 

IFN production by pDCs in a TLR9-dependent m
anner, 

possibly prom
oting cDC activation and autoreactive 

T cell prim
ing 95. In patients with T1D, pDCs were shown 

to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 

by im
m

une com
plex capture m

ore efficiently than cDCs, 

thereby directly activating diabetogenic T cells 96. Thus, 

aberrant pDC-m
ediated type I IFN production seem

s to 

be a com
m

on m
echanism

 that leads to pathogenesis in 

several autoim
m

une diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 

β-islet cells of patients with T1D and in experim
en-

tal m
odels of T1D, and the induction of a type I IFN 

response accelerates T1D developm
ent 92,93. It was shown 

that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 

lym
ph nodes in NOD m

ice; m
oreover, antibody-m

edi-

ated blockade of type I IFN-m
ediated signalling reduced 

T1D developm
ent in this m

odel 94. A recent study showed 

that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 

this is essential for the developm
ent of T1D

95. According 

to the proposed m
odel, dying β-islet cells release DNA 

that form
s com

plexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antim
icrobial peptide (CAM

P), 

which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-

tively. The resulting im
m

une com
plexes activate type I 

IFN production by pDCs in a TLR9-dependent m
anner, 

possibly prom
oting cDC activation and autoreactive 

T cell prim
ing 95. In patients with T1D, pDCs were shown 

to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 

by im
m

une com
plex capture m

ore efficiently than cDCs, 

thereby directly activating diabetogenic T cells 96. Thus, 

aberrant pDC-m
ediated type I IFN production seem

s to 

be a com
m

on m
echanism

 that leads to pathogenesis in 

several autoim
m

une diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 

β-islet cells of patients with T1D and in experim
en-

tal m
odels of T1D, and the induction of a type I IFN 

response accelerates T1D developm
ent 92,93. It was shown 

that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 

lym
ph nodes in NOD m

ice; m
oreover, antibody-m

edi-

ated blockade of type I IFN-m
ediated signalling reduced 

T1D developm
ent in this m

odel 94. A recent study showed 

that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 

this is essential for the developm
ent of T1D

95. According 

to the proposed m
odel, dying β-islet cells release DNA 

that form
s com

plexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antim
icrobial peptide (CAM

P), 

which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-

tively. The resulting im
m

une com
plexes activate type I 

IFN production by pDCs in a TLR9-dependent m
anner, 

possibly prom
oting cDC activation and autoreactive 

T cell prim
ing 95. In patients with T1D, pDCs were shown 

to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 

by im
m

une com
plex capture m

ore efficiently than cDCs, 

thereby directly activating diabetogenic T cells 96. Thus, 

aberrant pDC-m
ediated type I IFN production seem

s to 

be a com
m

on m
echanism

 that leads to pathogenesis in 

several autoim
m

une diseases, including T1D (FIG. 2).
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 that leads to pathogenesis in 
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une diseases, including T1D (FIG. 2).
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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-‐	   de	   complexes	   immuns	   circulants,	   constitués	   lorsqu’un	   auto-‐antigène	   a	  

rencontré	   l’immunoglobuline	  spécifique	  qui	   lui	  correspond	  et	  qui	  est	  produite	  par	   les	  

lymphocytes	   B	   auto-‐réactifs	   [155].	   Ceux-‐ci	   peuvent	   être	   couplés	   aux	   protéines	  

bactéricides	  [153,156].	  	  

-‐	   d’acides	   nucléiques	   «	  nus	  »	  :	   bien	   qu’il	   existe	   une	   augmentation	   de	   la	  

quantité	  d’ADN-‐circulants	  libres	  et	  que	  ceux-‐ci	  sont	  volontiers	  hypométhylés	  au	  cours	  

de	  la	  maladie,	  ces	  acides	  nucléiques	  «	  nus	  »	  semblent	  peu	  immunogènes	  [150,157].	  

	   Sous	   ces	   trois	   différentes	   formes	   immunogènes,	   les	   auto-‐antigènes	   vont	   donc	  

activer	  le	  système	  immunitaire	  dans	  son	  ensemble,	  selon	  des	  voies	  dépendant	  ou	  non	  

des	  différents	  «	  récepteurs	  de	  dangers	  »	  cellulaires	  :	  comme	  PRRs,	  dont	  font	  partie	  les	  

TLRs	   [158].	   Ces	   différents	   mécanismes	   sont	   complexes,	   interdépendants	   et	  

concomitants:	   il	  est	  donc	  difficile	  de	  les	  hiérarchiser.	  Néanmoins,	  on	  peut	  schématiser	  

les	  différents	  éléments	  qui	  semblent	  impliqués	  (Figure	  8)	  :	  	  

	  

Les	  nucléosomes	  ont	  une	  action	  directe	  sur	  :	  

i) Les	  macrophages	  (au	  même	  titre	  que	  les	  vésicules	  apoptotiques)	  :	  action	  qui	  est	  

TLR9-‐indépendante	  et	  aboutit	  à	   la	  production	  de	  cytokines	  pro-‐	   inflammatoires	  

(TNFα	  et	  IL8	  notamment).	  

ii) Les	  polynucléaires	  neutrophiles	  :	  action	  qui	  est	  TLR9-‐indépendante	  et	  aboutit	  

à	  la	  production	  d’IFNα	  et	  de	  NETs	  [131].	  	  

iii) Les	  mDCs	   :	   action	   qui	   semble	   être	   TLR9-‐indépendante	   [159]	   et	   qui	   aboutit	   à	  

l’activation	  et	  la	  maturation	  de	  celles-‐ci,	  stimulant	  la	  présentation	  antigénique	  et	  

donc	  l’immunité	  adaptative	  via	  les	  lymphocytes	  T.	  

Les	   auto-‐antigènes	   contenus	   dans	   les	   NETs	   (acides	   nucléiques	   complexés	   aux	  

protéines	  bactéricides)	  sont	  quant	  à	  eux	  capables	  d’activer	  la	  production	  d’IFNα	  par	  les	  

pDCs	  par	  des	  mécanismes	  majoritairement	  TLR9-‐dépendants	  [153,156].	  

	  

L’activation	   des	   lymphocytes	   B	   et	   la	   formation	   des	   complexes	   immuns	  

circulants,	  entretien	  et	  accentue	  l’activation	  des	  cellules	  immunitaires	  selon	  différents	  

mécanismes,	  le	  plus	  souvent	  dépendants	  de	  TLR9.	  C’est	  sous	  cette	  forme,	  portés	  par	  les	  

immunoglobulines,	  que	  les	  auto-‐antigènes	  sont	  les	  plus	  immunogènes.	  Ils	  activent	  :	  

i) Les	  mDCs	  [160]	  

ii) Les	   pDCs,	  dont	   les	  capacités	  de	  production	  d’IFNα	  vont	  être	  exponentiellement	  

amplifiées.	  Ces	  mécanismes	  TLR9-‐dépendants	  sont	  détaillés	  ci-‐après.	  
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iii) et	  certains	  lymphocytes	  B	  qui	  expriment	  TLR9	  [161,162],	  selon	  le	  même	  mode	  

d’activation,	  T	  CD4+	  indépendant	  [157,163].	  

iv) De	   plus,	   ils	   entretiennent	   la	   formation	   de	   NETs	   par	   les	   polynucléaires	  

neutrophiles	  [164],	  ce	  qui	  pérennise	  la	  boucle	  d’activation.	  

2.2.4.3.	  Un	  mécanisme	  central	  :	  l’activation	  des	  pDCs	  via	  TLR9	  

	  

Au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	   les	  différents	   acides	  nucléiques	  engendrés	   sont	  

donc	  en	  mesure	  d’activer	  un	  certain	  nombre	  de	  voies	  cellulaires	  dans	  différents	  types	  

cellulaires,	  grâce	  à	  leurs	  liaisons	  à	  des	  PRRs.	  Parmi	  ces	  voies	  d’activation,	  de	  nombreux	  

travaux	   (notamment	   des	  modèles	  murins),	   ont	   permis	   de	  montrer	   que	   les	   voies	   qui	  

impliquent	  les	  TLR7	  et	  TLR9	  sont	  primordiales,	  notamment	  au	  niveau	  de	  la	  pDC	  [165].	  

Pour	   être	   immunogènes,	   les	   acides	   nucléiques	   doivent	   rencontrer	   leurs	   ligands,	   qui	  

sont	   en	   l’occurrence	   intracellulaires.	   L’internalisation	  des	   auto-‐antigènes	   au	   cours	  du	  

Lupus	  Systémique	  est	  facilitée	  par	  la	  liaison	  des	  acides	  nucléiques	  avec	  les	  différentes	  

protéines	   concomitamment	   libérées	   lors	   des	   différents	   modes	   de	   mort	   cellulaire	  

comme	   LL37	   [153,154,166],	   HMGB1	   [167]	   ou	   à	   des	   immunoglobulines	   spécifiques.	  

L’internalisation	   peut	   se	   faire	   via	   des	   mouvements	   lipidiques	   ou	   des	   récepteurs	  

membranaires	  :	   comme	   le	   FcγRIIa	   pour	   les	   complexes	   immuns	   circulants	  

[153,155,156].	   Bien	   que	   plusieurs	   modes	   d’internalisation	   aient	   successivement	   été	  

décrits	  (phagocytose	  ou	  endocytose),	  tous	  permettent	  la	  liaison	  dans	  ce	  compartiment	  

cellulaire	   des	   acides	   nucléiques	   avec	   leur	   TLR	   correspondant,	   par	   exemple	   l’ADN	  

double	   brin	   avec	   TLR9.	   Au	   niveau	   des	   pDCs,	   il	   s’ensuit	   une	   cascade	   d’activation	   des	  

voies	  de	  signalisation	  passant	  par	  MyD88,	  NFkB	  puis	  IRF7	  (Figure	  9)	  [168],	  qui	  aboutit	  

à	   la	   production	  massive	   et	   rapide	   d’IFNα	   [55]	   puis	   à	   l’activation	   globale	   du	   système	  

immunitaire.	  

On	   peut	   noter	   que	   ce	  mécanisme	   est	   également	   un	   des	  modes	   d’activation	   des	  

lymphocytes	  B.	  Dans	  ce	  cas,	  il	  a	  été	  montré	  que	  l’internalisation	  des	  complexes	  immuns	  

circulants	   dans	   le	   compartiment	   endosomal	   était	   favorisée	   par	   le	   BCR	   [157,163].	  

L’activation	   par	   exemple	   de	   la	   voie	   TLR9	   ainsi	   obtenue,	   favorise	   la	   prolifération	   des	  

lymphocytes	  B	  et	  la	  production	  d’auto-‐anticorps	  supplémentaires.	  

Il	   est	   important	   de	   remarquer	   que	   certains	   de	   ces	   différents	  mécanismes,	   bien	  

que	  non	  étudiés	  dans	   le	   contexte	  du	  Lupus	  Systémique,	  pourraient	   aussi	   stimuler	   les	  

cellules	  NK	  et	  ainsi	  les	  faire	  intervenir	  dans	  l’immunopathologie	  du	  Lupus	  Systémique.	  

En	  effet,	  les	  cellules	  NK	  expriment	  aussi	  les	  différents	  TLRs	  intracellulaires.	  
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Fig. 2 Model for sensing self-nucleic acids in SLE. a Break of self-tolerance in SLE patients results in autoantibody production. Anti-nuclear
autoantibodies form immune complexes (IC) (d) with nuclear material released from dead cells that have not been efficiently cleared (b). Dead
cells release also proteins and peptides, such as HMGB1 and LL-37, which bind directly to self-nucleic acids (d). LL-37-DNA complexes are
also being released in the process of NETosis that can be mediated by anti-LL-37 antibodies binding to LL-37 on the surface of neutrophils or by
TLR7 activation in neutrophils induced by RNA-containing ICs (c). The formed complexes, ICs, DNA-HMGB1, and DNA/RNA-LL-37 (d),
mediate the uptake of self-nucleic acids into the endosomal compartments of cells by engaging different receptors, including BCR (B-cell
receptor), FccR and RAGE (e). RNA-containing complexes activate TLR7, while DNA-containing immune complexes activate TLR9 in B cells,
pDCs, and murine macrophages (e). RNP ribonucleoprotein
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TLR7 and TLR9 (REFS 102,103). The ER chaperone gp96 
can also interact with TLR3, TLR7, TLR9 and several 
other TLRs, and is also thought to be involved in TLR 
function104. The transcription factor X-box-binding 
protein 1 (XBP1), which is highly expressed by pDCs, is 

involved in maintaining normal IFN production through 
its role in maintaining ER homeostasis105. So, the unique 
ability of pDCs to mount a rigorous type I IFN response 
relies on the function of a range of other cellular factors 
that are now being revealed.

pDC responses to nucleic acids
pDCs are professional type I IFN-producing cells 
in viral infections. Within 6 hours of activation by a 
virus, human pDCs dedicate 60% of the newly induced 
transcriptome to type I IFN genes18, producing a large 
amount of type I IFNs (1–2 units per cell or 3–10 pg per 
cell) within 24 hours, which is 200 to 1,000 times more 
than the amount produced by any other blood cell type7. 
Human pDCs express all the subtypes of type I IFNs, 
namely IFN , IFN , IFN , IFN  and IFN (REF. 18).  
In mice, pDCs are mainly responsible for type I IFN 
production in vivo during infection with murine cytome-
galovirus and VSV, as depletion of pDCs abrogates the 
systemic production of IFN94,106,107. 

pDC-derived type I IFNs link innate and adaptive 
antiviral immunity. Type I IFNs derived from pDCs 
not only directly inhibit viral infection, but also acti-
vate the antiviral functions of NK cells, mDCs, B cells 
and T cells, and therefore initiate and orchestrate  
innate and adaptive antiviral immunity. In response to 
HIV infection, human pDCs induce type I IFN-dependent 
maturation of mDCs into potent antigen-presenting 
cells108. During HSV infection, pDC-derived type I 
IFNs and CD40 ligand induce maturation of bystander 
mDCs to potently stimulate antiviral T-cell-mediated 
immunity109. Type I IFNs derived from pDCs have been 
shown to trigger IL-12, IL-15, IL-18 and IL-23 produc-
tion by mDCs, and to induce monocytes to differentiate 
into DCs110,111. They also increase the ability of mDCs 
to cross-present exogenous antigens to CD8+ T cells and 
promote their clonal expansion112,113 and their ability to 
induce the differentiation of naive T cells into T helper 1 
(TH1) cells114. Type I IFNs derived from pDCs also 
stimulate NK cells16 and, in conjunction with IL-6, drive 
B cells to differentiate into mature antibody-secreting 
plasma cells115. These findings point to a crucial role 
for innate pDC activation in the initiation of a network 
of cellular and molecular events that lead to protective 
immune responses against viruses. Furthermore, a 
recent study suggests that pDCs are specialized to cross-
present viral antigens to memory CD8+ T cells, owing to 
their unique ability to rapidly load viral peptides onto 
pre-synthesized MHC class I molecules in recycling 
early endocytic compartments116.

Two classes of CpG-containing DNA sequences induce 
distinct responses in pDCs. pDCs and, to a lesser extent, 
B cells express TLR9, the sensor for DNA. However, 
pDCs mount distinctive responses to at least two classes 
of synthetic ODNs with hypomethylated CpG motifs117. 
On the one hand, A-type CpG ODNs do not activate 
B cells but induce robust production of type I IFNs 
by pDCs. On the other hand, B-type CpG ODNs can 
activate B cells but only trigger pDCs to produce the 

Figure 3 | Activation pathway in plasmacytoid dendritic cells responding to 
nucleic acids. Resting plasmacytoid dendritic cells (pDCs) predominantly express  
Toll-like receptor 7 (TLR7) and TLR9, which reside in the endoplasmic reticulum (ER) in 
association with UNC93B and gp96. Following exposure to virus or nucleic acids, TLR7 
and TLR9 relocate from the ER to the endosomes to engage with their RNA or DNA 
agonists. Conformational changes in the TLRs lead to the activation of MyD88 (myeloid 
differentiation primary-response gene 88) and its further association with TRAF6 
(tumour-necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine 
kinase) and IRAK4 (interleukin-1-receptor-associated kinase 4). The MyD88–TRAF6–
IRAK4 complex then activates IRF7 (interferon-regulatory factor 7), TAK1 
(transforming-growth-factor- -activated kinase 1), nuclear factor- B (NF- B) and IRF5 to 
propagate the downstream signals. Most importantly, IRF7 is activated through TRAF3, 
IRAK1, IKK  (inhibitor of NF- B kinase ), osteopontin (OPN) and phosphoinositide 
3-kinase (PI3K). Following ubiquitylation and phosphorylation, IRF7 translocates to the 
nucleus and initiates the transcription of type I interferons (such as IFN , IFN , IFN  and 
IFN ). TAK1 triggers the activation of NF- B and MAPKs (mitogen-activated protein 
kinases) and, together with IRF5, leads to the production of pro-inflammatory cytokines 
and the expression of co-stimulatory molecules. IRF8, although not involved in the initial 
induction of IFN, magnifies IFN production through a feedback mechanism. By contrast, 
IRF4 inhibits the function of IRF5 through direct competition. Autophagosomes, which 
are constitutively formed in pDCs via ATG5 (autophagy-related gene 5), are probably 
involved in transferring the nucleic-acid agonists to endosomal TLRs for the production 
of IFNs. IL-6, interleukin-6; XBP1, X-box-binding protein 1.
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The RIG-I-like-receptor signalling pathway. The 
observation that nearly all nucleated cells can pro-
duce type I IFNs after viral infection or in response 
to dsRNA in the cytosol, even in the absence of 
endosomal TLRs and their adaptors, suggested that 
there is an independent sensory system that detects 
nucleic acids in the cytosol (FIG. 2c). Indeed, three 
genes have been identified in humans and mice that 
encode a group of proteins known as the RIG-I-like 
receptors (RLRs) — retinoic-acid-inducible gene I 
(RIG-I), melanoma differentiation-associated anti-
gen 5 (MDA5) and laboratory of genetics and physio-
logy 2 (LGP2)45,46. The RLRs are DExD/H box RNA  

helicases, and RIG-I and MDA5 also contain an 
N-terminal caspase-recruitment domain (CARD). These 
receptors bind to dsRNA poly(rI:rC), poly(rA:rU)47 

and, in the case of RIG-I, 5 -triphosphate RNA48,49, 
which are present in viral genomes or replication inter-
mediates. RLRs interact with a central adaptor IFNB-
promoter stimulator 1 (IPS1; also known as MAVS, 
VISA or CARDIF)50–52, which assembles a signalling 
complex that contains TNF-receptor-associated factor 3 
(TRAF3), TRAF-family-member-associated NF- B 
activator-binding kinase 1 (TBK1) and inhibitor of 
NF- B kinase  (IKK ; also known as ΙΚΚi), and signals 
through IRF3 to induce IFN production45,53.

Figure 2 | Intracellular nucleic-acid sensors and signalling pathways. a | Endosomal Toll-like receptor 7 (TLR7), 
TLR8 and TLR9 recognize RNA and DNA ligands, and signal through a key adaptor MyD88 (myeloid differentiation 
primary-response gene 88) in the cytosol. MyD88 in turn associates with a signal complex comprised of TRAF6 
(tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine kinase), IRAK4 (interleukin-1-
receptor (IL-1R)-associated kinase 4) and IRAK1, which leads to the activation of IRF7 (interferon-regulatory factor 7), 
NF- B (nuclear factor- B) and MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Overall, this pathway potently induces  
the production of high levels of type I IFNs (such as IFN , IFN , IFN  and IFN ), pro-inflammatory cytokines and 
expression of co-stimulatory molecules.  b | Alternatively, the binding of double-stranded RNA (dsRNA) to endosomal 
TLR3 triggers a signalling pathway mediated by TRIF (Toll/IL-1R (TIR) domain-containing adaptor protein inducing 
IFN ), which involves TRAF3, TBK1 (TANK-binding kinase 1) and IKK  (inhibitor of NF- B kinase ). Subsequent IRF3 
activation leads to IFN  production. The TLR3–TRIF signalling pathway also activates NF- B and MAPKs and results  
in the production of pro-inflammatory cytokines and the expression of co-stimulatory molecules (CD80 and CD86).  
c | The dsRNA receptors RIG-I (retinoic-acid-inducible gene I), MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5) 
and LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) constitute the third nucleic-acid sensor system, exclusively 
located in the cytoplasm of most cells. RIG-I, MDA5 and LGP2 signal through a common adaptor molecule IPS1 
(IFNB-promoter stimulator 1), which is associated with the mitochondria. By coupling with TRAF3, TBK1 and IKK , 
IPS1 directly activates IRF3 and NF- B through FADD (FAS-associated via death domain), caspase-8 and caspase-10. 
This pathway induces the production of type I IFNs and other cytokines. dsDNA-induced IFN production involves a 
yet-to-be defined sensor that signals through certain components of the RLR (RIG-I-like receptor) pathway, such as 
TBK1 and IRF3. I B, inhibitor of NF- B; MAPKK, MAPK kinase.
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The RIG-I-like-receptor signalling pathway. The 
observation that nearly all nucleated cells can pro-
duce type I IFNs after viral infection or in response 
to dsRNA in the cytosol, even in the absence of 
endosomal TLRs and their adaptors, suggested that 
there is an independent sensory system that detects 
nucleic acids in the cytosol (FIG. 2c). Indeed, three 
genes have been identified in humans and mice that 
encode a group of proteins known as the RIG-I-like 
receptors (RLRs) — retinoic-acid-inducible gene I 
(RIG-I), melanoma differentiation-associated anti-
gen 5 (MDA5) and laboratory of genetics and physio-
logy 2 (LGP2)45,46. The RLRs are DExD/H box RNA  

helicases, and RIG-I and MDA5 also contain an 
N-terminal caspase-recruitment domain (CARD). These 
receptors bind to dsRNA poly(rI:rC), poly(rA:rU)47 

and, in the case of RIG-I, 5 -triphosphate RNA48,49, 
which are present in viral genomes or replication inter-
mediates. RLRs interact with a central adaptor IFNB-
promoter stimulator 1 (IPS1; also known as MAVS, 
VISA or CARDIF)50–52, which assembles a signalling 
complex that contains TNF-receptor-associated factor 3 
(TRAF3), TRAF-family-member-associated NF- B 
activator-binding kinase 1 (TBK1) and inhibitor of 
NF- B kinase  (IKK ; also known as ΙΚΚi), and signals 
through IRF3 to induce IFN production45,53.

Figure 2 | Intracellular nucleic-acid sensors and signalling pathways. a | Endosomal Toll-like receptor 7 (TLR7), 
TLR8 and TLR9 recognize RNA and DNA ligands, and signal through a key adaptor MyD88 (myeloid differentiation 
primary-response gene 88) in the cytosol. MyD88 in turn associates with a signal complex comprised of TRAF6 
(tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine kinase), IRAK4 (interleukin-1-
receptor (IL-1R)-associated kinase 4) and IRAK1, which leads to the activation of IRF7 (interferon-regulatory factor 7), 
NF- B (nuclear factor- B) and MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Overall, this pathway potently induces  
the production of high levels of type I IFNs (such as IFN , IFN , IFN  and IFN ), pro-inflammatory cytokines and 
expression of co-stimulatory molecules.  b | Alternatively, the binding of double-stranded RNA (dsRNA) to endosomal 
TLR3 triggers a signalling pathway mediated by TRIF (Toll/IL-1R (TIR) domain-containing adaptor protein inducing 
IFN ), which involves TRAF3, TBK1 (TANK-binding kinase 1) and IKK  (inhibitor of NF- B kinase ). Subsequent IRF3 
activation leads to IFN  production. The TLR3–TRIF signalling pathway also activates NF- B and MAPKs and results  
in the production of pro-inflammatory cytokines and the expression of co-stimulatory molecules (CD80 and CD86).  
c | The dsRNA receptors RIG-I (retinoic-acid-inducible gene I), MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5) 
and LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) constitute the third nucleic-acid sensor system, exclusively 
located in the cytoplasm of most cells. RIG-I, MDA5 and LGP2 signal through a common adaptor molecule IPS1 
(IFNB-promoter stimulator 1), which is associated with the mitochondria. By coupling with TRAF3, TBK1 and IKK , 
IPS1 directly activates IRF3 and NF- B through FADD (FAS-associated via death domain), caspase-8 and caspase-10. 
This pathway induces the production of type I IFNs and other cytokines. dsDNA-induced IFN production involves a 
yet-to-be defined sensor that signals through certain components of the RLR (RIG-I-like receptor) pathway, such as 
TBK1 and IRF3. I B, inhibitor of NF- B; MAPKK, MAPK kinase.
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The RIG-I-like-receptor signalling pathway. The 
observation that nearly all nucleated cells can pro-
duce type I IFNs after viral infection or in response 
to dsRNA in the cytosol, even in the absence of 
endosomal TLRs and their adaptors, suggested that 
there is an independent sensory system that detects 
nucleic acids in the cytosol (FIG. 2c). Indeed, three 
genes have been identified in humans and mice that 
encode a group of proteins known as the RIG-I-like 
receptors (RLRs) — retinoic-acid-inducible gene I 
(RIG-I), melanoma differentiation-associated anti-
gen 5 (MDA5) and laboratory of genetics and physio-
logy 2 (LGP2)45,46. The RLRs are DExD/H box RNA  

helicases, and RIG-I and MDA5 also contain an 
N-terminal caspase-recruitment domain (CARD). These 
receptors bind to dsRNA poly(rI:rC), poly(rA:rU)47 

and, in the case of RIG-I, 5 -triphosphate RNA48,49, 
which are present in viral genomes or replication inter-
mediates. RLRs interact with a central adaptor IFNB-
promoter stimulator 1 (IPS1; also known as MAVS, 
VISA or CARDIF)50–52, which assembles a signalling 
complex that contains TNF-receptor-associated factor 3 
(TRAF3), TRAF-family-member-associated NF- B 
activator-binding kinase 1 (TBK1) and inhibitor of 
NF- B kinase  (IKK ; also known as ΙΚΚi), and signals 
through IRF3 to induce IFN production45,53.

Figure 2 | Intracellular nucleic-acid sensors and signalling pathways. a | Endosomal Toll-like receptor 7 (TLR7), 
TLR8 and TLR9 recognize RNA and DNA ligands, and signal through a key adaptor MyD88 (myeloid differentiation 
primary-response gene 88) in the cytosol. MyD88 in turn associates with a signal complex comprised of TRAF6 
(tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine kinase), IRAK4 (interleukin-1-
receptor (IL-1R)-associated kinase 4) and IRAK1, which leads to the activation of IRF7 (interferon-regulatory factor 7), 
NF- B (nuclear factor- B) and MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Overall, this pathway potently induces  
the production of high levels of type I IFNs (such as IFN , IFN , IFN  and IFN ), pro-inflammatory cytokines and 
expression of co-stimulatory molecules.  b | Alternatively, the binding of double-stranded RNA (dsRNA) to endosomal 
TLR3 triggers a signalling pathway mediated by TRIF (Toll/IL-1R (TIR) domain-containing adaptor protein inducing 
IFN ), which involves TRAF3, TBK1 (TANK-binding kinase 1) and IKK  (inhibitor of NF- B kinase ). Subsequent IRF3 
activation leads to IFN  production. The TLR3–TRIF signalling pathway also activates NF- B and MAPKs and results  
in the production of pro-inflammatory cytokines and the expression of co-stimulatory molecules (CD80 and CD86).  
c | The dsRNA receptors RIG-I (retinoic-acid-inducible gene I), MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5) 
and LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) constitute the third nucleic-acid sensor system, exclusively 
located in the cytoplasm of most cells. RIG-I, MDA5 and LGP2 signal through a common adaptor molecule IPS1 
(IFNB-promoter stimulator 1), which is associated with the mitochondria. By coupling with TRAF3, TBK1 and IKK , 
IPS1 directly activates IRF3 and NF- B through FADD (FAS-associated via death domain), caspase-8 and caspase-10. 
This pathway induces the production of type I IFNs and other cytokines. dsDNA-induced IFN production involves a 
yet-to-be defined sensor that signals through certain components of the RLR (RIG-I-like receptor) pathway, such as 
TBK1 and IRF3. I B, inhibitor of NF- B; MAPKK, MAPK kinase.
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The RIG-I-like-receptor signalling pathway. The 
observation that nearly all nucleated cells can pro-
duce type I IFNs after viral infection or in response 
to dsRNA in the cytosol, even in the absence of 
endosomal TLRs and their adaptors, suggested that 
there is an independent sensory system that detects 
nucleic acids in the cytosol (FIG. 2c). Indeed, three 
genes have been identified in humans and mice that 
encode a group of proteins known as the RIG-I-like 
receptors (RLRs) — retinoic-acid-inducible gene I 
(RIG-I), melanoma differentiation-associated anti-
gen 5 (MDA5) and laboratory of genetics and physio-
logy 2 (LGP2)45,46. The RLRs are DExD/H box RNA  

helicases, and RIG-I and MDA5 also contain an 
N-terminal caspase-recruitment domain (CARD). These 
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and, in the case of RIG-I, 5 -triphosphate RNA48,49, 
which are present in viral genomes or replication inter-
mediates. RLRs interact with a central adaptor IFNB-
promoter stimulator 1 (IPS1; also known as MAVS, 
VISA or CARDIF)50–52, which assembles a signalling 
complex that contains TNF-receptor-associated factor 3 
(TRAF3), TRAF-family-member-associated NF- B 
activator-binding kinase 1 (TBK1) and inhibitor of 
NF- B kinase  (IKK ; also known as ΙΚΚi), and signals 
through IRF3 to induce IFN production45,53.

Figure 2 | Intracellular nucleic-acid sensors and signalling pathways. a | Endosomal Toll-like receptor 7 (TLR7), 
TLR8 and TLR9 recognize RNA and DNA ligands, and signal through a key adaptor MyD88 (myeloid differentiation 
primary-response gene 88) in the cytosol. MyD88 in turn associates with a signal complex comprised of TRAF6 
(tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine kinase), IRAK4 (interleukin-1-
receptor (IL-1R)-associated kinase 4) and IRAK1, which leads to the activation of IRF7 (interferon-regulatory factor 7), 
NF- B (nuclear factor- B) and MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Overall, this pathway potently induces  
the production of high levels of type I IFNs (such as IFN , IFN , IFN  and IFN ), pro-inflammatory cytokines and 
expression of co-stimulatory molecules.  b | Alternatively, the binding of double-stranded RNA (dsRNA) to endosomal 
TLR3 triggers a signalling pathway mediated by TRIF (Toll/IL-1R (TIR) domain-containing adaptor protein inducing 
IFN ), which involves TRAF3, TBK1 (TANK-binding kinase 1) and IKK  (inhibitor of NF- B kinase ). Subsequent IRF3 
activation leads to IFN  production. The TLR3–TRIF signalling pathway also activates NF- B and MAPKs and results  
in the production of pro-inflammatory cytokines and the expression of co-stimulatory molecules (CD80 and CD86).  
c | The dsRNA receptors RIG-I (retinoic-acid-inducible gene I), MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5) 
and LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) constitute the third nucleic-acid sensor system, exclusively 
located in the cytoplasm of most cells. RIG-I, MDA5 and LGP2 signal through a common adaptor molecule IPS1 
(IFNB-promoter stimulator 1), which is associated with the mitochondria. By coupling with TRAF3, TBK1 and IKK , 
IPS1 directly activates IRF3 and NF- B through FADD (FAS-associated via death domain), caspase-8 and caspase-10. 
This pathway induces the production of type I IFNs and other cytokines. dsDNA-induced IFN production involves a 
yet-to-be defined sensor that signals through certain components of the RLR (RIG-I-like receptor) pathway, such as 
TBK1 and IRF3. I B, inhibitor of NF- B; MAPKK, MAPK kinase.
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Fig. 2 Model for sensing self-nucleic acids in SLE. a Break of self-tolerance in SLE patients results in autoantibody production. Anti-nuclear
autoantibodies form immune complexes (IC) (d) with nuclear material released from dead cells that have not been efficiently cleared (b). Dead
cells release also proteins and peptides, such as HMGB1 and LL-37, which bind directly to self-nucleic acids (d). LL-37-DNA complexes are
also being released in the process of NETosis that can be mediated by anti-LL-37 antibodies binding to LL-37 on the surface of neutrophils or by
TLR7 activation in neutrophils induced by RNA-containing ICs (c). The formed complexes, ICs, DNA-HMGB1, and DNA/RNA-LL-37 (d),
mediate the uptake of self-nucleic acids into the endosomal compartments of cells by engaging different receptors, including BCR (B-cell
receptor), FccR and RAGE (e). RNA-containing complexes activate TLR7, while DNA-containing immune complexes activate TLR9 in B cells,
pDCs, and murine macrophages (e). RNP ribonucleoprotein
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2.2.4.4.	  Effets	  de	  l’IFNα 	  et	  ses	  implications	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

L’IFNα	   est	   une	   glycoprotéine	   –dont	   il	   existe	   plusieurs	   sous-‐types-‐	   qui	   est	   très	  

largement	  impliquée	  dans	  les	  réponses	  immunes	  innées	  et	  adaptatives.	  Cette	  cytokine	  

joue	  un	  rôle	  primordial	  dans	  les	  défenses	  anti-‐virales,	  notamment	  par	  des	  mécanismes	  

systémiques	   et	   locaux	   (paracrines).	   Il	   s’agit	   aussi	   de	   la	   cytokine	   clef	   de	   la	  

physiopathologie	   du	   Lupus	   Systémique	  [55]:	   prescrite	   à	   visée	   thérapeutique,	   l’IFNα	  

peut	   induire	   un	   Lupus	   Systémique	  ;	   l’IFNα	   est	   significativement	   augmentée	   dans	   le	  

sérum	  des	  patients	  en	  phase	  active	  et	  de	  nombreuses	  cellules	  immunitaires	  portent	  la	  

«	  signature	  »	   de	   cette	   cytokine	   [169],	   c’est	   à	   dire	   que	   la	   transcription	   de	   nombreux	  

gènes	   inductibles	  par	   cette	   cytokine	   sont	   significativement	  «	  up-‐régulés	  »	   (Figure	  10).	  

Les	   effets	   cellulaires	   de	   l’IFNα	   sont	   multiples	   [170]	   et	   passent	   par	   la	   liaison	   au	  

récepteur	  des	  IFN	  de	  type	  I	  (IFNAR1	  &	  2)	  puis	  à	  l’activation	  de	  la	  voie	  JAK1/Tyk2	  qui	  

induit	   la	   phosphorylation	   des	   facteurs	   de	   transcription	   STAT	   1	   &	   2	   [171].	   On	   cite	  

également	   les	  voies	  des	  PI3-‐kinases,	  MAP	  kinases	  ou	  bien	  encore	  de	  CRK	  (Figure	  10).	  

Les	  modes	  d’activation	  préférentielle	  de	  telles	  ou	  telles	  voies	  et	  leurs	  régulations	  sont	  

mal	   connus.	   On	   sait	   toutefois,	   qu’ils	   sont	   plurifactoriels	   et	   font	   appel	   à	   plusieurs	  

mécanismes	  redondants.	   Il	  est	  par	  ailleurs	   intéressant	  de	  remarquer	  que	  certaines	  de	  

ces	  voies	  sont	  également	  utilisées	  pour	  la	  signalisation	  de	  TLR9	  et	  de	  l’IFNγ.	  

Par	  ces	  nombreuses	  régulations	  géniques,	  l’IFNα	  assume	  des	  rôles	  anti-‐infectieux	  

directs	   (synthèses	   de	   molécules	   antivirales	   comme	   l’adénosine	   déaminase	   des	  

molécules	   pro-‐apoptotiques	   comme	   Fas/Fas-‐Ligand	   au	   sein	   des	   cellules	   infectées,	   ou	  

encore	   l’inhibition	   du	   cycle	   cellulaire	   viral	   [172].	   Notons	   que	   de	   tels	   effets	   pro-‐

apoptotiques	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  pourraient	  avoir	  un	  rôle	  délétère	  direct,	  en	  

multipliant	  la	  production	  d’auto-‐antigènes.	  

De	   plus,	   chez	   l’Homme	   ou	   dans	   bien	   d’autres	   espèces	   comme	   la	   souris,	   l’IFNα	  

stimule	  et	  coordonne	  l’activation	  du	  système	  immunitaire	  à	  différents	  niveaux	  :	  	  

	  

i) Au	  niveau	  de	   l’immunité	   cellulaire	   innée	   :	   l’IFNα	   induit	   la	  différenciation	  des	  

monocytes	  en	  mDCs	  et	  leur	  maturation.	  Il	  induit	  ainsi	  la	  migration	  de	  ces	  cellules	  

vers	   les	   ganglions	   ou	   les	   organes	   cibles	   et	   leur	   capacité	   à	   s’activer.	   Sur	   les	  

monocytes,	   il	   induit	   l’expression	   de	   TLR7	   [173]	   et	   sur	   les	   mDCs	   celle	   des	  

molécules	   du	   CMH	   I	   et	   II	   (donc	   les	   capacités	   de	   présentation	   antigénique).	   Il	  

favorise	  aussi	  l’expression	  de	  molécules	  de	  co-‐	  stimulation,	  comme	  le	  CD40	  [158].	  	   	  
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first signaling pathway shown to be activated by IFNs-I was
the Janus activated kinase–signal transducer and activation
of transcription (JAK-STAT) pathway (Fig. 1A; ref. 9), which
is active in almost all cell types. IFNAR1 is constitutively
associated with tyrosine kinase 2 (TYK2), whereas IFNAR2
is associated with JAK1. Receptor binding results in trans-
phosphorylation of JAK1 and TYK2. The activated JAKs
then phosphorylate conserved tyrosine residues in the
cytoplasmic tails of the IFNAR. These phosphotyrosyl resi-
dues subsequently serve as docking sites for the recruitment
of src-homology 2 (SH2)–containing signaling molecules,
such as STAT1 and STAT2. Once at the receptor, the STAT
proteins themselves become JAK substrates. STAT1 and

STAT2 are both phosphorylated on a single tyrosine
(Y701 for STAT1 and Y690 for STAT2). Once phosphory-
lated, STATs dimerize and move to the nucleus, where they
associate with the IFN-regulatory factor 9 (IRF9) to form
the ISG factor 3 (ISGF3) transcription factor complex,
which binds to IFN-stimulated response elements.

Although STAT1 and STAT2 are the most important
mediators of the response to IFNs-I, other STATs, namely
STAT3 and STAT5, have been found to be phosphorylated
(activated) by IFNs-I (Fig. 1A; refs. 10–13). STAT4
and STAT6 can also be activated by IFN-a; however, this
activation seems to be restricted to certain cell types, such
as endothelial or lymphoid cells (14–17). Following
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Figure 1. Signaling pathways activated by the IFN-I receptor. Schematic of signaling pathways downstream of the IFNAR, emphasizing cross-talk with
different signaling cascades, which depends on the identity and activation status of the cell responding to IFN-I. A, JAK-STAT signal pathway activated by
IFNs-I. B, CRKL pathway. Upon JAK activation, CRKL associates with TYK2 and undergoes tyrosine phosphorylation. The activated form of CRKL
forms a complex with STAT5, which also undergoes TYK2-dependent tyrosine phosphorylation. The CRKL–STAT5 complex translocates to the nucleus
and binds specific GAS elements. C, PI3K and NF-kB pathways. Phosphorylation of TYK2 and JAK1 results in activation of PI3K and AKT, which
in turn mediates downstream activation of mTOR, inactivation of GSK-3, CDKN1A, and CDKN1B, and activation of IKKb, which results in activation of
NF-kB. IFNs-I also activate NF-kB by an alternative pathway that involves the linkage of TRAFs, which results in activation of NF-kB2. PI3K/AKT can also
activate NF-kB through an activation loop via PKCq. D, MAPK pathway. Activation of JAK results in tyrosine phosphorylation of Vav, which leads to the
activation of several MAPKs such as p38, JNK, and ERK1/2. The different MAPKs activate different sets of transcription factors, such as Fos, ELK1, Sap-1,
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Cela	   aboutit	   ensuite	   à	   l’activation	   des	   autres	   cellules	   immunitaires	   du	   système	  

adaptatif,	  comme	  les	   lymphocytes	  T.	  L’IFNα	  a	  également	  un	  effet	  majeur	  sur	   les	  

cellules	  NK	  puisqu’il	  augmente	  la	  cytotoxicité	  de	  ces	  cellules	  [54].	  Son	  rôle	  sur	  la	  

production	   de	   cytokines	   telles	   que	   l’IFNγ	   n’est	   par	   contre	   pas	   clairement	  

démontré	  chez	  l’Homme.	  

ii) L’IFNα	   active	  aussi	  directement	  des	  mécanismes	   immunologiques	   adaptatifs	  

[55]	   :	   l’IFNα	   active	   les	   lymphocytes	   B	   (prolifération,	   commutation	   isotypique,	  

abaissement	   du	   seuil	   d’activation	   et	   maturation	   en	   plasmocytes	   sécréteurs	  

d’immunoglobulines	   CD38+)	   [174].	   L’IFNα	   permet	   aussi	   l’activation	   directe	   des	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  les	  oriente	  vers	  une	  réponse	  TH1	  avec	  production	  d’IFNγ,	  

et	   également	   l’activation	   des	   lymphocytes	   CD8+	   (activation,	   différentiation	   et	  

survie).	  Enfin	  L’IFNα	  inhiberait	  les	  lymphocytes	  T	  régulateurs	  [55].	  	  

Le	   rôle	   de	   l’IFNα au	   sein	   de	   l’immunopathologie	   du	   Lupus	  Systémique	   est	  

primordial	  et	  pléiomorphe	  et	  n’épargne	  pas	  les	  cellules	  NK.	  Il	  n’agit	  pas	  de	  façon	  isolée	  

mais	   avec	   d’autres	   chimiokines	   et	   cytokines,	   souvent	   élaborées	   sous	   sa	   propre	  

influence	  par	  le	  système	  immunitaire	  inné	  ou	  adaptatif	  sont	  également	  impliqués	  [175].	  

C’est	  le	  cas	  par	  exemple	  de	  :	  	  

	  

i) l’IL15,	  l’IL12	  et	  l’IL18,	  qui	  sont	  de	  puissants	  activateurs	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

et	  des	  cellules	  NK	  et	  favorisent	  la	  production	  d’IFNγ	  par	  ces	  cellules.	  

ii) l’IFNγ 	   lui	  même,	   qui	   est	   produit	   par	   les	   lymphocytes	   T	   et	   les	   cellules	  NK,	   a	   de	  

multiples	   actions	   immunologiques.	   Par	   exemple,	   il	   favorise	   aussi	   bien	   la	  

présentation	   antigénique	   par	   les	   cellules	   spécialisées	   ainsi	   que	   le	   swich	  

isotypique	  par	  les	  lymphocytes	  B	  [72].	  

iii) l’IL10	   et	   l’IL6,	   qui	   ont	   entre	   autres	   pour	   fonction	   de	   promouvoir	   la	  

différenciation	  plasmocytaire	  [175].	  	  

iv) BLyS,	   qui	   appartient	   à	   la	   famille	   des	   TNF	   et	   qui	   est	   produite	   par	   les	  

monocytes/macrophages.	   BLys	   est	   fortement	   impliquée	   dans	   l‘immuno-‐

pathologie	   du	   Lupus	   Systémique	   [176,177].	   En	   effet,	   BLys	   assure	   la	   survie	   et	  

l’activation	   des	   lymphocytes	   B	   et	   des	   plasmocytes	   à	   différents	   stades	   de	  

maturation	  et	  de	  différenciation.	  

v) l’IL17,	  qui	  est	  produite	  par	  certains	  lymphocytes	  T	  CD4+	  (TH17).	  Son	  activité	  pro-‐

inflammatoire	  a	  récemment	  été	  démontrée	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique[112].	  
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Une	   telle	   présentation	   de	   l’immunopathologie	   du	   Lupus	   Systémique	   pourrait	  

laisser	   sous-‐entendre	  que	   l’origine	  de	   la	  maladie	   soit	   seulement	   un	  problème	   lié	   à	   la	  

mort	   cellulaire	  programmée	  et	   au	  défaut	  de	   clairance	  des	  produits	  de	   l’apoptose,	   qui	  

ont	   à	   loisir	   de	   devenir	   immunogènes.	   L’activation	   globale	   du	   système	   immunitaire	  

n’étant	  alors	  qu’une	  réaction	  «	  normale	  »	  à	  ces	  stimuli	  anormaux.	  Or,	  il	  semble	  que	  des	  

anomalies	  propres	  au	  système	  immunitaire	  soient	  également	  mises	  en	  jeu.	  Pour	  mieux	  

comprendre	   que	   la	   rupture	   de	   tolérance	   qui	   aboutit	   à	   l’expression	   clinique	   de	   la	  

maladie	  doit	  être	  mise	  en	  rapport	  avec	  des	  anomalies	  immunologiques	  complexes,	  il	  est	  

important	   de	   répertorier	   les	   bases	   génétiques	   qui	   ont	   été	   associées	   avec	   le	   Lupus	  

Systémique.	   D’après	   des	   études	   de	   type	   «	  Genome	   Wide	   Associated	  »,	   ces	   défauts	  

pourraient	  concerner	  plus	  de	  100	  gènes	  [178,179].	  

	  

2.2.4.5.	  Facteurs	  génétiques	  prédisposants	  au	  Lupus	  Systémique	  

	  

De	  nombreux	  facteurs	  génétiques	  ont	  donc	  été	   impliqués	  dans	  la	  pathogénie	  du	  

Lupus	  Systémique	  [123,138,180].	  Ils	  concernent	  les	  différentes	  voies	  immunologiques	  

mises	  en	  jeu	  et	  confirment	  donc	  l’implication	  de	  chacune	  d’entre	  elles.	  

Des	   causes	  monogéniques	   sont	   très	   rarement	   retrouvées.	   Ainsi,	   les	   familles	   où	  

des	   cas	   de	   Lupus	   Systémiques	   surviennent	   par	   transmission	   mendélienne	   -‐	   comme	  

celles	   présentant	   un	   déficit	   génétique	   en	   C1q	   (impliqué	   dans	   la	   clairance	   des	   corps	  

apoptotiques)	   [149]	   ou	   en	   C4	   (impliqué	   dans	   l’élimination	   des	   lymphocytes	   B	   auto-‐

réactifs)	   [181]-‐	   sont	   exceptionnelles.	   Récemment,	   on	   a	   aussi	   décrit	   une	   mutation	  

unique,	  dans	  le	  gène	  de	  la	  protéinase	  kinase	  C	  delta	  qui	  induit	  la	  survenue	  d’un	  Lupus	  

Systémique,	  par	  hyperproduction	  d’IFNα	  par	  les	  pDCs	  [182].	  	  

Plus	   souvent,	   les	   anomalies	   génétiques	   constatées	   sont	   d’ordre	   polygénique.	   Il	  

peut	  ainsi	  s’agir	  d’anomalie	  du	  nombre	  de	  copie	  de	  gènes,	  de	  polymorphismes	  de	  gènes	  

ou	   de	   leurs	   promoteurs,	   ou	  même	   de	   dérégulations	   épigénétiques.	   On	   peut	   citer	   par	  

exemple	  :	  	  

i) Des	  altérations	  du	  nombre	  de	  gènes	   codant	  pour	   la	   fraction	  C4	  du	   complément	  

[183],	  pour	   les	  différents	  FcRs	   [184]	  ou	  pour	  TLR7.	  Ces	  anomalies	  affectent	   les	  

phases	  précoces	  de	  l’activation	  du	  système	  immunitaire.	  	  

ii) Même	   s’ils	   sont	   sujets	   à	   controverse,	   des	   polymorphismes	   de	   récepteurs	   au	  

fragment	   FcRs	   [185–187],	   de	   TLR9	   [188–190]	   ou	   de	   certains	   «	  Interferon	  

regulatory	  receptors	  »	  qui	   interviennent	  dans	   les	  voies	  de	  production	  de	   l’IFNα,	  
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comme	  IRF5	  ou	  IRF7	  [191,192],	  ont	  été	  décrits	  :	  certains	  variants	  sensibilisent	  	  la	  

réponse	  des	  cellules	  immunitaires	  aux	  différents	  stimuli	  initiateurs	  de	  la	  maladie.	  

Des	  associations	  identiques	  ont	  été	  rapportées	  également	  pour	  des	  gènes	  codant	  

pour	  des	  protéines	   impliquées	  dans	   les	  voies	  de	   signalisation	  de	   l’IFNα	   comme	  

STAT4	  ou	  TYK2	  [178,179].	  	  

De	  même,	   des	   variants	   portant	   sur	   les	   gènes	   de	   l’IL-‐10	   (cytokine	   stimulant	   les	  

lymphocytes	  B)	  ou	  encore	  de	  la	  chaine	  zêta	  du	  CD3	  exprimée	  par	  les	  lymphocytes	  

T	  et	  impliquée	  dans	  leur	  activation	  ont	  été	  rapportés	  [195].	  

D’autre	   part,	   la	   fréquence	   de	   mutations	   de	   l’exonucléase	   TREX1	   à	   l’état	  

hétérozygote	  a	  également	  été	  constatée	  [196].	  	  

iii) L’hypométhylation	  des	  régions	  promotrices	  de	  gènes,	   tels	  que	  des	  molécules	  de	  

co-‐stimulation	   (CD40-‐ligand)	   ou	   PPP2CA	   (impliqué	   dans	   la	   voie	   de	   production	  

d’IL2)	   a	   également	   été	   rapportée	   [123].	   Ceci	   aboutit	   à	   la	   dérégulation	   de	  

l’expression	   de	   ces	   différentes	   protéines	   impliquées	   elles	   aussi	   dans	   la	  

pathogénie	  de	  la	  maladie.	  

iv) D’autres	   dérégulations	   épigénétiques	   (comme	   la	   synthèse	   de	   micro-‐RNAs)	  

responsables	   elles	   aussi	   de	   dérégulations	   de	   gènes	   impliquées	   dans	   les	   voies	  

d’activation	  de	  l’IFNα	  ont	  également	  été	  étudiées	  récemment	  [195].	  	  

Les	   susceptibilités	   génétiques	   sont	   donc	   importantes	   et	   multiples	   au	   cours	   du	  

Lupus	  Systémique.	  Toutefois	  elles	  ne	  sont	  qu’exceptionnellement	  de	  type	  mendélienne	  

et	  n’expliquent	  pas	  à	  elle	  seules	  la	  survenue	  de	  la	  maladie.	  D’ailleurs,	  dans	  une	  famille	  

présentant	   un	   cas	   index,	   le	   risque	   de	   survenue	   d’un	   autre	   cas	   de	   Lupus	   Systémique	  

n’est	  que	  discrètement	  augmentée	  par	  rapport	  à	   la	  population	  générale	  et	   les	   taux	  de	  

concordance	   entre	   jumeaux	   homozygotes	   ou	   dizygotes	   ne	   sont	   que	   de	   25%	   et	   2%,	  

respectivement	  	  [118].	  	  

	  

Ainsi,	  l’immunopathologie	  complexe	  du	  Lupus	  Systémique	  correspond	  à	  un	  large	  

ensemble	   d’activations	   cellulaires	   successives	   et	   intriquées.	   Le	   rôle	   des	   cellules	   NK	  

dans	   cet	   échiquier	   reste	  mal	   déterminé.	   Pourtant,	   les	  modes	   d’activation	   des	   cellules	  

NK	  (notamment	  par	  l’intermédiaire	  des	  TLRs	  intracellulaires	  qu’elles	  expriment	  ou	  via	  

l’IFNα)	   leur	   permettent	   théoriquement	   d’être	   impliqués	   en	   première	   ligne	   via	   des	  

interactions	  directes	  avec	  certains	  auto-‐antigènes,	  et	  ceci	  dès	  les	  phases	  initiales	  de	  la	  

maladie.	   De	   plus,	   leurs	   interactions	   avec	   de	   nombreux	   types	   cellulaires	   participant	   à	  
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l’immunopathologie	   du	   Lupus	   Systémique	   permettent	   également	   d’envisager	   leur	  

participation	  dans	  l’activation	  générale	  du	  système	  immunitaire	  adaptatif.	  

	  

	  

	  

2.3.	  	   Myopathies	  inflammatoires	  

	  

Les	   myopathies	   inflammatoires	   (ou	   myosites)	   représentent	   un	   ensemble	  

hétérogène	   de	   maladies,	   très	   souvent	   auto-‐immunes,	   caractérisées	   au	   minimum	   par	  

une	   inflammation	   et	   une	  nécrose	  musculaire	  pouvant	   aboutir	   à	  un	  déficit	  musculaire	  

plus	  ou	  moins	  sévère.	  Leur	  prévalence	  est	  rare,	  avoisinant	  10	  cas	  pour	  100	  000	  d’après	  

les	   rares	   études	   épidémiologiques	   disponibles	   [197].	   Par	   ailleurs,	   les	   myosites	   de	  

l’adulte	  surviennent	  majoritairement	  entre	  les	  4e	  et	  6e	  décades.	  	  

	  

2.3.1.	  	   Classification	  des	  différentes	  myopathies	  inflammatoires	  

	  

A	   partir	   des	   descriptions	   initiales,	   on	   a	   distingué	   sur	   des	   bases	   cliniques	   et	  

histologiques,	   les	   polymyosites	   et	   les	   dermatomyosites	   [198].	   Si	   les	   premières	   sont	  

limitées	   aux	   muscles	   striés,	   les	   secondes	   associent	   volontiers	   une	   atteinte	  

dermatologique	  spécifique	  (Œdème	  Lilacé	  des	  paupières,	  Papulose	  de	  Gottron,	  Signe	  de	  

la	   manucure	   etc…).	   Ces	   deux	   entités	   ont	   été	   largement	   caractérisées	   au	   plan	  

histopathologique	  puis	   immunohistochimique	   [199].	  De	   façon	  un	  peu	  schématique,	   la	  

dermatomyosite	  s’apparente	  à	  une	  vascularite	  des	  capillaires	  des	  muscles	  et	  du	  derme,	  

caractérisée	   par	   une	   réaction	   auto-‐immune	   à	   médiation	   humorale	   prédominante	  

(infiltrat	   lymphocytaire	   périvasculaire	   B	   et	   T	   CD4+,	   présence	   périvasculaire	   du	  

complexe	   d’attaque	   du	   complément	  :	   C5b9).	   La	   destruction	   musculaire	   est	  

essentiellement	  liée	  à	  l’ischémie	  générée	  par	  ces	  lésions	  vasculaires	  et	  prédomine	  dans	  

les	  zones	  périphériques	  des	  faisceaux	  musculaires	  (périmysium),	  les	  moins	  oxygénées	  

[199].	   La	   polymyosite	   quant	   à	   elle	   est	   une	   pathologie	   à	  médiation	   surtout	   cellulaire,	  

caractérisée	   par	   une	   infiltration	   de	   type	   lymphocytaire	   T	   CD8+.	   Celle-‐ci	   est	  

majoritairement	  localisée	  plus	  en	  profondeur	  dans	  le	  tissus	  musculaire	   :	  au	  niveau	  de	  

l’endomysium,	   directement	   au	   contact	   des	   fibres	   musculaires.	   Les	   myocytes	   sur-‐

expriment	   les	   molécules	   HLA-‐I	   et	   sont	   directement	   lysées	   par	   les	   cellules	   T	   CD8+	  

cytotoxiques	  [200,201].	  	  
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Si	  ces	  considérations	  physiopathologiques	  permettent	  de	  différencier	  clairement	  

ces	  deux	  entités	  :	  polymyosites	  et	  dermatomyosites,	  elles	  ne	  doivent	  masquer	  en	  réalité	  

des	  mécanismes	  plus	  complexes,	  très	  intriqués	  et	  mettant	  en	  jeu	  plus	  largement	  tout	  le	  

système	   immunitaire	   [201].	   Ainsi,	   de	   façon	   similaire	   à	   ce	   qui	   est	   décrit	   au	   cours	   du	  

Lupus	   Systémique,	   on	   observe	   un	   rôle	   pro-‐inflammatoire	   majeur	   des	   cellules	   du	  

système	  immunitaire	  inné	  [201–203]	  et	  de	  certaines	  cytokines	  produites	  par	  ces	  types	  

cellulaires,	  comme	  par	  exemple	  l’IFNα	  [204].	  

Toutefois,	  la	  dichotomie	  entre	  polymyosite	  et	  dermatomyosite	  est	  aujourd’hui	  un	  

peu	   désuète	   et	   la	   classification	   des	   myosites	   a	   été	   revue	   sur	   la	   base	   de	   récentes	  

caractérisations	   immunologiques	   et	   histologiques	   [199,205].	   Les	   auto-‐anticorps	  

spécifiques	   des	   myosites	   notamment	   (Figure	   11),	   définissent	   aujourd’hui	   des	   entités	  

assez	   spécifiques	   entre	   elles	   [206].	   On	   distingue	   ainsi	   quatre	   groupes	   de	  myopathies	  

«	  inflammatoires	  ».	  	  

	  

i) Les	  polymyosites,	  depuis	  l’entrée	  en	  vigueur	  de	  la	  classification	  de	  2004	  [205],	  

sont	   nettement	   moins	   représentées.	   Aucun	   anticorps	   spécifique	   ne	   leur	  

correspondent.	  

ii) Les	   dermatomyosites	   restent	   une	   entité	   propre	   et	   sont	   associées	   à	   différents	  

auto-‐anticorps	   (anti-‐Mi2	  :	   appartenant	   à	   un	   complexe	   «	  remodeling-‐deacetylase	  

nucéosomique	  »,	   anti-‐MDA5	  :	   «	  melanoma	   differentiation-‐associated	   gene	   5	  »	  

etc…)	  [207,208].	  Les	  principaux	  enjeux	  au	  cours	  des	  dermatomyosites	  restent	  le	  

diagnostic	   et	   la	   prise	   en	   charge	   des	   cancers	   qui	   leur	   sont	   associés.	   Cette	  

association	  n’est	  pas	  fortuite	  et	  concerne	  tout	  type	  de	  néoplasie.	  Ainsi,	   le	  risque	  

de	  survenue	  d’un	  cancer	  concomitant	  (c’est	  à	  dire	  à	  +/-‐	  3	  ans	  du	  diagnostic)	  est	  

multiplié	   par	   4	   dans	   ce	   contexte,	   voire	   même	   par	   27,	   en	   cas	   de	   positivité	   de	  

certains	  auto-‐anticorps,	  dont	  les	  anti-‐TIF-‐1γ	  («	  transcriptional	  intermediary	  factor	  

1-‐γ	  »),	  une	  ubiquitine	  ligase	  intervenant	  dans	  la	  voie	  du	  TGFβ	  [209].	  

iii) Les	   myosites	   de	   chevauchement	   sont	   les	   plus	   fréquentes	   et	   représentent	  

environ	   un	   tiers	   de	   l’ensemble	   des	   myopathies	   inflammatoires.	   Leur	   spectre	  

clinique	  dépasse	  la	  simple	  atteinte	  musculaire.	  En	  effet	  il	  comporte	  des	  atteintes	  

qui	   sont	   «	  partagées	  »	   avec	   d’autres	   maladies	   auto-‐immunes	   (Sclérodermie	  

Systémique,	   Syndrome	  de	  Gougerot-‐Sjögren,	   voire	  même	  Lupus	   Systémique).	   A	  

ces	  myosites	  correspondent	  probablement	  une	  entité	  histologique	  propre	   [210]	  

mais	  également	  une	  immunopathologie	  spécifique.	  Les	  principales	  myosites	  de	  	   	  
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chevauchement	  sont	  représentées	  par	   le	  Syndrome	  des	  Antisynthétases,	  qui	  est	  

associé	   à	   8	   auto-‐anticorps	   différents,	   tous	   dirigés	   contre	   une	   ARNt-‐synthétase	  

spécifique	   (Figure	   11).	   L’enjeu	   pronostique	   majeur	   des	   myosites	   de	  

chevauchement	   est	   la	   survenue	   très	   fréquente	   d’une	   pneumopathie	   infiltrante	  

diffuse,	   dont	   le	   risque	   est	   l‘évolution	   vers	   la	   fibrose	   pulmonaire	   et	   donc	  

l’insuffisance	   respiratoire.	   En	   revanche,	   l’association	   avec	   les	   cancers	   (bien	  

qu’encore	  controversée)	  n’est	  pas	  significative	  [211].	  

iv) Récemment,	   le	   groupe	   des	   myopathies	   nécrosantes	   auto-‐immunes	   a	   été	  

individualisé	   [212].	  Ces	  dernières	  sont	  caractérisées	  au	  plan	  histologique	  par	   la	  

survenue	   d’une	   nécrose	   musculaire	   parfois	   intense	   et	   l’absence	   ou	   la	   quasi-‐	  

absence	   d’infiltrat	   inflammatoire	   (lymphocytaire)	   musculaire.	   Deux	   auto-‐

anticorps	   leur	   sont	   actuellement	   associés	  :	   les	   anti-‐signal	   recognition	   particle	  

(SRP)	   [213]	   et	   les	   anti-‐HMG-‐coenzyme-‐A	   réductase,	   souvent	   favorisés	   par	   la	  

prise	  de	  Statines	  [214].	  	  

On	   décrit	   également,	   en	   marge	   des	   myopathies	   inflammatoires,	   une	   entité	  

spécifique	  :	   la	   myosite	   à	   inclusion.	   Du	   fait	   de	   caractéristiques	   cliniques	   et	  

histologiques	   propres	   et	   d’une	   insensibilité	   aux	   traitements	   immunomodulateurs,	  

l’appartenance	  de	   la	  myosite	  à	   inclusion	  au	  groupe	  des	  myosites	   inflammatoires	  n’est	  

pas	   classique.	   Toutefois,	   on	   a	   récemment	   décrit	   la	   présence	   d’auto-‐anticorps	  

spécifiques	  (dirigés	  contre	  une	  5’-‐nucléotidase	  cytosolique),	  chez	  un	  tiers	  des	  patients	  

environ	  [215,216].	  

	  

	  

2.3.2.	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  

	   	  

2.3.2.1.	  Définitions	  

	  

Bien	  qu’il	  n’y	  ait	  pas	  à	  ce	  jour	  de	  critères	  internationaux	  de	  classification	  validés	  

pour	   le	   Syndrome	   des	   Antisynthétases,	   il	   est	   admis	   depuis	   les	   descriptions	   initiales	  

[217,218]	  qu’il	  associe	  essentiellement	  une	  myosite	  avec	  une	  pneumopathie	  infiltrante	  

diffuse	  (dont	  il	  existe	  plusieurs	  types)	  et	  qu’il	  a	  pour	  marqueur	  sérologique	  la	  présence	  

d’auto-‐anticorps	   anti-‐ARNt	   synthétases	   (Annexe	  4).	   Théoriquement	   21	   auto-‐anticorps	  

sont	   envisageables,	   puisqu’il	   existe	   21	   enzymes	   catalysant	   spécifiquement	  

l’attachement	  d’acides	  aminés	  avec	  l’ARN	  de	  transfert	  qui	  leur	  correspond.	  Seulement	  8	  
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d’entre	  eux	  ont	  cependant	  été	  identifiés	  à	  ce	  jour.	  Le	  principal	  est	   l’anticorps	  anti-‐Jo1,	  

présent	  chez	  environ	  60%	  des	  patients	  présentant	  un	  Syndrome	  des	  Antisynthétases.	  

Ces	  auto-‐anticorps	  sont	  mutuellement	  exclusifs	  entre	  eux	  (Annexe	  4).	  	  

En	   fréquence	   variable,	   le	   Syndrome	   des	   Antisynthétases	   comporte	   également	  

d’autres	   symptômes	  cliniques	   tels	  que	  des	  atteintes	  microvasculaires	   (phénomène	  de	  

Raynaud),	  rhumatologiques	  (polyarthrite	  non	  déformante)	  ou	  dermatologiques	  (Mains	  

de	   Mécaniciens).	   De	   plus,	   il	   n’est	   pas	   rare	   que	   les	   patients	   atteints	   de	   ce	   syndrome	  

présentent	   des	   signes	   communs	   à	   d’autres	   maladies	   auto-‐immunes	   systémiques	  

comme	  une	   sclérodactylie,	   empruntée	  à	   la	   Sclérodermie	  Systémique	  ou	  un	   syndrome	  

sec	  emprunté	  au	  Syndrome	  de	  Gougerot-‐Sjögren	  etc…[211].	  Outre	  les	  particularités	  de	  

son	  spectre	  clinique,	  le	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  est	  caractérisé	  par	  une	  évolution	  

chronique,	  capricieuse	  et	  relativement	  imprévisible	  (Annexe	  4).	  Malgré	  les	  traitements,	  

les	   rechutes	   sont	   fréquentes	   et	   sont	   susceptibles	   d	  ‘engendrer	   des	   séquelles	   parfois	  

majeures,	  s’étendant	  au	  delà	  de	  la	  seule	  l’atteinte	  musculaire.	  C’est	  le	  cas	  notamment	  de	  

l’atteinte	  pulmonaire	  qui	  altère	  sévèrement	  la	  qualité	  de	  vie	  des	  patients.	  

	  

2.3.2.2.	  Mécanismes	  immunopathologiques	  

	  

Du	  point	  de	  vue	  immunopathologique,	  le	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  est	  assez	  

peu	  caractérisé.	  Néanmoins,	  il	  est	  intéressant	  de	  remarquer	  qu’on	  décrit	  non	  seulement	  

des	   prédispositions	   et	   des	   mécanismes	   spécifiques	   mais	   également	   des	   éléments	  

physiopathologiques	   partagés	   avec	   les	   maladies	   systémiques	   avec	   lesquelles	   ce	  

syndrome	  chevauche.	  Actuellement,	  il	  existe	  un	  certain	  nombre	  d’arguments	  suggérant	  

que	   la	   maladie	   est	   initiée	   au	   niveau	   pulmonaire	  :	   il	   existe	   une	   prédisposition	   HLA-‐

DRB1*03	   spécifiquement	   chez	  des	  patients	   fumeurs	   [219].	  De	  plus,	   il	   a	   été	  démontré	  

que	   la	   protéine	   antigénique	   histidyl-‐ARNt	   synthétase,	   contre	   laquelle	   sont	   dirigés	   les	  

auto-‐anticorps	  anti-‐Jo1	  est	  exprimée	  dans	  le	  tissu	  pulmonaire,	  dans	  une	  conformation	  

particulière	  [220].	  Sous	  l’action	  d’enzymes	  protéolytiques,	  comme	  Granzyme	  B,	  qui	  est	  

notamment	   exprimée	   par	   les	   cellules	   NK,	   cette	   protéine	   peut-‐être	   clivée	   et	   devenir	  

immunogène.	   En	   effet,	   les	   peptides	   générés	   agissent	   comme	   des	   chimio-‐attractants	  	  

pour	  les	  lymphocytes	  T	  et	  les	  cellules	  dendritiques	  [221].	  De	  plus,	  ils	  peuvent	  induire	  in	  

vitro	   ou	   dans	   un	   modèle	   murin	   [222]	   l’activation	   du	   système	   immunitaire	   inné	   et	  

adaptatif,	  via	  les	  voies	  d’activation	  dépendantes	  de	  TLR4	  et	  TLR2	  [223].	  Ceci	  aboutit	  à	  

la	  production	  des	  auto-‐anticorps	  par	  les	  lymphocytes	  B	  comme	  cela	  a	  été	  décrit	  pour	  le	  

Lupus	   Systémique.	   Les	   lymphocytes	   B	   sont	   probablement	   co-‐stimulés	   par	   l’IFNα	  
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produit	   [224]	   et	   maintenus	   via	   BLyS	  [225]:	   en	   effet	   ces	   molécules	   sont	  

significativement	   augmentées,	   tout	   particulièrement	   dans	   ces	   formes	   de	  myosites	   de	  

chevauchement.	   Le	   rôle	   pathogène	   des	   auto-‐anticorps	   est	   par	   contre	   moins	   clair,	  

notamment	  au	  niveau	  musculaire.	  Du	  point	  de	  vue	  qualitatif,	  l’existence	  de	  différences	  

phénotypiques	  selon	  la	  spécificité	  des	  auto-‐anticorps	  antisythétases	  plaide	  pour	  un	  rôle	  

pathogène	   de	   ces	   derniers,	   à	  moins	   que	   cela	   ne	   soit	   lié	   au	   terrain	   immunogénétique	  

[226].	   Du	   point	   de	   vue	   quantitatif,	   une	   seule	   étude	   a	   montré	   un	   lien	   entre	   les	   taux	  

d’anticorps	  et	  l’activité	  de	  la	  maladie	  [227].	  

La	   place	   des	   cellules	   NK	   dans	   la	   physiopathologie	   du	   Syndrome	   des	  

Antisynthétases	  n’est	  pas	  décrite.	  

	  

	  

2.4	  	   Traitement	  médical	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  

	  

Le	  traitement	  médical	  du	  Lupus	  Systémique	  comme	  celui	  des	  myosites	  comporte	  

des	   traitements	   immunomodulateurs,	   qui	   sont	   adaptés	   à	   la	   sévérité	   de	   la	  maladie	   et	  

remplissent	   deux	   rôles	  majeurs	  :	   éteindre	   les	   poussées	   puis	   prévenir	   leurs	   récidives.	  

Parmi	  ceux-‐ci	  on	  distingue	  donc	  :	  

	  

i) Les	   immunomodulateurs	  puissants	  qui	  sont	  utilisés	   lors	  des	  poussées.	   Il	  s’agit	  

des	   corticoïdes	  à	   forte	  dose	  et	  par	  voie	   générale,	  dont	   l’efficacité	   est	   rapide,	   ou	  

encore	  les	  immunosuppresseurs	  «	  classiques	  »	  comme	  le	  cyclophophamide	  ou	  le	  

mycophénolate	   mophétil	   par	   exemple,	   qui	   sont	   proposés	   en	   cas	   d’atteintes	  

viscérales	  sévères	  [228,229].	  

ii) Les	  corticoïdes	  à	  faible	  dose	  sont	  utilisés	  comme	  traitement	  de	  fond	  et	  sont	  aussi	  

associés	   à	   des	   traitements	   immunosuppresseurs,	   s’ils	   ont	   été	   nécessaires	   à	   la	  

mise	   en	   rémission	   (comme	   le	   mycophénolate	   mophétil,	   le	   méthotrexate	   ou	  

l’azathioprine)	  [230].	  Les	  mécanismes	  d’action	  de	  ces	   immunomodulateurs	  sont	  

multiples	  et	  assez	  peu	  spécifiques	  :	  ils	  ciblent	  donc	  les	  cellules	  immunitaires	  dans	  

leur	  ensemble.	  

Au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	  un	   immunomodulateur	  modeste	  mais	   très	  utile	  

est	  proposé	  comme	  traitement	  de	  fond	  :	  il	  s’agit	  de	  l’hydroxychloroquine,	  dont	  

le	  délai	  d’action	  est	  long,	  mais	  dont	  on	  a	  montré	  tout	  l’intérêt	  en	  prévention	  des	  

récidives	   [231].	   L’hydroxycholoquine	   est	   un	   antipaludéen	   de	   synthèse	   dont	   le	  

mode	  d’action	  passe	  par	   l’inhibition	  de	   l’acidification	  des	   vésicules	   lysosomales	  
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[232],	  c’est	  à	  dire	  par	  l’inhibition	  de	  certaines	  réactions	  métaboliques,	  comme	  la	  

fixation	  des	  TLRs	  intracellulaires	  avec	  leurs	  ligands	  [233].	  

iii) Les	  biothérapies	   sont	   des	   thérapies	   innovantes	   et	   ciblées	   sur	  des	  mécanismes	  

précis	   dont	   l’implication	   dans	   la	   pathogénie	   de	   la	   maladie	   est	   clairement	  

démontrée	  [234].	  Leur	  utilisation	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  répond	  à	  

plusieurs	  objectifs	  :	  diminuer	  les	  effets	  secondaires	  des	  traitements	  «	  classiques	  »	  

ou	  améliorer	  la	  condition	  de	  patients	  réfractaires	  aux	  autres	  traitements.	  En	  effet,	  

du	   fait	   d’effets	   secondaires	   non	   négligeables	   dans	   le	   contexte	   (comme	   la	  

myopathie	   cortisonée),	   d’une	   cortico-‐dépendance	   fréquente	   ou	   de	   la	   survenue	  

malgré	   tout	  de	  rechutes,	   l’utilisation	  des	  corticoïdes	   tend	  à	  être	  de	  plus	  en	  plus	  

limitée	   (en	  dose	   et	   en	  durée).	  Or,	   ceci	   ne	  peut	   se	   faire	   que	   grâce	   à	   l’adjonction	  

d’autres	  traitements	  immunomodulateurs,	  prescrits	  à	  visée	  d’épargne	  cortisonée	  

[235].	  Et	  dans	  ce	  cadre	  précis,	  la	  prescription	  de	  biothérapies	  tend	  à	  être	  de	  plus	  

en	   plus	   large.	   Néanmoins,	   ces	   nouveaux	   traitements	   -‐souvent	   coûteux-‐	   ne	   sont	  

pas	   eux	   non	   plus	   dénués	   d’effets	   secondaires.	   De	   plus,	   pour	   un	   patient	   donné,	  

leur	  efficacité	  n’est	  pas,	  a	  priori	  évaluable.	  Néanmoins,	   la	  place	  des	  biothérapies	  

dans	   la	   stratégie	   globale	   de	   prise	   en	   charge	   d’un	   patient	   atteint	   de	   Lupus	  

Systémique	   ou	   même	   de	   myopathie	   inflammatoire	   n’est	   pas	   toujours	   très	  

clairement	   définie,	   mais	   leur	   bénéfice	   a	   été	   montré	   dans	   certains	   contextes	  

particuliers.	  Ces	  nouvelles	  approches	  sont	  donc	  souvent	  proposées	  «	  au	  cas	  par	  

cas	  »	  c’est	  à	  dire	  dans	  le	  cadre	  d’une	  médecine	  de	  plus	  en	  plus	  personnalisée.	  

Les	  principales	  biothérapies	  utilisées	  sont	   les	  anticorps	  monoclonaux	  anti-‐CD20	  

[236,237]	  et	   les	  anti-‐BLyS	  qui	   ciblent	   les	   lymphocytes	  B,	  producteurs	  des	  auto-‐

anticorps	   pathogènes	   [238,239].	   De	   nombreuses	   autres	   biothérapies	   sont	   en	  

développement	  (plus	  ou	  moins	  avancé)	  et	  ciblent	  par	  exemple	  des	  molécules	  de	  

co-‐stimulation	   (CTLA4-‐Ig)	   [240],	   des	   cytokines	   comme	   l’IFNα	  [241–243],	   l’IFNγ	  

ou	   certaines	   voies	   d’activation	   spécifiques	   comme	   les	   TLRs,	   impliqués	   dans	   la	  

physiopathologie	  du	  Lupus	  Systémique	  [244].	  	  
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Une	   meilleure	   compréhension	   des	   mécanismes	   physiopathologiques	   du	   Lupus	  

Systémique	  et	  des	  myopathies	   inflammatoires	   (et	   tout	  particulièrement	  du	  Syndrome	  

des	   Antisynthétases)	   pourrait	   permettre	   une	   prise	   en	   charge	   médicale	   plus	  

personnalisée	  :	   il	   s’agit	   grâce	   à	   différents	   marqueurs	   immunologiques,	   de	   mieux	  

évaluer	   et	   de	   mieux	   prédire	   le	   potentiel	   évolutif	   de	   la	   maladie	   mais	   également	   la	  

réponse	  à	  des	  traitements	  spécifiques.	  De	  plus,	  des	  connaissances	  physiopathologiques	  

complémentaires	  pourraient	  aider	  au	  développement	  de	  nouvelles	  biothérapies	  ciblant	  

de	  	  nouveaux	  axes	  immunologiques.	  
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3.	  	   Implication	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  	  

	  

	  

	  

Le	   rôle	   des	   cellules	   NK	   au	   cours	   des	  maladies	   auto-‐immunes	   a	   été	   peu	   étudié	  

jusqu’à	   présent.	   Il	   a	   été	   montré,	   tant	   en	   pathologie	   humaine	   que	   dans	   des	   modèles	  

animaux,	   tantôt	   un	   rôle	   protecteur	   et	   tantôt	   un	   rôle	   délétère	   [245].	   Beaucoup	   de	  

paramètres	  –qui	  sont	  abordés	  ci-‐après-‐	  sont	  susceptibles	  d’expliquer	  ces	  différences	   :	  

la	   physiopathologie	   des	   maladies	   auto-‐immunes	   est	   hétérogène	   et	   les	   fonctions	   des	  

cellules	  NK	  sont	  multiples.	  Notamment,	  les	  interactions	  des	  cellules	  NK	  avec	  les	  autres	  

cellules	   immunitaires	   impliquées	  dans	   les	   réactions	  auto-‐immunes	  semblent	   jouer	  un	  

rôle	  essentiel.	  

	  

	  

	  

3.1.	  	  	  	  	  Modèles	  animaux	  

	  

Des	   données	   controversées	   ont	   été	   décrites	   concernant	   le	   rôle	   des	   cellules	   NK	  

selon	  les	  différents	  modèles	  animaux	  étudiés.	  Par	  exemple,	  les	  cellules	  NK	  favorisent	  la	  

myasthénie	  expérimentale	  auto-‐immune	  en	  phase	  précoce	  [246].	  Selon	  les	  conditions,	  

les	  cellules	  NK	  protègent	  de	   l’encéphalite	  auto-‐immune	  (forme	  murine	  de	  sclérose	  en	  

plaque)	  mais	   peuvent	   aussi	   la	   favoriser	   [247–249].	   Des	   résultats	   contradictoires	   ont	  

également	  été	  observés	  dans	  les	  modèles	  de	  diabète	  auto-‐immun	  murin,	  où	  les	  cellules	  

NK	   jouent	   un	   rôle	   tantôt	   protecteur	   [250],	   tantôt	   délétères,	   en	   infiltrant	   le	   tissu	  

pancréatique	   [251,252].	   Par	   ailleurs,	   dans	   les	   modèles	  murins	   classiques	   d’étude	   du	  

Lupus	   Systémique	   (lpr)	   où	   le	   gène	   Fas	   est	   muté,	   la	   diminution	   progressive	   de	   la	  

cytotoxicité	   des	   cellules	   NK	   avec	   le	   temps,	   corrèle	   avec	   l’aggravation	   de	   la	   maladie	  

[253].	  

Ces	   résultats	   en	   apparence	   conflictuels	   peuvent	   toutefois	   être	   expliqués	   par	  

l’existence	   d’un	   fond	   génétique	   différent	   selon	   les	   animaux	   étudiés,	   de	   système	  

d’induction	   de	   la	   maladie	   variables	   (immunisation	   vs	   prédisposition	   génétique)	   ou	  

encore	  des	  cinétiques	  d’intervention	  sur	  les	  cellules	  NK	  différentes.	  On	  peut	  également	  

envisager	   que	   les	   cellules	   NK	   jouent	   un	   rôle	   de	   cellules	   effectrices	   et/ou	   immuno-‐

régulatrices	  selon	  l’environnement	  tissulaire,	  cellulaire	  ou	  cytokinique	  dans	  lequel	  elles	  

sont	  situées	  [245].	  	  
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Bien	  que	  ces	  modèles	  animaux	  soient	   informatifs	  et	  permettent	  d’étudier	   l’effet	  

des	   cellules	  NK	  au	  niveau	  de	  différents	   tissus	  cibles,	   les	  mécanismes	  mis	  en	  évidence	  

sont	  difficilement	  extrapolables	  aux	  maladies	  auto-‐immunes	  humaines,	  notamment	  aux	  

maladies	  auto-‐immunes	  systémiques.	  

	  

	  

	  

3.2.	  	  	  	  	  Pathologie	  humaine	  

	  

Du	  fait	  de	  son	  accessibilité	  aisée,	   les	  études	  portant	  sur	  les	  cellules	  NK	  au	  cours	  

des	   maladies	   auto-‐immunes	   systémiques	   se	   sont	   focalisées	   pour	   la	   plupart	   sur	   le	  

compartiment	   sanguin.	   Cependant,	   ce	   compartiment	   ne	   reflète	   que	   partiellement	   les	  

réactions	   immunologiques	  qui	  peuvent	   se	   tenir	  dans	   les	  organes	   lymphoïdes	  ou	  dans	  

les	   tissus	  cibles	  de	  ces	  maladies.	  De	  plus,	   la	  majorité	  de	  ces	  études	  étant	  uniquement	  

descriptives,	  elles	  ne	  permettent	  qu’une	  interprétation	  partielle	  du	  rôle	  des	  cellules	  NK	  

dans	   le	  contexte	  d’auto-‐immunité.	  Toutefois,	  un	  recensement	   large	  des	  données	  de	   la	  

littérature	  est	  indispensable	  pour	  envisager	  le	  rôle	  possible	  des	  cellules	  NK	  (eu	  égard	  à	  

leurs	   différentes	   fonctions)	   au	   cours	   de	   chacune	   de	   ces	   maladies	   complexes,	  

notamment	  le	  Lupus	  Systémique	  (Table	  3).	  	  

	  

3.2.1	  	   Anomalies	  constatées	  	  

	  

Dans	   le	   compartiment	   périphérique,	   un	   défaut	   quantitatif	   des	   cellules	   NK	  

«	  circulantes	  »	   est	   connu	   de	   longue	   date,	   notamment	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	  

(Table	  3).	   Ces	   anomalies	   quantitatives	   ont	   été	   rapportées	   au	   cours	   de	   la	   plupart	   des	  

maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  (exception	  faite	  de	  la	  polyarthrite	  rhumatoïde)	  et	  

ceci	   avant	  même	   la	   distinction	   entre	   les	   cellules	   NK	   et	   les	   cellules	   NKT	   (ce	   qui	   rend	  

difficile	  l’interprétation	  des	  études	  les	  plus	  anciennes)	  [254,255].	  Ce	  déficit	  quantitatif	  

n’est	  en	  général	  pas	   isolé.	   Il	  accompagne	  souvent	  une	   lymphopénie	  globale	  et	   semble	  

relativement	   indépendant	   de	   l’effet	   de	   certains	   traitements	   immunomodulateurs	  

indiqués	   au	   cours	   des	  maladies	   auto-‐immunes	   systémiques.	   Il	   est	   à	   noter	   cependant	  

que	   certains	   des	   traitements	   pourraient	   a	   minima	   influer	   sur	   la	   fonctionnalité	   des	  

cellules	  NK	  [256,257].	  Dans	  la	  plupart	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques,	  il	  a	  été	  

noté	   un	   déficit	   qualitatif	   des	   cellules	   NK,	   principalement	   mis	   en	   évidence	   par	  

l’effondrement	  de	  la	  cytotoxicité	  NK	  [258–262].	  Le	  plus	  souvent	  ce	  déficit	  concerne	  la	  
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cytotoxicité	  naturelle	  mais	  parfois	  également	   l’ADCC.	  Cette	  diminution	  de	  cytotoxicité	  

au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   semblant	   discordante	   avec	   l’effet	   attendu	   de	  

l’augmentation	   des	   taux	   d’IFNα	   sériques,	   il	   a	   été	   très	   tôt	   supposé	   qu’il	   existait	   un	  

épuisement	  de	  l’effet	  de	  cette	  cytokine	  sur	  les	  cellules	  NK	  [261,262].	  

Il	   est	   à	   noter	   que	   ces	   anomalies	   sont	   constatées	   chez	   des	   patients	   en	   phase	  

inactive	  mais	  qu’elles	  peuvent	  être	  plus	  marquées	  lorsque	  la	  maladie	  auto-‐immune	  est	  

active.	   Toutefois,	   les	   études	   longitudinales	   étant	   très	   rares	   [263],	   il	   est	   difficile	   de	  

savoir	  si	  ces	  défauts	  sont	   intrinsèques	  et	  constituent	  une	  prédisposition	  aux	  maladies	  

auto-‐immunes	  systémiques	  et/ou	  si	  elles	  sont	  la	  conséquence	  de	  signaux	  extrinsèques	  

aux	   cellules	   NK.	   On	   notera	   également	   que	   ces	   anomalies	   -‐bien	   que	   profondes-‐	  

n’engendrent	  pas	  de	  sur-‐risque	  d’infections	  majeures	  ;	  elles	  	  ne	  constituent	  donc	  pas	  à	  

proprement	  parler	  un	  déficit	  immunitaire.	  

Bien	   qu’alimentant	   de	   nombreuses	   hypothèses,	   peu	   de	   données	   formelles	   sont	  

disponibles	  chez	  l’homme	  concernant	  les	  fonctions	  immunorégulatrices	  des	  cellules	  NK	  

circulantes	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques,	  comme	  par	  exemple	  leur	  

capacité	  à	  produire	  des	  cytokines	  particulières	   [259]	  ou	  à	  avoir	  des	   interactions	  avec	  

d’autres	  types	  cellulaires	  présents	  dans	  le	  compartiment	  sanguin.	  

	  

Par	   ailleurs,	   dans	   un	   contexte	   d’auto-‐immunité	   systémique,	   peu	   de	   travaux	   ont	  

porté	   sur	   l’étude	   des	   cellules	   NK	   dans	   les	   tissus.	   Une	   étude	   au	   cours	   des	  myosites	   a	  

permis	  de	  relativiser	  le	  rôle	  effecteur	  des	  NK	  dans	  le	  tissu	  cible	  que	  constitue	  le	  muscle,	  

en	  montrant	   l’absence	  de	   localisation	  de	  cellules	  NK	  à	  ce	  niveau.	  Néanmoins,	  certains	  

récepteurs	   (CD85j/ILT2)	   ou	   ligands	   (HLA-‐G)	   des	   cellules	   NK,	   qui	   sont	   également	  

exprimés	   par	   d’autres	   types	   cellulaires,	   pourraient	   être	   impliqués	   [264,265].	   Les	  

études	   les	   plus	   approfondies	   portent	   sur	   la	  polyarthrite	   rhumatoïde,	   où	   l’accès	   au	  

tissu	   cible	   articulaire	   est	   possible	   par	   prélèvement	   de	   liquide	   synovial.	   L’implication	  

des	   cellules	   NK	   dans	   la	   pathogénie	   de	   cette	   maladie	   est	   donc	   mieux	   documentée.	  

Comme	   attendu,	   les	   cellules	   NK	   du	   liquide	   synovial	   ont	   un	   phénotype	   particulier	  

CD56bright,	  différent	  des	  cellules	  NK	  circulantes	  [266,267].	  De	  plus,	  dans	  ce	  tissu	  cible	  les	  

cellules	  NK	  sont	  activées	  [268]	  et	  ont	  une	  grande	  capacité	  de	  production	  de	  cytokines,	  

comme	   l’IFNγ	   et	   surtout	   le	   TNFα,	   qui	   favorisent	   la	   maladie.	   Dans	   ce	   cadre,	   les	  

interactions	   des	   cellules	   NK	   avec	   l’environnement	   tissulaire	   semble	   importants	  

[269,270].	  
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3.2.2.	  	   Causes	  possibles	  

	  

Certaines	  équipes	  ont	  recherché	  les	  causes	  des	  défauts	  quantitatifs	  et	  qualitatifs	  

observés	  sur	   les	  cellules	  NK.	  Néanmoins,	  peu	  d’études	  dynamiques	  sont	  disponibles	  à	  

ce	   jour	   pour	   expliquer	   l’origine	   de	   ces	   anomalies	   [262].	   Il	   a	   été	   suggéré	   mais	   non	  

formellement	  démontré,	  qu’au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  des	   facteurs	   sériques	   sont	  

associés	   avec	   la	  diminution	  d’activité	  des	   cellules	  NK.	  Des	   corrélations	   statistiques	   et	  

des	  effets	  immunologiques	  directs	  (cultures	  cellulaires	  en	  présence	  de	  sera	  de	  patients)	  

suggèrent	   que	   l’IFNα,	   plutôt	   que	   des	   auto-‐anticorps	   (sous	   formes	   de	   complexes	  

immuns	  circulants)	  pourrait	  jouer	  un	  rôle	  majeur	  [262].	  

Très	   peu	   études	   phénotypiques	   extensives,	   visant	   à	   analyser	   la	   proportion	   des	  

différents	  récepteurs	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  NK	  	  ont	  été	  réalisées	  [271]	  (Table	  3).	  Il	  est	  

ainsi	   difficile	   d’envisager	   par	   ce	   biais	   l’implication	   spécifique	   de	   certains	   récepteurs.	  

Par	   contre,	   certains	   ont	   recherché	   des	   prédispositions	   génétiques	   qui	   puissent	  

expliquer	   les	   défauts	   qualitatifs	   de	   ces	   cellules	   NK.	   Ainsi,	   différentes	   anomalies	  

génétiques	  ont	  été	  mises	  en	  évidence.	  Elles	  sont	  d’ordre	  génotypique,	  allélique	  ou	  liées	  

à	  des	  polymorphismes.	  Elles	  concernent	  différents	  récepteurs	  et	  voies	  de	  signalisation	  

impliqués	  dans	  des	  voies	  d’activation	  particulières	  des	  cellules	  NK	  :	  reconnaissances	  de	  

type	  «	  missing	  self	  recognition»,	  ADCC	  et	  «	  stress-‐induced	  recognition	  »	  :	  

	  

i)	   Ainsi,	   les	   principales	   études	   ont	   porté	   sur	   les	   associations	  KIRs/HLA-‐I,	   c’est	   à	  

dire	   sur	   une	   influence	   potentielle	   du	   «licensing	  »	   et	   de	   l’activation	   de	   la	  

cytotoxicité	   des	   cellules	   NK	   de	   type	   «	  missing	   self	   recognition	  »	   au	   cours	   des	  

maladies	  auto-‐immunes	  [272].	  Ceci	  fut	  mis	  en	  évidence	  pour	  certaines	  maladies	  

auto-‐immunes	  spécifiques	  d’organe	  ou	  de	  rhumatismes	  inflammatoires	  non	  auto-‐

immuns	  [273],	  qui	  ne	  seront	  pas	  développés	  dans	  ce	  travail,	  mais	  également	  au	  

cours	   de	   certaines	   maladies	   auto-‐immunes	   systémiques	   (Sclérodermie	  

Systémique,	   Lupus	   Systémique	   etc…[20,21,274,275]).	   Il	   est	   important	   de	  

remarquer	   que	   dans	   la	   plupart	   des	   cas,	   ce	   sont	   des	   récepteurs	   activateurs	   qui	  

sont	   impliqués.	   Théoriquement,	   toutes	   ces	   anomalies	   diminuent	   le	   «	  tonus	  

inhibiteur	  »	  prépondérant	  des	  cellules	  NK.	  Ceci	  contraste	  donc	  avec	  la	  diminution	  

des	   activités	   cytotoxiques	   décrites	   pour	   les	   cellules	   NK	   circulantes,	   et	   souligne	  

donc	   l’importance	   d’étudier	   les	   fonctions	   des	   cellules	   NK	   circulantes	   de	   façon	  

dynamique	  (stimulation	  de	  récepteurs	  spécifiques)	  et	  également	   les	  cellules	  NK	  

dans	  les	  tissus	  cibles.	  
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Table	   3	  :	   Lupus	   Systémique	  :	   récapitulatif	   des	   données	   de	   la	   littérature	   concernant	   la	  

description	  d’anomalies	  des	  cellules	  NK	  (1989-‐2014).	  

*	  :	  intrafamilial	  ;	  °	  :	  Stimulation	  PMA	  +Ionomycine.	  N=	  nombre	  ;	  LS	  :	  Lupus	  Systémique	  

	  

	  
Publications	   	  	   Quantitatif	   Fonctions	   Anomalies	  Phénotypiques	   Association	  avec	   	  	  

1er	  auteur	   Journal	   Année	   n	  
LS	  

Nombre	  NK/	  
%	  NK	  

Cytolyse/	  Production	  
cytokines	   Diminution	   Augmentation	   Activité	   Clinique	   Remarques	  

	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Toth	  J	   Immunobiol	   1989	   5*	   	  	   Diminuée	   	  	   	  	   Non	   	  	   	  	  
Struyf	  NJ	   ARD	   1990	   14	   	  	   Diminuée	   CD16+	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Markeljevic	  J	   J	  Clin	  Lab	  
Immunol	   1991	   17	   Diminué	   Diminuée	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Yabuhara	  A	   J	  Rheum	   1996	   25	   Diminué	   Diminuée	   	  	   	  	   Oui	   	  	   Cas	  pédiatriques,	  
Suivi	  longitudinal	  

Erkeller-‐
Yuksel	  FM	   Lupus	   1997	   20	   Diminué/	  

Diminué	   	  	   	  	   	  	   Oui	   Oui	  (LN)	   Longitudinal:	  pas	  de	  
différence	  

Riccieri	  V	   Lupus	   2000	   58	   Diminué/	  
Diminué	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Wouters	  CHP	   B	  J	  Dermatol	   2004	   48	   Diminué	   Diminuée	   	  	   	  	   	  	   LES	  >	  LC	   	  	  

Toyabe	  S	   J	  Autoimmunity	   2004	   12	   	  	   	  	   DAP12	  (protéine	  &	  
ARNm)	   	  	   	  	   	  	   ARNm:	  mutations,	  

ADN:	  normal	  

Green	  MR	   Clin	  Exp	  
Immunol	   2005	   64*	   Diminué	   Diminuée	   	  	   	  	   Oui	   	  	   Diminution	  activité	  

chez	  certains	  relatifs	  

Schepis	  D	   Immunology	   2008	   33	   	  	   	  	   	  	   CD56bright	  &	  
NKp46	   	  	   Non	   	  	  

Schleinitz	  N	   PLoS	  ONE	   2009	   13	   	  	   	  	   CD16	  (MFI)	  &	  CD244	   CD158b/j	  
(MFI)	   	  	   	  	   Expression	  DAP12	  :	  

normale	  

Puxeddu	  I	   Scand	  J	  
Rheumatol	   2012	   14	   nd	  /	  Diminué	   	  	   NKG2D,	  DNAM-‐1,	  

NTB-‐A	  &	  2B4	   	  	   Non	   	  	   	  	  

Henriques	  A	   Clin	  Rheumatol	   2013	   44	   Diminué/	  
Diminué	  

nd	  /Low	  	  TNFα	  ,	  High	  
IFNγ°	  

CXCR3,	  Granzyme	  
(MFI)	   	  	   Oui	   nd	   	  	  

Ye	  Z	   Int	  J	  Rheumatic	  
dis	   2014	   32	   nd	  /	  Diminué	   Normale/	  Normal	  IFNγ°	   KIR3DL1-‐3	  &	  NKG2C	   NKp46	   	  	   	  	   	  	  
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ii)	   D’autre	  part,	  des	  polymorphismes	  spécifiques,	  concernant	  le	  CD16/FcγRIIIA,	  ont	  

été	   recherchés	   chez	   des	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique.	   Etant	   en	   effet	  

impliqué	   dans	   la	   clairance	   des	   complexes	   immuns	   circulants,	   le	   CD16/FcγRIIIA	  

était	   un	   candidat	   intéressant	   à	   étudier	   dans	   cette	   pathologie.	   Ainsi,	   certains	  

polymorphismes	   qui	   prédisposeraient	   au	   Lupus	   Systémique	   pourraient	  

conditionner	   certaines	   formes	   cliniques	   et/ou	   certains	   modes	   évolutifs	  

[185,186].	   En	   résumé,	   une	  modulation	   de	   l’affinité	   du	   récepteur	   FcγRIIIA	   pour	  

ses	   ligands	   –	   des	   complexes	   immuns	   circulants-‐	   pourrait	   agir	   sur	   l’activité	  

d’ADCC	  exercée	  par	  les	  cellules	  NK	  vis-‐à-‐vis	  de	  cellules	  cibles.	  

iii)	   Enfin,	  très	  récemment	  et	  pour	  la	  première	  fois	  dans	  le	  cadre	  des	  maladies	  auto-‐

immunes,	   il	   a	   été	   rapporté	   qu’une	   susceptibilité	   génétique	   portant	   sur	   un	  

nucléotide	  particulier	   du	  promoteur	  d’un	   récepteur	   activateur	  des	   cellules	  NK	  :	  

NCR3/NKp30	   pourrait	  protéger	   contre	   la	   survenue	  du	  Syndrome	  de	  Gougerot-‐

Sjögren	  [276].	  Il	  a	  par	  ailleurs	  été	  montré	  que	  l’interaction	  de	  ce	  récepteur	  avec	  

son	  ligand,	  B7-‐H6,	  exprimé	  par	  les	  cellules	  cibles	  était	  directement	  impliqué	  dans	  

la	   physiopathologie	   de	   cette	   maladie	   auto-‐immune,	   impliquant	   donc	   une	  

reconnaissance	  de	  type	  «	  stress	  recognition	  ».	  

	  

	  

3.2.3	  	   Conséquences	  possibles	  

	  

Les	   conséquences	   des	   anomalies	   des	   cellules	   NK	   constatées	   au	   cours	   des	  

maladies	  auto-‐immunes	  systémiques	  sont	  difficiles	  à	  envisager,	  notamment	  du	  fait	  que	  

les	  fonctions	  de	  ces	  cellules	  dans	  les	  tissus	  n’ont	  pas	  toujours	  été	  étudiées.	  Par	  analogie	  

avec	   le	  diabète	  de	   type	  1,	   l’hypothèse	  de	  cellules	  NK	  à	   fort	  potentiel	   effecteur,	   c’est	   à	  

dire	   génératrices	   de	   lésions	   dans	   les	   tissus	   cibles,	   a	   été	   suggérée	   mais	   n’est	   pas	  

démontrée	   [273].	   Par	   contre,	   l’exemple	   de	   la	   polyarthrite	   rhumatoïde	   permet	  

d’envisager	   un	   rôle	   immunorégulateur	   des	   cellules	   NK	   au	   cours	   des	   maladies	   auto-‐

immunes,	   notamment	   par	   la	   production	   de	   certaines	   cytokines	   clefs	   ou	   via	   des	  

interactions	  avec	  d’autres	  cellules	  immunitaires.	  Par	  exemple,	  l’interaction	  des	  cellules	  

NK	   avec	   les	   monocytes	   favorise	   l’évolution	   de	   la	   maladie,	   c’est	   à	   dire	   la	   destruction	  

articulaire	   [270,277].	   Des	   interactions	   avec	   d’autres	   cellules	   immunitaires	   innées	   ou	  

adaptatives	  (Macrophages,	  Lymphocytes	  T	  ou	  B…)	  ont	  été	  proposées,	  par	  analogie	  avec	  

des	   études	   réalisées	   in	   vitro	   à	   partir	   de	   sujets	   sains	   ou	   au	   cours	   de	   pathologies	  
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infectieuses	  ou	  tumorales	  [278–281],	  mais	  ne	  sont	  pas	  formellement	  démontrées	  dans	  

un	  contexte	  auto-‐immun.	  

	  
Il	  est	  important	  de	  noter,	  qu’au	  moment	  où	  a	  débuté	  ce	  travail	  de	  Thèse	  en	  2011,	  

seules	  quelques	  données	  parcellaires	  étaient	  disponibles	  sur	  le	  rôle	  des	  cellules	  NK	  au	  

cours	   du	   Lupus	   Systémique	   (Table	   3)	   ou	   des	   Myosites.	   	   Ces	   données	   préliminaires	  

témoignaient	   d’un	   possible	   rôle	   des	   NK	   au	   cours	   des	   maladies	   auto-‐immune	  

systémiques	  qui	  méritait	  le	  développement	  d’études	  plus	  approfondies.	  
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Ce	  travail	  a	  été	  initié	  suite	  à	  l’observation	  dans	  le	  laboratoire	  du	  cas	  d’un	  patient	  

présentant	   une	   lymphoprolifération	   indolente	   de	   phénotype	   NK	   compliquée	   d’une	  

myasthénie	  auto-‐immune	  [282].	  	  

Il	   s’agissait	   initialement	  de	  montrer	   l’implication	  de	  ces	  cellules	  de	   l’immunité	  

innée	   dans	   la	   survenue	   des	  maladies	   auto-‐immunes	   en	   général,	   en	   postulant	  a	  priori	  

que	  des	  cellules	  NK	  anormales	  pouvaient	  favoriser	  la	  survenue	  de	  ce	  type	  de	  maladies.	  	  

Après	   avoir	   rapidement	   testé	   plusieurs	   maladies	   auto-‐immunes,	   différentes	  

données	   phénotypiques	   et	   fonctionnelles	   ont	   indiqué	   que	   les	   cellules	   NK	   circulantes	  

pouvaient	  être	  impliquées	  dans	  deux	  d’entre-‐elles	  en	  particulier:	   le	  Lupus	  Systémique	  

et	  les	  Myopathies	  Inflammatoires.	  	  

Afin	   de	   déterminer	   les	   mécanismes	   pouvant	   être	   impliqués	   dans	   cette	  

dérégulation	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  de	  certaines	  maladies	  auto-‐immunes,	  un	  travail	  

plus	   analytique	   a	   ensuite	   été	   réalisé,	   en	   étudiant	   l’effet	   de	   différents	   stimuli	   sur	   les	  

fonctions	  des	  cellules	  NK	  et	  en	  caractérisant	  les	  cellules	  NK	  dans	  les	  tissus.	  Il	  s’agissait	  

de	  caractériser	  les	  facteurs	  impliqués	  dans	  les	  anomalies	  observées,	  et	  d’en	  déterminer	  

les	  conséquences.	  
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1.	  	   Etude	  descriptive	  des	  cellules	  NK	  circulantes	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  
	  

	  

	  

1.1	  	   Introduction	  

	  

Le	   premier	   travail	   au	   cours	   de	   cette	   thèse	   a	   consisté	   en	   une	   étude	   extensive	  

phénotypique	  et	   fonctionnelle	  des	  cellules	  NK	  chez	  des	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique.	  

Ces	   travaux	   ont	   été	   rendus	  possibles	   grâce	   aux	   récents	   progrès	   concernant	   la	   description	  des	  

récepteurs	  des	  cellules	  NK	  (panel	  étudié	  :	  17	  marqueurs	  de	  surface)	  et	  l’utilisation	  de	  cytométrie	  

en	   flux	   à	   multi-‐paramètres.	   Ceci	   a	   permis	   d’une	   part	   de	   caractériser	   très	   précisément	   leur	  

phénotype	  et	  d’autre	  part	  d’évaluer	  leurs	  capacités	  cytotoxiques	  (naturelle	  et	  par	  ADCC)	  et	  leurs	  

capacités	  de	  production	  intra-‐cellulaire	  d’IFNγ.	  	  

L’objectif	   principal	   de	   cette	   étude	   était	   de	   corréler	   les	   caractéristiques	  des	   cellules	  NK	  

observées	  avec	  l’activité	  de	  la	  maladie,	  ce	  qui	  n’avait	  pas	  été	  précisément	  étudié	  jusqu’alors.	   	  



Résultats	  

	   68	  

ARTHRITIS & RHEUMATISM
Vol. 63, No. 6, June 2011, pp 1698–1706
DOI 10.1002/art.30313
© 2011, American College of Rheumatology

Phenotype and Function of Natural Killer Cells in
Systemic Lupus Erythematosus

Excess Interferon-! Production in Patients With Active Disease

Baptiste Hervier,1 Vivien Beziat,2 Julien Haroche,3 Alexis Mathian,1
Pierre Lebon,4 Pascale Ghillani-Dalbin,3 Lucile Musset,3 Patrice Debré,2
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Objective. To determine the phenotype and the
functionality of natural killer (NK) cells in patients with
systemic lupus erythematosus (SLE).

Methods. A total of 94 patients with SLE (91
women and 3 men) were compared with 26 healthy
controls. Active SLE was defined by an SLE Disease
Activity Index score >4. Immunologic tests were per-
formed using nonactivated and/or interleukin-2 (IL-2)–
activated peripheral blood mononuclear cells. NK cell
phenotype was determined by flow cytometry. NK cell
natural cytotoxicity and antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC) were determined by 51Cr release
and CD107a degranulation experiments. Intracellular
interferon-! (IFN!) production by NK cells was evalu-
ated after overnight stimulation with IL-12 and IL-18.
IFN" levels were assessed using an antiviral cytopathic
bioassay.

Results. The absolute NK cell count was de-
creased in patients with active SLE, but the relative
frequencies of total CD3#CD56bright NK cells and
CD3#CD56dim NK cells were unaffected. The

CD3#CD56dim NK cells in patients with active SLE
displayed unique phenotypic characteristics, including
significant increases in CD69 and NKG2A and de-
creased expression of Fc! receptor type IIIa/CD16,
CD8", and the killer cell immunoglobulin-like receptor
(KIR) KIR2DL1/KIR2DS1. Concomitant with these
findings, NK cells from SLE patients had lower cytotoxi-
city but a normal level of ADCC compared with NK cells
from healthy controls. There was a significant positive
correlation between the increased level of IFN" in the
serum and the enhanced frequency of IFN!$ cells in
patients with active SLE (r % 0.370, P % 0.04).

Conclusion. NK cells in patients with active SLE
display phenotypic and functional features associated
with activation. Furthermore, NK cells from patients
with active SLE have the capacity to produce large
amounts of IFN!. This could contribute to the dysregu-
lation of the link between innate and adaptive immunity
seen in SLE.

Natural killer (NK) cells provide the first line of
defense against infections and developing malignancies.
They are a heterogeneous subset of cells that differ in
their proliferative potential, homing characteristics,
functional capacities, and responses to different cyto-
kines. They can be divided into 2 major subsets, based on
the relative densities of CD56 surface expression. Peri-
pheral blood NK cells comprise !10% CD56bright and
!90% CD56dim NK cell subsets, which are relatively
distinct upon activation (1). CD56bright NK cells prolif-
erate and produce a wide range of cytokines (e.g.,
interferon-! [IFN!], tumor necrosis factor ", and
interleukin-10 [IL-10]) and chemokines (e.g., macro-
phage inflammatory protein 1# and RANTES) but
display minimal cytotoxic activity, while CD56dim NK
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Hôpitaux de Paris, and INSERM, UMR-S 945, University of Paris 6,
Paris, France; 2Vivien Beziat, PhD, Patrice Debré, MD, PhD, Vincent
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cells show little proliferation, produce relatively lower
amounts of cytokines, and are highly cytotoxic.

As our understanding of NK cell biology has
improved, it has become clear that NK cell responses
are dictated by the balance between inhibitory and
activating signals originating from cell surface recep-
tors. Under normal circumstances of immune self-
surveillance, NK cells have inhibitory receptors that
recognize class I major histocompatibility complex
(MHC) molecules as their cognate ligands; these recep-
tors include killer cell immunoglobulin-like receptors
(KIRs), Immunoglobulin-like transcript 2 (ILT-2), and
the CD94/NKG2A heterodimeric receptor. However,
cytolysis does not occur simply as a result of the absence
of class I MHC molecules, but also requires an activating
receptor. Several such receptors have been character-
ized, includingNKG2C,NKG2D,andthenaturalcytotoxi-
city receptors: NKp30, NKp44, NKp46, and NKp80
(2–5).

Systemic lupus erythematosus (SLE) is character-
ized by many immunologic abnormalities of the immune
cell subsets. Even though the adaptive immune mecha-
nisms (6–8) that lead to organ impairment in SLE are
now better understood, the role of other innate immune
cells, including NK cells, remains poorly studied.

Investigators in previous studies have reported
fewer NK cells (9,10) and decreased cytotoxicity (10–12)
in SLE patients. It was hypothesized that IFN! could
suppress NK cell cytotoxicity (13,14). Park et al (15)
recently suggested that impaired NK cell differentiation
in SLE could contribute to immune system dysregula-
tion. However, a tight relationship between NK cell
abnormalities and SLE activity was not clearly estab-
lished and remains controversial (10,12).

The aim of this study was to phenotypically and
functionally characterize NK cells in patients with active
SLE and those with inactive SLE. We investigated the
relative proportions of different NK cell types and the

expression of NK cell receptors, and we studied the
activity of NK cells in terms of their direct cytotoxicity,
antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), and
production of cytokines.

PATIENTS AND METHODS
Patients and controls. The patient characteristics are

summarized in Table 1. The studied cohort included 94
patients from the French reference center for SLE at Pitié-
Salpêtrière Hospital between January 2005 and November
2010. All patients were diagnosed as having SLE according to
the revised American College of Rheumatology criteria (16).
Disease activity was assessed using the SLE Disease Activity
Index (SLEDAI) (17), and a score "4 defined active disease.
According to this cutoff value, 54 patients had inactive SLE
(median SLEDAI score 2 [range 0–3]) and 40 had active SLE
(median SLEDAI score 12 [range 4–44]). All but 5 patients
received hydroxychloroquine (200 or 400 mg daily) and/or oral
prednisone (!0.5 mg/kg daily). A total of 15 patients received
a stable dosage of mycophenolate mofetil (2 gm daily) for at
least 3 months. Twenty-six healthy blood donors from the
Etablissement Français du Sang or from our institution served
as controls. All patients provided informed consent, and this
study was approved by the local ethics committee.

Flow cytometry. Five-color flow cytometric analysis
was performed on freshly harvested blood cells. NK cells
were analyzed after staining with appropriate antibodies to
the following antigens: CD3, CD8!, CD16, CD56, CD69,
KIR2DL1/KIR2DS1, KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2,
KIR3DL1/KIR3DS1, NKG2A, NKG2D, NKp44, NKp46,
ILT-2, and 2B4 (all from Beckman Coulter), leukocyte-
associated immunoglobulin-like receptor 1 (LAIR-1; Becton
Dickinson), NKG2C (R&D Systems), and NKp30 (Miltenyi
Biotech). Fluorescence-activated cell sorting lysing solution
(Becton Dickinson) was used to lyse erythrocytes. At least
20,000 leukocytes were analyzed on an FC500 instrument
(Beckman Coulter).

NK cell degranulation, ADCC, and cytolytic assays.
For functional assays, peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were purified from blood by centrifugation using
Ficoll-Hypaque gradient. PBMCs were resuspended at 2 "
106/ml in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, plus antibiotics and nonessential
amino acids. Direct cytolytic activity of either nonactivated or

Table 1. Characteristics of the patients and controls*

Controls
(n # 26)

Patients with
inactive disease

(n # 54)

Patients with
active disease

(n # 40)

No. of women 22 52 39
Age, median (range) years 28 (21–63) 35 (18–69) 30 (18–63)
SLEDAI score, median (range) – 2 (0–3) 12 (4–44)
No. of patients taking HCQ – 50 28
Steroid dosage, median (range) mg/day – 5 (0–35) 10 (0–35)
No. of patients taking MMF – 6 9

* There were no significant differences between patients in either group and controls. SLEDAI #
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; HCQ # hydroxychloroquine; MMF # mycophe-
nolate mofetil.
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IL-2–activated (by 48-hour culture in the presence of 1,000
units/ml IL-2; Chiron) NK cells was assayed in a standard
4-hour 51Cr-release assay against K562 target cells. ADCC
experiments were performed using nonactivated PBMCs and
Raji target cells in the presence of 1 !g/ml of anti-CD20
monoclonal antibody (mAb) (rituximab; Roche).

Degranulation experiments were performed as previ-
ously described (18). Briefly, 5 ! 105 effector cells were mixed
or not with target cells to a 1:1 ratio and incubated at 37°C and
5% CO2 in the presence of anti-CD107a mAb (H4A3; Becton
Dickinson) to monitor degranulation. After 1 hour of incuba-
tion, 2 mM monensin was added and cells were incubated for
an additional 3 hours. Cells were thereafter stained for extra-
cellular antigens with anti-CD3 and anti-CD56 antibodies and
analyzed by flow cytometry. Degranulation experiments were
performed using either nonactivated effector cells or IL-2–
activated effector cells (following a 48-hour culture in the
presence of 1,000 units/ml IL-2 before the tests).

Intracellular production of IFN!. For intracellular
staining of IFN", PBMCs were incubated overnight in the
presence of IL-12 (10 ng/ml) and IL-18 (100 ng/ml) (R&D
Systems). NK cells were stained with anti-CD3 and anti-CD56
at the cell surface level, fixed, permeabilized with the Cytofix/
Cytoperm kit (Becton Dickinson), and then stained with
anti-IFN" mAb, as previously described (19).

IFN" functional assay. IFN# levels in SLE sera were
measured using an antiviral cytopathic bioassay (20). This
assay is based on the antiviral activity of human IFN# in
Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells in the presence of
vesicular stomatitis virus (VSV), Indiana strain (Pasteur Insti-
tute). Dilutions of SLE serum were added to 20,000 MDBK
cells/well in minimal essential medium/10% fetal bovine se-
rum. After incubation overnight at 37°C, plates were washed
with phosphate buffered saline, and VSV (10 times the dose
needed to kill 50% of the cells) was added to each well. After
overnight incubation at 37°C, cell lysis was assessed microscop-
ically. A laboratory reference of human IFN#, which had been
standardized with the National Institutes of Health reference
(Ga 023–902-530), was included with each titration. One unit
of IFN# activity was defined as the reciprocal of the dilution
that results in destruction of 50% of cells.

Statistical analysis. Intergroup comparisons were
made using the Mann-Whitney U test. Correlations between
numerical values were analyzed using Spearman’s rank corre-
lation test. Results were considered significant when the
2-tailed P value was less than 0.05. Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism software, version 5.0.

RESULTS

Reduced number of NK cells in SLE patients.
The absolute numbers of peripheral blood
CD3"CD56# NK cells were lower in patients with
inactive SLE (mean $ SD 105.4 $ 73.5/mm3) (P %
0.012) and in those with active SLE (mean $ SD 92.6 $
57.4/mm3) (P % 0.007) than in controls (mean $ SD
203.9 $ 134/mm3) (Figure 1A). However, the propor-
tions of CD3"CD56# NK cells were similar in SLE
patients and healthy controls (Figure 1B).
CD3"CD56dim cytotoxic NK cells and CD3"CD56bright

Figure 1. Characteristics of natural killer (NK) cells from systemic
lupus erythematosus (SLE) patients with active disease (n % 17) or
inactive disease (n % 18) compared with those of NK cells from
controls (n % 14). A, Peripheral blood CD3"CD56# NK cell count. B,
Frequency of CD3"CD56# NK cells, gated on lymphocytes from
peripheral blood. C, Fluorescence-activated cell sorting profile of
CD56bright subpopulation gated on CD3"CD56# NK cells. D, Expres-
sion of CD16 on CD56dim NK cells. Data are shown as box plots. Each
box represents the 25th to 75th percentiles. Lines outside the boxes
represent the minimum and maximum values. Lines inside the boxes
represent the mean. ! % P & 0.05; !! % P & 0.01; !!! % P & 0.001.
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NK cells were distinguished based on the CD56 cell
surface density. The relative proportions of both
CD3!CD56" NK cell subsets were similar in SLE
patients and healthy controls (Figure 1C).

NK cell expression of inhibitory and activating
receptors in SLE patients. We further compared the
phenotypic properties of the CD3!CD56dim NK cell
subset by gating out the CD3!CD56bright NK cells.
CD56dim NK cells of patients with SLE were indistin-
guishable from those of controls for cell surface expres-
sion of the major NK cell receptors, including natural
cytotoxicity receptors (NKp30, NKp44, NKp46, NKp80),
2B4, and LAIR-1 (data not shown). The frequency of
Fc! receptor type IIIa (Fc!RIIIa)–positive/CD16" NK
cells was profoundly decreased in patients with active
SLE (to mean # SD 60.5 # 36%) (P $ 0.007) and in
those with inactive SLE (to mean # SD 78.3 # 9.8%)
(P $ 0.003) compared with that in healthy controls
(mean # SD 88.7 # 41.5%) (Figure 1D).

We next investigated the expression pattern of
the inhibitory receptor CD94/NKG2A (that recognizes
HLA–E) and detected higher expression in patients with
active SLE than in controls (mean # SD 60.0 # 21.3%
versus 43.2 # 11.6%; P $ 0.015). The activating coun-
terpart receptor of CD94/NKG2A, NKG2C, was also

significantly increased in patients with active SLE com-
pared with controls (mean # SD 16.6 # 13.6% versus
4.8 # 4%; P $ 0.001). In contrast, the expression of
NKG2D was similar in all samples (Figure 2A).

KIRs include KIR2DL1/KIR2DS1 and
KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2 (which bind HLA–Cw
ligands) and KIR3DL1/KIR3DS1 (which recognizes
HLA–Bw4) (21). As shown in Figure 2B, the expression
of KIR2DL1/KIR2DS1 was significantly decreased in
patients with active SLE compared with both controls
(mean # SD 17.7 # 13.8% versus 31.2 # 17%; P $
0.007) and patients with inactive SLE (mean # SD
17.7 # 13.8% versus 26 # 11.9%; P % 0.05). There were
no significant differences in other KIR markers among
the groups (Figure 2B). ILT-2 is an inhibitory receptor
that recognizes a broad range of classic class I MHC
molecules, including HLA–G, on surrounding cells.
ILT-2 was expressed at higher levels both in patients
with active SLE (mean # SD 32.7 # 23.6%) (P $ 0.04)
and in those with inactive SLE (mean # SD 43.8 #
23.8%) (P $ 0.02) compared with healthy controls
(mean # SD 16.4 # 9.3%) (Figure 2C). Importantly, the
proportion of NK cells expressing CD8", an activating
receptor of NK cells (22), was decreased in patients with
active SLE compared with healthy controls (mean # SD

Figure 2. Pattern of receptor expression on CD3!CD56dim NK cells from SLE patients with active disease (n $ 17) or inactive
disease (n $ 18) compared with expression on cells from controls (n $ 14). A, Expression of NKG2A, NKG2C, and NKG2D receptors.
B, Expression of killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs), including KIR2DL1/KIR2DS1 (KIR 2DL1/DS1), KIR2DL2/
KIR2DL3/KIR2DS2 (KIR 2DL2-3/DS2), and KIR3DL1/KIR3DS1 (KIR 3DL1/DS1). C, Expression of other NK cell markers,
including immunoglobulin-like transcript 2 (ILT-2), CD8", and CD69. Data are shown as box plots. Each box represents the 25th to
75th percentiles. Lines outside the boxes represent the minimum and maximum values. Lines inside the boxes represent the mean.
! $ P % 0.05; !! $ P % 0.01; !!! $ P % 0.001. See Figure 1 for other definitions.
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25 ! 13.4% versus 45.3 ! 14.3%; P " 0.0009) and
compared with patients with inactive SLE (mean ! SD
25 ! 13.4% versus 36.5 ! 16.2%; P " 0.02) (Figure 2C).

Finally, the proportions of activated NK cells
were assessed by flow cytometric determination of the
early cell activation marker CD69. As shown in Figure
2C, the proportion of CD69# NK cells was higher in
patients with active SLE (mean ! SD 47.2 ! 22.1%)
(P " 0.0001) and in those with inactive SLE (mean !
SD 28.2 ! 13.8%) (P " 0.023) than in controls (mean !
SD 17.3 ! 11%). Moreover, this expression was higher
in patients with active SLE than in those with inactive
SLE (P " 0.011).

Overall, these results demonstrated that the phe-
notype of NK cells from patients with active SLE was
distinct from that of cells from healthy controls, with a
higher proportion of CD94/NKG2A#, NKG2C#, ILT-
2#, and CD69# NK cells and a lower proportion of
Fc!RIIIa/CD16#, CD8"#, and KIR2DL1/KIR2DS1#
NK cells. They also showed decreased proportions of
CD8"# and KIR2DL1/KIR2DS1# NK cells and an
increased proportion of CD69# NK cells in patients

with active SLE compared with patients with inactive
SLE.

Cytolytic functions of NK cells in SLE patients.
The overall cytolytic activities of NK cells in SLE
patients were assessed against HLA class I–negative
K562 target cells. The direct cytotoxicity of nonactivated
NK cells both from patients with active SLE (mean !
SD 5.1 ! 5.8% of lysis at a 40:1 effector cell:target cell
[E:T] ratio) (P " 0.0009) and from those with inactive
SLE (mean ! SD 26.2 ! 7.8%) (P " 0.0009) was
dramatically decreased compared with that of NK cells
from healthy controls (mean ! SD 38.5 ! 20.2%)
(Figure 3A). Moreover, at an E:T ratio of 40:1, NK cell
cytotoxicity was significantly lower in patients with active
SLE than in patients with inactive SLE (P " 0.005).
Most of these differences also persisted after the IL-2
activation of NK cells (Figure 3C). Similar results were
obtained at an E:T ratio of 20:1 (Figures 3A and C).

We further tested the level of CD107a, which
reflects NK cell degranulation capacities. A slight but
nonsignificant decrease in the degranulation response
was observed in nonactivated NK cells from patients

Figure 3. Cytolytic activities of NK cells from SLE patients. A and C, NK lysis of K562 target cells determined by a 4-hour 51Cr release
assay using nonactivated effector cells (A) and interleukin-2 (IL-2)–activated effector cells (C) at effector cell:target cell (E:T) ratios
of 40:1 and 20:1. B and D, Degranulation responses against K562 target cells by CD107a cell surface expression, using nonactivated
E cells (B) and IL-2–activated effector cells (D). E, Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against Raji cells determined
by a 4-hour 51Cr release assay at an E:T ratio of 40:1. F, Degranulation responses against Raji cells determined by CD107a cell surface
expression. The numbers of samples for each assay were as follows: in A and B, from controls n " 13, from patients with inactive SLE
n " 20, from patients with active SLE n " 6; in C and D, from controls n " 21, from patients with inactive SLE n " 32, from patients
with active SLE n " 12; in E and F, from controls n " 8, from patients with inactive SLE n " 10, from patients with active SLE n "
7. Data are shown as box plots. Each box represents the 25th to 75th percentiles. Lines outside the boxes represent the minimum and
maximum values. Lines inside the boxes represent the mean. ! " P $ 0.05; !! " P $ 0.01; !!! " P $ 0.001. See Figure 1 for other
definitions.
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with active SLE compared with those from controls
(mean ! SD 20.7 ! 16.5% versus 37.2 ! 14%; P "
0.076) (Figure 3B), whereas similar results were ob-
tained in all groups with IL-2–activated NK cells (Figure
3D).

In addition, ADCC activities were similar in
patients with active or inactive SLE and in healthy
donors (Figure 3E). This finding was confirmed using a
CD107a degranulation assay against Raji target cells in
the presence of anti-CD20 mAb (Figure 3F). Of note, no
correlation was observed between the proportion of
CD16# NK cells and the level of ADCC (data not
shown).

Production of IFN! by NK cells in SLE patients.
As shown in Figures 4A and B, the proportion of IFN!#
NK cells after IL-12 and IL-18 stimulation was signifi-
cantly higher in patients with active SLE than in controls
(mean ! SD 50.2 ! 18.2% versus 28.3 ! 15.6%; P "
0.001). Importantly, this effect was not observed in
patients with inactive SLE, in whom the proportion of
IFN!# NK cells was equivalent to that in controls
(Figure 4B). Serum levels of IL-12 and IL-18, detected
by enzyme-linked immunosorbent assay, were similar in
controls and SLE patients (data not shown).

Positive correlation between IFN! expression by
NK cells and serum IFN" levels in SLE. Several studies
have provided evidence suggesting a key role for IFN"
during SLE pathogenesis (23–25). The present study
confirmed significantly increased IFN" production in
patients with active SLE, both compared with controls
(mean ! SD 20.8 ! 33.5 IU/ml versus 2.9 ! 3.6 IU/ml;
P " 0.0002) and compared with patients with inactive
SLE (mean ! SD 20.8 ! 33.5 IU/ml versus 5.6 ! 6
IU/ml; P " 0.004) (Figure 4C). Furthermore, there was
a significant correlation between the intracellular ex-
pression of IFN! by NK cells and the serum IFN"
concentration in SLE patients (r " 0.370, P " 0.04), but
not in healthy controls (Figure 4D).

DISCUSSION

The results of this study demonstrated that NK
cells from SLE patients display an unusual phenotype
and impaired functioning. These changes are particu-
larly evident in active SLE, and they may have the
potential to affect the disease outcome.

Phenotypic analysis first disclosed an important
activation of NK cells from SLE patients. Indeed, high
expression of the early cell activation marker CD69 on
NK cells from SLE patients revealed that those cells are
strongly activated. This activation of NK cells in patients
with active SLE could also reflect their capacities for

Figure 4. Type I and type II interferon (IFN) production. A, Repre-
sentative data on intracellular IFN! expression gated on
CD3$CD56# NK cells from 3 different healthy controls and 3
different patients with active SLE, after overnight incubation with
interleukin-12 (IL-12) plus IL-18. The percentage of positive cells
is shown for each dial. B, Intracellular expression of IFN! gated on
CD3$CD56# NK cells, after overnight incubation with IL-12 plus
IL-18. Cells were collected from healthy controls (n " 20), patients
with inactive SLE (n " 16), and patients with active SLE (n " 17).
C, Production of IFN" in the sera from healthy controls (n " 14),
patients with inactive SLE (n " 23), and patients with active SLE
(n " 29). D, Correlation of IFN" production in the sera with the
percentage of IFN!# NK cells from controls (open triangles; n " 14)
and from patients with active or inactive SLE (solid triangles; n " 16
and n " 17, respectively). Horizontal lines in B and C represent
the mean. !! " P % 0.01; !!! " P % 0.001. See Figure 1 for other
definitions.
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trafficking (26) and cytokine synthesis (27,28). This
activation state could also explain the down-regulation
of CD16, as suggested by Grzywacz et al (29).

This analysis revealed that the expression of
NKG2D on NK cells was similar in patients and controls
from our cohort. These data contrasted with the findings
of Li et al (30). However, these discrepancies could
eventually be explained by some differences in SLE
organ involvement or in the treatments of the patients
between both studies.

Our phenotypic findings also suggested that NK
cells from patients with SLE, and especially those with
active SLE, could have an impaired terminal differenti-
ation. In vitro analysis of NK cell differentiation from
CD34! stem cells revealed that NK cell receptor acqui-
sition is an orderly process. CD94/NKG2A is expressed
first, followed by KIR expression (31). In accordance
with these in vitro data and as previously reported by Li
et al (30), CD94/NKG2A was persistently overexpressed
and KIR was underexpressed in patients in the current
study. This unique phenotype, showing similarities with
NK cells not fully differentiated, could be confirmed by
the decreased expression of both CD8! and CD16.
Indeed, it has been shown that NK cells acquire expres-
sion of CD16 at the latest state of differentiation (31).

NK cell cytotoxicity is a complex and dynamic
process assumed by mature NK cells. This function
requires several different intrinsic and extrinsic signals,
including adhesion, activation, and degranulation, and
involves several activation pathways. The results of this
study demonstrated significantly decreased NK cell cy-
totoxicity in patients with inactive SLE and in those with
active SLE. Importantly, our study showed a more
important NK cell lysis defect in patients with active
SLE than in those with inactive SLE. Thus, NK cell
cytotoxicity was still impaired in patients with SLE, even
after IL-2 activation.

In accordance with these results, Park et al (15)
determined a clear correlation between the lack of NK
cell cytotoxicity and both the proportions of NK cells
and the effectiveness of NK cell killing processes. Fur-
thermore, they showed decreased expression of IL-2R"
(CD122), perforin, and granzyme in NK cells from SLE
patients. Interestingly, our results were similar to those
reported in previous series (15), although the proportion
of patients with nephritis or thrombocytopenia or receiv-
ing hydroxychloroquine was slightly different in the
current study. These findings seemed to be independent
of the clinical spectrum of the disease and could be
related to a potential effect of hydroxychloroquine
through Toll-like receptors (32). In addition to this
lower lysis activity, we also tested the degranulation

response of IL-2–activated and nonactivated NK cells
against K562 cells. Although a slight decrease in nonac-
tivated NK cell degranulation was observed in patients
with active SLE, the degranulation capacities of NK cells
should be considered equivalent in patients with SLE
and controls. These data suggested that although they
could not be fully differentiated, NK cells in patients
with SLE are quite fully functional.

In contrast to the dramatic decrease in the natu-
ral cytotoxicity of nonactivated NK cells in patients with
SLE, the ADCC of NK cells and NK cell degranulation
in the presence of Raji cells were similar in SLE patients
and controls. However, when using Raji cells as target
cells, the level of ADCC was not related to CD16
expression. This normal ability to lyse Raji cells despite
lower CD16 expression could correspond to an activa-
tion stage of NK cells rather than to a terminal differ-
entiation impairment.

However, previous studies have shown that both
the maturation and the activation of NK cells are
influenced by the microenvironment and the host mar-
row stromal cells (33). Lucas et al found that the
intensity and quality of the NK cell cytotoxic response
depend on the cytokine microenvironment as well as on
immune system interactions (34). These interactions
include crosstalk between NK cells and dendritic cells
(DCs) or T lymphocytes, occurring initially in secondary
compartments such as lymph nodes (35,36). The pheno-
typing and functional results from the present study are
consistent with these findings (34). Indeed, DCs pro-
mote NK cell maturation and activation, NK cell cytotoxi-
city, and IFN# release (37) and have been implicated in
SLE pathogenesis.

This study also revealed that NK cells from
patients with active SLE produced high levels of IFN#.
Interestingly, Yu et al (38) observed that immature
CD56dim NK cells expressing CD94 (a receptor largely
associated with NKG2A) produced high amounts of
IFN#, as compared with the CD56dimCD94" NK cell
subset. Thus, CD94/NKG2A overexpression by NK cells
in SLE might reflect an accumulation of less mature
CD56dim cells with a high potential to produce IFN#. As
demonstrated in a model of IFN# receptor–knockout
mice (39), this cytokine is one of the most important
components of the immune response. Notably, IFN# has
been shown to be involved in SLE pathogenesis (40,41).
This cytokine is believed to promote Th1 cell polariza-
tion (42) and to facilitate specific cytotoxicity by over-
expression of class I and class II MHC molecules (43),
as well as to facilitate antigen processing (44) and
immunoglobulin switching (45). IFN# was recently di-
rectly implicated in SLE pathogenesis via the induction
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of soluble B lymphocyte stimulator by monocytes (40).
Interestingly, Harigai et al (40) showed that both CD4!
and CD8! T cells can contribute to the production of
IFN! in SLE patients. However, this was irrespective of
SLE activity, whereas the current study demonstrated a
correlation between intracellular expression of IFN! (in
response to IL-12 and IL-18) by NK cells and SLE
activity.

HLA–E, the major ligand for CD94/NKG2A, is
tightly up-regulated on IFN!-induced activation,
through STAT-1" (46). Overexpression of CD94/
NKG2A in active SLE could indicate a potential adverse
effect mediated by high IFN! production. This cytokine
was previously reported to protect tumor or infected
cells from lysis via a CD94/NKG2A-dependent pathway
(47). These findings may have important biologic impli-
cations, and they support the hypothesis of Moser et al
(48) that IFN! release may lead to the enhancement of
inhibitory signaling to effector cells carrying the CD94/
NKG2A receptors, thereby turning off their effector
functions. Our results suggest that a similar process
could take place in active SLE.

This study confirmed the involvement of IFN" as
a key cytokine in SLE pathogenesis, since significantly
higher concentrations of IFN" were detected in patients
with active SLE than in those with inactive SLE. Impor-
tantly, this study showed a direct correlation between
serum IFN" levels and intracellular production of IFN!
in NK cells. This was consistent with previous reports of
an inverse correlation between IFN" and cytolytic NK
cell function. Moreover, the role of IFN" in inducing
IFN! synthesis by resting NK cells has been well docu-
mented during viral infections (49,50) and requires
direct interactions between NK and other cell subsets,
such as plasmacytoid DCs, which have also been shown
to be strongly involved in SLE pathogenesis (25).

In summary, NK cells from SLE patients exhibit
unique phenotypic and functional features in association
with evolution of the disease. The direct correlation
between NK cell capacities to produce large amounts
of IFN! and serum IFN" levels reflects a key immuno-
regulatory function of these cells in SLE patients, pro-
viding a link between innate and adaptive immunity.
These results strongly support the development of novel
immunotherapeutic strategies based on anti-IFN! treat-
ment in patients with active SLE.
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Mycophenolate mofetil in the treatment of systemic
lupus erythematosus: comment on the article by
Hervier et al

To the Editor:
We read with great interest the article by Hervier et al

(Hervier B, Beziat V, Haroche J, Mathian A, Lebon P, Ghillani-
Dalbin P, et al. Phenotype and function of natural killer cells
in systemic lupus erythematosus: excess interferon-! produc-
tion in patients with active disease. Arthritis Rheum 2011;63:
1698–706). We would like to ask for an explanation on the
following point.

In the Patients and Methods section, the authors noted
that “All but 5 patients received hydroxychloroquine (200 or
400 mg daily) and/or oral prednisone (!0.5 mg/kg daily). A
total of 15 patients received a stable dosage of mycophenolate
mofetil (2 gm daily) for at least 3 months.” This suggests that
there would be differences in treatment between the group
with active systemic lupus erythematosus (SLE) and the group
with inactive SLE. We would like to know how the authors
accounted for this. In addition, because the SLE patients
studied by Hervier and colleagues were undergoing treatment,
we wonder if “treatment impact” or similar language should
have been added to the title of the article.

Zhuang Ye, MMSc
Zhengyu Jiang, PhD
Yanfang Jiang, PhD
First Hospital of Jilin University
Changchun, China

DOI 10.1002/art.34586

Reply

To the Editor:
We thank Ye et al for their interest in our article. They

raise the question of whether mycophenolate mofetil had an
effect on natural killer (NK) cells and whether that effect could

have biased our findings. To address this issue, we performed
subanalyses restricted to patients with SLE who were not
treated with mycophenolate mofetil. We found that all pheno-
typic and functional differences in NK cells observed between
patients with active disease and those with inactive disease
remained statistically significant. The mean cytolytic activity
of NK cells remained significantly lower in patients with
active SLE than in patients with inactive SLE, whereas
the intracellular expression of interferon-! by NK cells re-
mained higher in patients with active disease as compared to
patients with inactive disease (Table 1). These results are con-
sistent with those reported in previous publications (1–6). We
therefore assume that the differences observed between active
and inactive SLE are linked to SLE pathogenesis and activity
rather than to immunosuppressive treatments.

Baptiste Hervier, MD
Pitié-Salpêtrière Hospital

AP-HP
Université Pierre et Marie Curie
and INSERM UMR-S 945

Vincent Vieillard, PhD
INSERM UMR-S 945

and Université Pierre et Marie Curie
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Table 1. Functions of NK cells from SLE patients who were not treated with mycophenolate mofetil*

Cytolytic activity of NK cells†
Intracellular expression of

IFN! by NK cells‡

Active
(n " 7)

Inactive
(n " 31) P

Active
(n " 11)

Inactive
(n " 16) P

% of K562 target cell lysis at 40:1
effector cell:target cell ratio

60.3 # 15 35.4 # 18.2 0.0072 – – –

% of K562 target cell lysis at 20:1
effector cell:target cell ratio

38.5 # 12.9 19.1 # 8.6 0.0024 – – –

% of IFN!-positive NK cells – – – 48.7 # 19.1 31.7 # 16.4 0.0281

* Quantitative data were compared by Mann-Whitney U test. Values are the mean # SD.
† Cytolytic activity of natural killer (NK) cells was assessed in patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) by NK lysis of K562 target cells using interleukin-2 (IL-2)–activated NK cells.
‡ Intracellular expression of interferon-! (IFN!) by NK cells was assessed after overnight incubation with
IL-12 plus IL-18.
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1.2.	   Synthèse	  des	  résultats	  

	  

	   Les	  résultats	  de	  ce	  travail	  indiquent	  qu’il	  existe	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  :	  

i) Un	   défaut	   quantitatif	   des	   cellules	   NK	   dans	   le	   sang	   périphérique	   associée	   à	   une	  

lymphopénie	  globale	  	  suggérant	  que	  le	  déficit	  NK	  n’est	  pas	  spécifique.	  Il	  n’est	  pas	  non	  plus	  

lié	  à	  l’activité	  de	  la	  maladie.	  Il	  est	  de	  plus	  important	  de	  signaler	  que	  la	  proportion	  des	  deux	  

sous-‐populations	  de	  cellules	  NK	  circulantes	  (CD56dim	  et	  CD56bright)	  n’est	  pas	  affectée.	  

ii) Des	  anomalies	  phénotypiques	  des	  cellules	  NK,	  impliquant	  l’augmentation	  de	  la	  proportion	  

de	   cellules	   CD94/NKG2A+	   ou	   la	   diminution	   du	   niveau	   d’expression	   du	   CD16a	   ont	   été	  

constatées.	  De	  plus,	  certaines	  modifications	  observées,	  dont	  l’augmentation	  du	  CD69	  et	  la	  

diminution	   de	   CD8α	   et	   de	   KIR	   2DL1/DS1,	   sont	   d’autant	   plus	   marquées	   que	   le	   Lupus	  

Systémique	  est	  actif.	  	  

iii) Comme	   antérieurement	   décrit,	   mais	   de	   façon	   surprenante	   comparativement	   aux	  

infections	  virales	  [54],	  la	  cytotoxicité	  naturelle,	  mise	  en	  évidence	  par	  un	  test	  de	  relargage	  

de	   51Cr	   vis-‐à-‐vis	   de	   cibles	   K562,	   est	   effondrée.	   Et	   ceci	   d’autant	   plus	   que	   la	   maladie	   est	  

active.	  En	  revanche,	  le	  niveau	  d’ADCC	  n’est	  pas	  modifié.	  

iv) La	  capacité	  de	  production	  d’IFNγ,	  obtenue	  par	  stimulation	  standardisée	  par	  de	  l’IL12	  et	  de	  

l’IL18	   est	   significativement	   augmentée	   chez	   les	   patients	   actifs.	   De	   plus,	   il	   existe	   une	  

corrélation	   statistique	   forte	   avec	   les	   concentrations	   sériques	   d’IFNα,	   cytokine	   clef	   de	  

l’immunopathologie	  de	  la	  maladie.	  

	  

1.3	  	   Discussion	  complémentaire	  

	  

La	   présence	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   d’un	   phénotype	   NK	  	   de	   type	  

CD69+NKG2A+CD16lowKIR-‐CD8α-‐	   associé	   à	   un	   défaut	   de	   cytotoxicité	   naturelle	   et	   à	   une	   forte	  

production	   d’IFNγ 	   confirme	   le	   caractère	   «	  immature	  »	   de	   ces	   cellules,	   préalablement	   suggéré	  

par	   Park	   YW	   et	   coll.	   [283].	   Il	   est	   important	   de	   noter	   dans	   ce	   contexte	   de	   diminution	   de	  

l’expression	  de	  certains	  KIRs,	  que	  des	  analyses	  préliminaires	  du	  Kyrotype	  n’avaient	  pas	  retrouvé	  

dans	  notre	   cohorte	  de	  patients	   (n=42,	  résultats	  non	  montrés)	  d’association	  particulière	  avec	   le	  

Lupus	  Systémique,	  à	  la	  différence	  de	  ce	  qui	  a	  pu	  être	  suggéré	  par	  d’autres	  équipes	  [20,21].	  

	  

Park	  &	  coll.	  avaient	  suggéré	  que	  le	  déficit	  quantitatif	  en	  NK	  circulants,	  associé	  à	  un	  défaut	  

phénotypique	  et	  fonctionnel	  pouvait	  être	  imputable	  à	  un	  défaut	  de	  production	  et	  de	  maturation	  

médullaire	  des	  cellules	  NK,	  lié	  à	  des	  anomalies	  intrinsèques	  (diminution	  de	  c-‐kit	  par	  exemple).	  

Toutefois,	  d’autres	  hypothèses	  sont	  envisageables	  dont	  celles	  d’une	  apoptose	  accrue	  et/ou	  d’un	  
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afflux	  de	  cellules	  NK	  dans	   les	   tissus	  cibles.	  Ces	  hypothèses	  ont	  été	  étayées	  par	  Huang	  Z	  et	  coll.	  

[284]	  qui	  ont	  également	  constaté	  une	  lymphopénie	  NK	  chez	  les	  patients	  actifs.	  Ces	  auteurs	  ont	  

montré	   ex	   vivo	   que	   l’IFNα	   est	   responsable	   de	   l’activation	   des	   cellules	   NK	   mais	   aussi	   de	   leur	  

apoptose.	  Les	  cellules	  NK	  affectées	  sont	  celles	  qui	  expriment	  CD226+	  (DNAM-‐1),	  un	  récepteur	  

activateur	  dont	   les	   ligands	  sont	  exprimés	  essentiellement	  par	   les	  cellules	  dendritiques	  :	  CD122	  

et	  CD155.	  Dans	  un	  modèle	  murin	  prédisposé	  au	  Lupus	  Systémique	   (MRL/lpr),	  des	  cellules	  NK	  

ayant	  ce	  phénotype	  infiltrent	   le	  rein,	   l’un	  des	  principaux	  tissus	  cibles	  de	   la	  maladie	  [284].	  Bien	  

que	   non	   formellement	   démontré,	   il	   semblerait	   que	   les	   cellules	   NK,	   en	   présence	   d’IFNα,	  

s’activeraient	   et	  migreraient	   dans	   les	   tissus	   cibles	   du	   Lupus	   Systémique	   pour	   y	   jouer	   un	   rôle	  

délétère	  (production	  locale	  d’IFNγ	  et	  de	  granules	  cytotoxiques)	  avant	  d’entrer	  en	  apoptose.	  	  

	  

Ainsi,	   l’ensemble	   de	   ces	   travaux	   suggère	   que	   l’IFNα	   joue	   un	   rôle	   majeur	   dans	   les	  

processus	   impliquant	   les	   cellules	   NK	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique.	   Cependant,	   il	   n’est	   pas	  

clairement	  démontré	  si	  l’IFNα	  agit	  isolément	  ou	  en	  collaboration	  avec	  d’autres	  facteurs	  solubles	  

ou	  cellulaires.	  
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2.	  	   Liens	  entre	  NKG2A	  et	  Auto-‐immunité	  

	  

	  

2.1	  	   Introduction	  

	  

L’une	  des	  principales	  anomalies	  phénotypiques	  observée	  sur	  les	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  

Lupus	  Systémique	  est	   le	  niveau	  élevé	  d’expression	  de	  NKG2A	  (récepteur	  inhibiteur	  ayant	  pour	  

ligand	  HLA-‐E	  [36]).	  Différents	  travaux	  ont	  également	  montré	  que	  ce	  ligand	  interagit	  également	  

avec	  NKG2C,	   contrepartie	   activatrice	   de	  NKG2A,	   dont	   la	   présence	   à	   la	   surface	   des	   cellules	  NK	  

signe	   un	   état	   pathologique	   particulier	  :	   NKG2C	   est	   par	   exemple	   très	   fortement	   associé	   à	  

différentes	   pathologies	   infectieuses	   [48],	   lesquelles	   n’ont	   pas	   été	   spécifiquement	   recherchées	  

dans	  l’étude	  phénotypique	  précédente.	  

Bien	  qu’il	  n’y	  ait	  pas	  de	  corrélation	  évidente	  entre	  l’activité	  du	  Lupus	  Systémique,	  l’IFNα	  

et	  l’expression	  de	  NKG2A	  dans	  notre	  cohorte	  de	  patients	  (résultat	  non	  montré),	   il	  semblait	  tout	  

de	  même	   intéressant	   d’évaluer	   les	   liens	   potentiels	   entre	   NKG2A	   et	   l’auto-‐immunité.	   Ayant	   eu	  

l’occasion	  de	  prendre	  en	  charge	  une	  patiente	  présentant	  une	  prolifération	   indolente	  à	   cellules	  

NK	   de	   phénotype	   NKG2Ahigh,	   NKG2Chigh,	   KIRlow	   (donc	   proche	   du	   phénotype	   constaté	   pour	   les	  

patients	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique),	   il	   semblait	   intéressant	  d’étudier	   la	   fonctionnalité	  des	  

cellules	   NK	   anormales	   et	   de	   rechercher	   activement	   chez	   cette	   patiente	   cliniquement	  

asymptomatique	  des	  signes	  de	  maladies	  auto-‐immunes,	  incluant	  le	  Lupus	  Systémique.	  En	  effet,	  

les	   lymphoproliférations	   indolentes	  à	  grands	   lymphocytes	  granuleux	  –	  dont	  certaines	  sont	  des	  

proliférations	   de	   cellules	   NK-‐	   sont	   des	   situations	   pathologiques	   qui	   peuvent	   s’associer	   voire	  

induire	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  [109].	  	   	  
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To the editor:

Human NKG2A overrides NKG2C effector functions to prevent autoreactivity of NK cells

In April 2009, we saw a 64-year-old woman with persistent
indolent proliferation of CD3!CD56" large granular lympho-
cytes.1 She had no other clinical symptoms and no autoimmune
events, and her clinical course has remained benign over 22 months.
Neither clinical nor imaging studies have shown signs of lym-
phoma or acute infection. IgG serology is negative for HIV-1/2,
human T cell lymphotrophic virus (HTLV)–1/2, hepatitis B virus,
hepatitis C virus, and HHV8, and positive for EBV, CMV, HSV,
and varicella zoster virus. Most notably, we have observed an
elevated lymphocyte count, ranging from 5.2 to 8.0 # 109/L,
extremely unbalanced with CD3!CD56dim natural killer (NK) cells
accounting for 62.0%-83.2% of lymphocytes overall (Figure 1A).
Intriguingly, more than 95% of the NK cells simultaneously
coexpress inhibitory NKG2A and triggering NKG2C receptors
(Figure 1B), although coexpression of these markers is generally
observed in only 1%-2% of decidual and peripheral blood NK cells
from healthy donors.2-4 However, half of NK cells express HLA-
DR, an activation marker, and present an intermediate cell-
differentiation phenotype with a high proportion of CD57" cells
and an insignificant quantity of killer cell immunoglobulin–like
receptors (KIR) (Figure 1C-D),4 although her genome includes all
KIR variants.

Consistent with recent studies exploring the relation between
NK-cell responsiveness and receptors that engage self-MHC
class I molecules,5 polyfunctional analysis showed that this
patient’s KIR!NKG2A"NKG2C" NK cells were fully func-
tional against MHC class I–deficient target cells (K562, and
721.221) and capable of antibody-dependent cellular cytotoxic-
ity (Figure 1E).

Inhibitory NKG2A and activating NKG2C receptors are both
specific for HLA-E, a nonclassical MHC class Ib molecule
expressing peptides derived from signal sequences of other
HLA class I molecules.6 Given their opposing functional effect,
the coexpression of both markers raises the question of how NK
cells can establish self-tolerance under this circumstance, as the
lack of symptoms shows they do. A redirected killing assay
against Fc$R" P815 targets in the presence of anti-NKG2C
mAb showed that the NKG2C was functional, but more
interestingly, costimulation of NKG2A and NKG2C with their
respective mAbs demonstrated that the inhibitory function of
NKG2A prevailed (Figure 1F). The NKG2A"NKG2C" NK cells
were clearly less polyfunctional against targets expressing
HLA-E than against wild-type 721.221 cells (Figure 1E), and
HLA-E" target interaction inhibited NK-cell proliferation, ex-
cept in the presence of IL-2 (Figure 1G), as described.7 A
redirect killing assay confirmed that simultaneous engagement
of NKG2C and IL-2 induced a marked proliferative response,
abrogated by NKG2A engagement (Figure 1H).

We therefore report that the NKG2A inhibitory receptor
plays a central inhibitory role, providing a regulatory feedback
mechanism for controlling the activating NKG2C receptor,
reminiscent of the activation-dependent expression of CTLA-4
on T lymphocytes that counteracts CD28-mediated costimula-

tion.8 These findings are consistent with the higher affinity of
NKG2A for HLA-E, which likely favors its competition with
NKG2C for ligand engagement.9

To our knowledge, this case provides the first in vivo
evidence that, in the absence of KIR, expression of NKG2A on
NKG2C" NK cells establishes an inhibitory threshold that
prevents their potential autoreactivity against self-HLA-E" cells
and explains this woman’s absence of autoimmune disorders or
collateral damage.

In accordance with national ethics committee guidelines, the
patient provided written informed consent before peripheral blood
samples were collected for this study.
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Université Pierre et Marie Curie, Paris, France.

Contribution: V.B. and V.V. performed the research, analyzed the data, and
drafted the manuscript; A.A. performed the research; and B.H., D.B., and
A.M-K. conducted the clinical study and analyzed the data.

Conflict-of-interest disclosure: The authors declare no competing financial
interests.

Correspondence: Vincent Vieillard, Inserm UMR-S 945, Immunité et
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Figure 1. Phenotypic and functional features of NK cells. (A) Number of lymphocytes (black line) and CD3!CD56" NK cells (red line) over the examination period.
(B) Flow cytometric analysis of CD3!CD56" NK cells among lymphocytes and coexpression of NKG2A and NKG2C on NK cells. (C) Expression of inhibitory KIR
(KIR2DL1, KIR2DL2/3, and KIR3DL1) on CD3!CD56" NK cells. (D) Expression of CD27, CD62L, and CD57 cell-differentiation markers on CD3!CD56" NK cells.
Numbers correspond to the proportion of positive cells. (E) Polyfunctionality assays of resting CD3!CD56" NK cells tested against various targets including K562,
721.221, .221-AEH, and Raji cells in the presence of 1 #g/mL rituximab (E/T ratio of 1/1). Cells were stained with mAbs for CD107a degranulation, and intracellular
production of IFN-$ and TNF-%. All data were analyzed with the Boolean gate algorithm of Flow Jo Version 8.8 (TreeStar). Pestle software Version 1.6 was used to
remove the background, and pie charts, generated using the Spice software Version 5.2 (NIAI freeware), present the frequency of NK cells positive for 0, 1, 2, or 3
responses (to CD107a, IFN-$, and TNF-%). Arcs depict the frequency of cells positive for CD107a, IFN-$, and/or TNF-%, as described.10 (F) Redirect killing assays of
CD3!CD56" NK cells against the P815 cell line in the presence of 5 #g/mL mAbs specific for NKG2A and NKG2C, or the matched isotype control (Ig) (E/T ratio of 1/1).
Numbers correspond to the proportion of positive cells. (G) Proliferation of NK cells after stimulation for 7 days with IL-2 and/or irradiated 721.221 or .221 AEH cells
measured by cell dilution of CFSE. (H) Proliferation of NK cell after stimulation for 7 days with IL-2 and/or irradiated P815 cells plus anti-NKG2A, anti-NKG2C, or both
mAbs, measured by cell dilution of CFSE.
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To the editor:

Heterozygous disruption of human SOX6 is insufficient to impair erythropoiesis or silencing of
fetal hemoglobin

Human genetic studies have been instrumental in understanding the
trans-acting regulation of the human globin genes and particularly
the fetal-to-adult hemoglobin switch.1 Important insight has come

from studies of common genetic variation underlying fetal hemoglo-
bin (HbF) expression in adults, resulting in the identification of
BCL11A as a critical regulator of HbF silencing.2 In addition, rare
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Figure 1. Heterozygous disruption of SOX6 does not result in elevations of HbF levels. (A) Conventional G-banding of chromosomes analyzed from the patients
lymphocytes showing a balanced translocation with a karyotype of 46,XY,t(9;11)(q33.1;p15.1) that could be confirmed with fine mapping. (B) A schematic showing the resulting
breakpoint (brkpt.) on chromosome 11 at position 16195,423 (from hg18) that disrupts the SOX6 gene. Domains are shown from SOX6, including the coiled-coil (c-c),
CtBP2 binding, and HMG domains. (C) HbF content was measured using capillary electrophoresis (Capillarys 2; Sebia). No HbF was detected, which should be detectable in
zone 7 (Z7). (D) The number of F cells were quantitated by flow cytometry (BD FACSCanto II; Becton Dickinson). A total of 50 000 erythrocytes were analyzed. The patient
had 0.7% F cells (normal range: 0.4%-4%).
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2.2.	   Interprétation	  des	  résultats	  

	  

Dans	   ce	   cas	   clinique,	   les	   disparités	   fonctionnelles	   des	   cellules	   NK	   qui	   résultent	   de	  

l’expression	   anormale	   de	   certains	   récepteurs	   membranaires	   n’étaient	   pas	   à	   l’origine	   d’auto-‐

immunité.	  Ces	  travaux	  ont	  permis	  de	  confirmer	  que	  le	  signal	  inhibiteur	  médié	  par	  CD94/NKG2A	  

contourne	  ou	  surpasse	  le	  signal	  activateur	  associé	  à	  CD94/NKG2C,	  ayant	  pour	  conséquence	  une	  

inhibition	   de	   la	   lyse	   NK	   vis-‐à-‐vis	   d’une	   cible	   exprimant	   HLA-‐E.	   Ce	   résultat	   pourrait	   en	   partie	  

expliquer	  l’absence	  de	  phénomènes	  auto-‐immuns.	  

	  

2.3.	  	   Discussion	  complémentaire	  

	  

Ainsi,	  la	  surexpression	  de	  NKG2A	  jouerait	  plutôt	  un	  rôle	  protecteur,	  comme	  cela	  a	  pu	  être	  

suggéré	   récemment	  par	   la	   découverte	   chez	  une	  patiente	   atteinte	  de	  Lupus	   Systémique	   sévère	  

d’anticorps	  anti-‐NKG2A	  ayant	  un	  effet	  bloquant	  [285].	  En	  effet,	  en	  inhibant	  la	  voie	  CD94/NKG2A,	  

ces	   anticorps	  pourraient	  permettre	   l’activation	  des	   cellules	  NK	   (via	   CD94/NKG2C	  notamment,	  

qui	  n’est	  pas	  affecté	  par	  la	  présence	  de	  ces	  anticorps),	  et	  donc	  leur	  laisser	  jouer	  un	  rôle	  délétère.	  

Ce	  mécanisme,	  est	  discordant	  avec	  à	  ce	  qui	  a	  pu	  être	  envisagé	  dans	  des	  modèles	  murins	  [286],	  

mais	  souligne	  la	  complexité	  des	  interactions	  des	  cellules	  NK	  avec	  les	  autres	  types	  cellulaires	  du	  

système	  immunitaire	  inné	  ou	  adaptatif.	  	  

La	  lecture	  de	  deux	  observations	  rares	  de	  prolifération	  indolente	  de	  cellules	  NK	  associés	  à	  

des	  manifestations	  auto-‐immunes	  [282,287]	  ainsi	  qu’un	  cas	  personnel	  d’une	  patiente	  similaire	  

atteinte	  de	  Sclérodermie	  Systémique,	  pourrait	  également	  suggérer	  l’implication	  de	  CD56	  dans	  la	  

survenue	  d’auto-‐immunité	  dans	   ce	   contexte	  particulier.	   En	   effet,	   dans	   ces	   cas	   exemplaires,	   les	  

cellules	  NK	  anormales	  avaient	  perdu	  l’expression	  du	  CD56	  à	  leur	  surface.	  Toutefois,	  des	  données	  

complémentaires	  sont	  nécessaires	  pour	  étayer	  cette	  hypothèse.	   	  
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3.	  	   Modes	  spécifiques	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

	  

Cette	  étude	  complémentaire	  vise	  à	  comprendre	  les	  voies	  cellulaires	  aboutissant	  à	  l’activation	  

des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  Sa	  soumission	  pour	  publication	  («	  Involvement	   of	  

Toll-‐like	  receptor	  9	  in	  the	  activation	  of	  natural	  killer	  cells	  in	  Systemic	  Lupus	  Erythematosus	  »,	  B.	  

Hervier	   &	   coll.)	   nécessite	   l’obtention	   de	   données	   expérimentales	   complémentaires	  :	   elle	   est	   donc	  

présenté	  en	  Français	  dans	  un	   format	  de	   type	  «	  Mémoire	  »	  plutôt	  que	  sous	   forme	  de	  manuscrit	  en	  

Anglais.	  Les	  figures	  et	  la	  bibliographie	  sont	  référencées	  indépendamment	  du	  reste	  de	  la	  thèse.	  

	  

3.1.	   Introduction	  

	  

L’implication	   des	   cellules	   NK	   dans	   l’immunopathologie	   du	   Lupus	   Systémique	   a	   été	  

suggérée	   par	   différentes	   études.	   Notamment,	   différents	   travaux,	   dont	   ceux	   présentés	   en	  

première	  partie	  des	  Résultats,	  montrent	  que	  les	  cellules	  NK	  présentent	  un	  phénotype	  immature	  

(Park	   YW,	   2009)	   et	   qu’elles	   ont	   de	   plus	   grandes	   capacités	   à	   produire	   de	   l’IFNγ	   suite	   à	   la	  

stimulation	  par	  différentes	  cytokines.	  Par	  ailleurs	  un	  lien	  statistique	  entre	  cette	  la	  capacité	  des	  

cellules	  NK	  à	  produire	  de	   l’IFNγ	   et	   les	   taux	   sériques	  d’IFNα	   chez	   les	  patients	  a	  pu	  être	  mis	  en	  

évidence.	  Or,	  des	  données	  obtenues	  hors	  contexte	  auto-‐immun	  (Marshall	   JD,	  2006)	  suggèrent	  

également	  un	  lien	  immunopathologique	  entre	  ces	  deux	  cytokines,	  reliant	  ainsi	  l’immunité	  innée	  

à	   l’immunité	   adaptative.	  Néanmoins,	   dans	  un	   contexte	  d’auto-‐immunité,	   un	   tel	  mécanisme	  n’a	  

jamais	   été	   pas	   clairement	   élucidé.	   Pourtant	   l’IFNα	   est	   la	   cytokine	   clef	   du	   Lupus	   Systémique	  

(Rönnblom	  L,	  2011).	  Elle	  corrèle	  avec	  l’activité	  de	  la	  maladie	  et	  il	  a	  été	  démontré	  que	  l’IFNγ	  était	  

aussi	  impliquée	  dans	  l’immunopathologie	  de	  cette	  maladie	  (Harigai	  M,	  2008).	  	  

Au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	   l’IFNα	  est	  produite	  majoritairement	  par	   les	  pDCs	  suite	  à	  

l’activation	  de	   la	  voie	  des	  TLR	  7	  et	  TLR9.	  Ces	  derniers	  sont	  des	  récepteurs	   intracellulaires	  aux	  

signaux	  de	  danger	  qui	  ont	  pour	  ligands	  des	  molécules	  synthétiques,	  des	  ARN	  ou	  ADN	  endogènes	  

ou	  viraux	  ou	  encore	  des	  complexes	  immuns	  contenant	  des	  acides	  nucléiques	  (Baccala	  R,	  2007),	  

comme	  ceux	  qui	   sont	  décrits	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  Différents	   travaux	  préalables	  ont	  

montré	   que	   les	   cellules	   NK	   expriment	   également	   les	   TLR7	   et	   TLR9	   au	   niveau	   intra-‐

cytoplasmique	   dans	   les	   endosomes	   (Sivori	   S,	   2004).	   Outre	   l’IFNα,	   les	   ligands	   de	   ces	   TLRs	  

pourraient	  donc	  activer	  directement	   les	   cellules	  NK,	   ce	  d’autant	  qu’elles	  expriment	  différentes	  

molécules	   ou	   récepteurs	   pouvant	   permettre	   l’internalisation	   des	   ligands	   de	   ces	   TLRs.	   Par	  

analogie	  a	   ce	  qui	  a	  été	  décrit	  pour	   les	  pDCs	   (CD32)	  ou	   les	   lymphocytes	  B	   (B-‐cell	  receptor),	   les	  

cellules	  NK	  expriment	  notamment	  le	  CD16a	  qui	  peut	  lier	  les	  complexes	  immuns	  circulants.	  
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A	  partir	  de	  ces	  données	  et	  afin	  de	  préciser	  les	  mécanismes	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  au	  

cours	  du	  LES,	  une	  exploration	  de	  l’implication	  de	  la	  voie	  TLR9	  dans	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  

au	   cours	   du	   LES	   ainsi	   que	   son	   interaction	   avec	   ses	   ligands	   synthétiques	   (comme	   le	   CpG	  ODN	  

2216)	  ou	  physiologiques	  (ADN	  double	  brin)	  a	  été	  envisagée.	  Dans	  ce	  contexte,	  l’influence	  de	  ces	  

différents	   paramètres,	   de	   l’IFNα	   et	   d’éventuelles	   interactions	   cellulaires	   sur	   l’activation	   et	   la	  

fonctionnalité	  des	  cellules	  NK	  a	  été	  évaluée.	  

	  

	  

3.2.	   Patients	  et	  Méthodes	  

	  

3.2.1.	  	   Patients	  

	  

Entre	  janvier	  2013	  et	  avril	  2014,	  54	  patients	  (51	  femmes,	  3	  hommes,	  d’âge	  moyen	  39	  ±	  13	  

ans),	   suivis	   dans	   le	   Service	  de	  Médecine	   Interne	  2	  de	   l’Hôpital	   Pitié-‐Salpêtrière,	   Paris,	   France,	  

Centre	  National	  de	  référence	  pour	  le	  Lupus	  Systémique,	  ont	  été	  inclus	  dans	  cette	  étude	  (Table	  1).	  

Les	   patients	   répondaient	   aux	   critères	   de	   classification	   en	   vigueur	   pour	   le	   Lupus	   Systémique	  

(Petri	  M,	  2012).	  Les	  paramètres	  cliniques,	  biologiques,	   immunologiques	  et	   thérapeutiques	  ont	  

été	  recensés.	  Le	  Lupus	  Systémique	  était	  considéré	  actif	  en	  cas	  de	  SLEDAI	  >4.	  Les	  patients	  ont	  été	  

comparés	  à	  25	  témoins	  sains	  (21	  femmes,	  4	  hommes,	  d’âge	  moyen	  27	  ±	  8	  ans).	  

	  

3.2.2.	  	   Préparations,	  tris	  et	  cultures	  cellulaires	  

	  

Les	   PBMCs	   des	   patients	   et	   contrôles	   ont	   été	   isolées	   à	   partir	   d’échantillon	   de	   sang	   frais,	   par	  

gradient	   de	   Ficoll	   (Eurobio®).	   Les	   cellules	   ont	   été	   cultivées	   à	   37°C	   overnight	   à	   2	   x106	   de	  

cellules/mL.	  Un	  tri	  des	  cellules	  NK	  a	  été	  réalisé	  par	  sélection	  négative	  sur	  colonne	  magnétique	  

(Miltenyi	  Biotec®).	  Les	  cellules	  NK	  triées	  ont	  été	  cultivées	  overnight	  à	   la	  concentration	  de	  106	  

cellules/mL.	  Différentes	  conditions	  de	  stimulations	  ont	  été	  testées:	  

-‐ CpG	   ODN	   2216	   (InVivoGen®),	   un	   ligand	   synthétique	   de	   TLR9,	   à	   la	   concentration	   de	   5	  

µM/mL.	  

-‐ IFNα-‐2a	  (Roche®)	  à	  1500	  UI/mL.	  

-‐ ADN	  circulant	  autologue	  ou	  hétérologue	  (patients	  actifs)	  après	  extraction	  à	  partir	  du	  sérum	  

(Kit	  Qiagen®),	  à	  la	  concentration	  de	  100	  ng/mL.	  

-‐ Immunoglobulines	  humaines	  polyvalentes	  (Clairyg,	  LFB®)	  à	  1	  mg/mL.	  

-‐ Immunoglobulines	   G	   (IgG)	   purifiées	   à	   partir	   du	   sérum	   de	   2	   patients	   actifs	   présentant	  

uniquement	  des	  auto-‐anticorps	  des	  anti-‐ADN	  double	  brin	  (test	  de	  Farr)	  à	  la	  concentration	  de	  	   	  
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Table	  1	  :	  Caractéristiques	  des	  patients	  et	  contrôles.	  

	  

HCQ	  :	  Hydroxychloroquine	  ;	  * mesuré à partir du sang total, par méthode de chromatographie liquide 
(Costedoat-‐Chalumeau	  N,	  Arthritis	  Rheum,	  2007).	  
	  
	  
	  

	  	  
Contrôles	   Total	  LES	  

LES	  sans	  HCQ	   LES	  traités	  par	  HCQ	  

	  	   Actifs	   Inactifs	   Actifs	   Inactifs	  

Nombre	  Individus	   25	   54	   13	   19	   7	   15	  

Sexe	  ratio	  (%	  Femmes)	   84	   94	   85	   95	   100	   100	  

Age	  médian	  (extrêmes)	   27	  (22-‐47)	   39	  (18-‐74)	   41	  (23-‐60)	   38	  (27-‐74)	   40	  (22-‐55)	   30	  (18-‐52)	  

SLEDAI	  médian	  
(extrêmes)	   	  -‐	   4	  (0-‐16)	   8	  (5-‐14)	   2	  (0-‐4)	   8	  (6-‐16)	   2	  (0-‐4)	  

Prednisone,	  n	  (%)	   	  -‐	   34	  (63)	   10	  (77)	   8	  (42)	   6	  (86)	   10	  (67)	  

Dose	  médiane	  
Prednisone	  (extrêmes)	   	  -‐	   5	  (0-‐40)	   7	  (0-‐40)	   0	  (0-‐16)	   7	  (0-‐20)	   7	  (0-‐15)	  

Mycophénolate	  Mophetil,	  
n	  (%)	   	  -‐	   6	  (11)	   1	  (8)	   3	  (16)	   0	   2	  (13)	  

Dosage	  médian	  HCQ	  
sanguin*	  (ng/ml)	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   883	  (325-‐2260)	   1054	  (856-‐1716)	  
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1	  mg/ml	  (dosage	  vérifiés	  par	  néphélométrie,	  Behring®).	  La	  purification	  des	   IgG	  a	  été	   faite	  

sur	  colonne	  de	  chromatographie	  couplée	  à	  de	  la	  protéine	  G	  (Thermo	  Scientific®).	  Les	  IgG	  ont	  

été	  concentrées	  à	  l’aide	  de	  filtres	  de	  centrifugation	  (Centricon,	  Millipore®).	  

-‐ Corps	  apoptotiques	  autologues	  générés	  par	  isolément	  des	  polynucléaires	  neutrophiles	  et	  

induction	  d’apoptose	  par	  la	  Cycloheximide	  (Calbiochem®)	  à	  la	  dose	  de	  10	  mg/mL	  pendant	  

20h.	  La	  proportion	  de	  cellules	  en	  apoptose	  a	  été	  vérifiée	  par	  cytométrie	  en	  flux	  (marquages	  

par	   le	   CD15,	   l’Annexin-‐V	   et	   le	   7-‐aminoactinomycin	   D)	   et	   était	   supérieure	   à	   70%.	   Après	  

centrifugation	  des	  cellules	  en	  apoptose,	  l’isolement	  des	  corps	  apoptotiques	  a	  été	  effectué	  par	  

ultracentrifugation	  du	  surnageant	  (75000	  g,	  30	  minutes).	  

-‐ Anticorps	  neutralisant	  anti-‐CD118	  (IFNAR-‐2,	  antibodyOnline®)	  à	  la	  concentration	  de	  10	  

µg/mL,	  ajoutés	  aux	  cultures	  1h	  avant	  une	  autre	  stimulation.	  

-‐ Cathélicidine	  :	  LL-‐37	  (Innovagen®)	  à	  la	  concentration	  de	  1	  µg/mL.	  

	  

3.2.3.	  	   Immunophénotypage	  Lymphocytaire	  

	  

Les	  cellules	  NK	  sont	  définies	  en	  cytométrie	  en	  flux	  (FACS	  Gallios,	  Beckman-‐Coulter®)	  sur	  

la	   fenêtre	   CD45+CD3-‐CD56+.	   Elles	   ont	   été	   caractérisées	   à	   partir	   d’un	   cocktail	   d’anticorps	  

membranaires	   associant	   notamment	   des	   anticorps	   anti-‐CD69,	   DNAM-‐1,	   NKG2A	   et	   CD16.	   Le	  

marquage	  intracellulaire	  de	  TLR9-‐PE	  (Imgenex®)	  a	  été	  réalisé	  après	  perméabilisation	  cellulaire	  

(BD	  Cytofix/Cytoperm®).	  

	  
3.2.4.	   Tests	  de	  polyfonction	  

	  

Les	   tests	   de	   dégranulation	   ont	   été	   réalisés,	   en	   condition	   standard,	   après	   incubation	   des	  

cellules	  effectrices	  (PBMCs	  ou	  cellules	  NK	  purifées)	  en	  présence	  ou	  non	  de	  cellules	  cibles	  K562,	  

au	   ratio	   Effecteur/Cible	   de	   1:1,	   pendant	   5	   heures,	   après	   addition	   de	  Monensine	   et	   Brefeldine	  

(Sigma®)	  au	  bout	  d’une	  heure.	  La	  dégranulation	  a	  été	  évaluée	  en	  utilisant	  un	  anti-‐CD107a-‐FITC	  

(BD-‐Bioscience®)	  et	  la	  production	  d’IFNγ	  avec	  un	  anticorps	  anti-‐IFNγ-‐AF700	  (BD-‐Bioscience®).	  	  

	  

3.2.5.	  Dosages	  d’IFNα 	  sériques	  

	  

Les	  dosages	  sériques	  d’IFNα	  ont	  été	  effectués	  par	  mesure	  de	  l’activité	  antivirale	  au	  cours	  

d’un	   test	   cytopathique,	   comme	   décrit	   antérieurement	   (Résultats	   1).	   Ces	   tests	   étaient	   réalisés	  

après	   unique	   décongélation	   des	   sera	   (n=15).	   Les	   sera	   étaient	   congelés	   à	   -‐80°C	   après	   centri-‐

fugation	  de	  10	  minutes	  à	  2000g,	  moins	  d’une	  heure	  après	  que	  le	  prélèvement	  ait	  été	  effectué.	  	  
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3.2.6.	  Statistiques	  

	  

Les	   comparaisons	   entre	   les	   différents	   groupes	   de	   sujets	   ont	   été	   réalisées	   en	   utilisant	   le	  

Logiciel	  GarphPad	  5.0b	  :	  les	  comparaisons	  de	  données	  quantitatives	  non	  appariées	  par	  des	  Tests	  

de	   Mann-‐Whithey	   et	   les	   données	   quantitatives	   appariées	  par	   des	   Tests	   de	   Wilcoxon	   (sauf	   si	  

précisé).	   La	   corrélation	   entre	   deux	   variables	   quantitatives	   a	   été	   réalisée	   par	   des	   Tests	   de	  

Spearman.	   Seules	   des	   valeurs	   de	   p	   <	   0,05	   sont	   considérées	   comme	   significatives	   et	   sont	  

présentées	  comme	  ceci	  :	  p<0,001	  =	  ***	  ;	  p<0,01	  =	  **,	  p<0,05=	  *.	  

	  

	  

3.3.	  	   Résultats	  

	  

	  

3.3.1. Etude	   de	   l’expression	   de	   TLR9	   par	   les	   cellules	   NK	   au	   cours	   du	   Lupus	  

Systémique	  

Afin	  de	  déterminer	  si	  la	  voie	  d’activation	  TLR9	  est	  impliquée	  au	  niveau	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  

du	  Lupus	  Systémique,	  un	  immunophénotypage	  des	  NK	  circulants	  a	  été	  réalisé.	  
	  

3.3.1.1.	  Niveau	  d’expression	  intracellulaire	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  NK	  

	  

i) Comparaison	   de	   l’expression	   de	   TLR9	   entre	   patients	   actifs,	   inactifs	   et	   sujets	  

contrôles	  	  

Le	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  par	   les	  cellules	  NK	  (intensité	  moyenne	  de	   fluorescence)	  

est	  significativement	  augmenté	  chez	  les	  patients	  présentant	  un	  Lupus	  Systémique	  actif	  vs	  

inactif	  (95	  ±	  61	  vs	  38	  ±	  21	  ;	  p<0,001).	  Néanmoins,	  le	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  par	  les	  

cellules	   NK	   des	   contrôles	   est	   hétérogène	   et	   pas	   significativement	   différent	   de	   celui	   des	  

patients	  actifs	  (64	  ± 37	  ;	  p=0,074).	  	  

ii) Impact	  du	  traitement	  par	  Hydroxychloroquine	  sur	  l’expression	  de	  TLR9	  ex	  vivo	  

Comme	  le	  mode	  d’action	  de	   l’hydroxychloroquine	  (HCQ)	  est	   l’inhibition	  de	   l’acidification	  

des	   vésicules	   endosomales	   dans	   lesquelles	   se	   trouve	   TLR9	   (Yi	   AK,	   1998),	   les	   patients	  

recevant	  ce	  traitement,	  qui	  est	  couramment	  utilisé	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	  ont	  été	  

dissociés	   de	   ceux	   qui	   n’en	   recevaient	   pas	  :	   le	   marquage	   de	   TLR9	   est	   effectivement	  

significativement	  diminué	  chez	   les	  patients	   recevant	   ce	   traitement	   (38	  ±	  20	  vs	   80	  ±	  59	  ;	  

p=0,005).	  Parmi	  les	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  ne	  recevant	  pas	  d’HCQ	  (Figure	  

1A),	  ceux	  avec	  un	  Lupus	  Systémique	  actif	  ont	  un	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  significati-‐	  
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vement	  supérieur	  à	  celui	  des	  patients	  inactifs	  et	  des	  contrôles	  (134	  ±	  63	  vs	  49	  ±	  26	  et	  64	  ±	  

37	  ;	   p=0,003	   et	   p=0,003,	   respectivement).	   De	   plus,	   le	   pourcentage	   de	   cellules	   NK	  

exprimant	   TLR9	   est	   également	   augmenté	   chez	   les	   patients	   présentant	   un	   Lupus	  

Systémique	   actif	   vs	   inactif	   et	   sujets	   contrôles	   (32	   ±	   17%	   vs	   13	   ±	   15%	   et	   16	   ±	   13%	  ;	  

p=0,032	  et	  p=0,046,	  respectivement).	  

iii) Effet	  de	  l’	  Hydroxychloroquine	  sur	  l’expression	  de	  TLR9	  in	  vitro	  

D’autre	  part,	   l’addition	  de	  HCQ	  à	   la	  culture	  de	  PBMCs	  de	  sujets	  contrôles	  stimulés	  par	   le	  

CpG	  ODN	  2216,	  un	  ligand	  de	  TLR9,	  inhibe	  clairement	  son	  effet	  activateur	  (Figure	  1B).	  De	  

ce	   fait,	   pour	   la	   suite	   de	   l’étude,	   seuls	   des	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique	   ne	  

recevant	  pas	  d’HCQ	  ont	  été	  testés.	  

	  

3.3.1.2.	  Phénotype	  des	  cellules	  NK	  exprimant	  TLR9	  	  

	  

Il	   existe	   une	   corrélation	   positive	   entre	   le	   niveau	   d’expression	   de	   TLR9	   par	   les	   NK	   des	  

patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  et	  le	  niveau	  d’activation	  (CD69)	  de	  ces	  cellules	  (R=0,68	  ;	  

p=0,0036)	   (Figure	  1C).	  L’analyse	  du	  phénotype	  des	   cellules	  NK	  TLR9+	   indique	  que	  ces	   cellules	  

ont	  un	  phénotype	  particulier	  en	  accord	  avec	  les	  anomalies	  antérieurement	  décrites.	  Les	  cellules	  

NK	   exprimant	   TLR9	   	   sont	   plus	   activées,	   comme	   en	   témoigne	   une	   forte	   expression	   du	   CD69,	  

comparativement	   aux	   cellules	   NK	   TLR9-‐	   (88	   ±	   26%	   vs	   31	   ±	   19%	  ;	   p<0,001).	   En	   revanche,	   les	  

autres	  marqueurs	   étudiés	   (DNAM-‐1,	   NKG2A	   et	   CD16)	   ne	   semblent	   pas	   être	   significativement	  

modifiés	  (Figure	  1D).	  

	  

	  

3.3.2. Effet	  in	  vitro	  de	  différents	  stimuli	  sur	  l’activation	  et	  les	  fonctions	  des	  cellules	  

NK	  (cultures	  de	  PBMCs)	  

L’objet	   de	   ces	   expériences	   suivantes	   avait	   pour	   objectif	   de	   vérifier	   si	   la	   voie	   TLR9	   était	  

fonctionnelle	  et	  impliquée	  dans	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  

	  

3.3.2.1.	  Effet	  du	  CpG	  ODN	  2216,	  un	  ligand	  synthétique	  de	  TLR9	  

	  

i) Effet	  du	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  

La	   stimulation	   overnight	   de	   PBMCs	   par	   du	   CpG	   ODN	   2216	   active	   les	   cellules	   NK	   des	  

patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  (actifs	  ou	  inactifs)	  et	  chez	  les	  contrôles	  (Figure	  2A).	  

Cela	  est	  attesté	  chez	  les	  patients	  par	  une	  augmentation	  significative	  du	  CD69	  (de	  30	  ±	  18%	  

vs	  65	  ±	  19%	  ;	  p<0,001).	  Il	  n’existe	  pas	  de	  corrélation	  entre	  le	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  
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et	   l’activation	   des	   cellules	   NK	   par	   le	   CpG	   (R=-‐0,09	  ;	   p=0,75);	   de	   plus,	   la	   capacité	  

d’activation	  des	  cellules	  NK	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216	  est	  significativement	  diminuée	  pour	  les	  

patients	  actifs	  comparativement	  aux	  inactifs	  (61	  ±	  16	  vs	  71	  ±	  14	  ;	  p=0,018).	  

ii) Effet	  du	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  les	  autres	  marqueurs	  phénotypiques	  des	  cellules	  NK	  

Par	   contre,	   la	   stimulation	   overnight	   par	   le	   CpG	   ODN	   2216	   ne	   modifie	   pas	   le	   niveau	  

d’expression	  des	  différents	  marqueurs	  NK	  testés,	  incluant	  DNAM-‐1,	  CD16,	  NKG2A	  ou	  TLR9	  

(résultats	  non	  montrés).	  

iii) Effet	  du	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  les	  fonctions	  des	  cellules	  NK	  

Un	   traitement	   overnight	   de	   PBMCs	   par	   le	   CpG	   ODN	   2216	   favorise	   également	   la	  

dégranulation	  des	  cellules	  NK	  des	  contrôles	  et	  des	  patients	  en	  présence	  des	  cibles	  K562	  

(de	  33	  ±	  11	  %	  à	  50	  ±	  17%	  ;	  p=0,0018)	   (Figure	  2C).	   Il	   est	   important	  de	  noter	  que	   le	  CpG	  

ODN	  2216	  augmente	  également	  la	  production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK	  chez	  les	  patients	  

(2	  ±	  2%	  vs	  5	  ±	  4%	  ;	  p<0,001)	  et	  chez	  les	  contrôles	  (Figure	  2C).	  	  

	  

	  

3.3.2.2.	  Evaluation	  de	  l’effet	  de	  l’IFNα-‐2a	  

	  

Différentes	  données	  expérimentales	  visaient	  à	  évaluer	  l’effet	  in	  vitro	  de	  la	  cytokine	  clef	  du	  

Lupus	  Systémique.	  

	  

i) Effet	  de	  l’adjonction	  d’IFNα-‐2a	  aux	  cultures	  de	  PBMCs	  sur	  le	  phénotype,	  l’activation	  

et	  les	  fonctions	  des	  cellules	  NK.	  

Afin	  d’évaluer	  indirectement	  l’impact	  de	  l’IFNα	  produit	  par	  les	  pDCs	  sur	  les	  modifications	  

phénotypiques	  et	  fonctionnelles	  des	  cellules	  NK	  observées	  après	  la	  stimulation	  par	  le	  CpG	  

ODN	   2216,	   des	   cultures	   cellulaires	   en	   présence	   d’IFNα-‐2a	   ont	   été	   réalisées.	  

L’augmentation	  de	   la	   proportion	  de	   cellules	  NK	  des	  patients	   et	   des	   contrôles	   exprimant	  

CD69	  après	  un	  traitement	  overnight	  par	  de	  I’FNα-‐2a	  atteste	  de	  leur	  activation.	  Ces	  cellules	  

ont	  également	  des	  capacités	  accrues	  à	  dégranuler	  par	  rapport	  aux	  cellules	  non-‐stimulées	  

(33	  ±	  11	  %	  vs	  40	  ±	  18%	  ;	  p=0,0018),	  (Figure	  2C).	  Toutefois,	  la	  stimulation	  par	  de	  I’FNα-‐2a	  

est	   sans	   effet	   sur	   la	   production	   d’IFNγ	   par	   les	   cellules	   NK	   (2	   ±	   2%	   à	   3	   ±	   2%	  ;	   p=0,29)	  

(Figure	   2C).	   Par	   ailleurs,	   le	   traitement	   overnight	   par	   de	   l’IFNα-‐2a	   aux	   concentrations	  

testées	   n’induit	   pas	   l’expression	   de	   TLR9	   par	   les	   cellules	   NK	   (intensité	   de	   fluorescence	  

moyenne	  passant	  de	  70	  ±	  49	  à	  57	  ±	  37	  ;	  p=0,999).	  	  
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ii) Corrélations	  entre	  les	  concentrations	  d’IFNα 	  sériques	  l’expression	  de	  TLR9	  sur	  les	  

cellules	  NK	  	  

Il	  n’y	  a	  pas	  de	  corrélation	  entre	  les	  concentrations	  sériques	  d’IFNα	  des	  patients	  (n=15)	  et	  

le	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  NK	  (R=0,22,	  p=0,46).	  	  

iii)	  	   L’action	  du	  CpG	  ODN	  2216	  est	  indépendante	  du	  la	  production	  d’IFNα 	  

Dans	  ces	  mêmes	  conditions	  de	  culture,	  il	  n’y	  a	  pas	  de	  synergie	  entre	  IFNα-‐2a	  et	  le	  CpG	  sur	  

l’activation	  et	  la	  dégranulation	  des	  cellules	  NK	  ou	  leur	  capacité	  à	  produire	  de	  l’IFNγ	  (Figure	  

3A).	  De	  plus,	  des	  résultats	  préliminaires	  (n=3)	  suggèrent	  que	  la	  stimulation	  des	  PBMCs	  par	  

le	  CpG	  ODN	  2216	  en	  présence	  d’anticorps	  anti-‐récepteur	  de	  l’IFNα	  entraîne	  une	  activation	  

des	  cellules	  NK	  équivalente	  ou	  un	  peu	  plus	  faible	  que	  celle	  obtenue	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216	  

seul	  (Figure	  3B).	  	  

	  

3.3.2.3.	  Effet	  in	  vitro	  du	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  des	  cellules	  NK	  triées	  

	  

Afin	  de	  déterminer	  si	  un	  traitement	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216	  agit	  directement	  sur	  les	  cellules	  

NK	   ou	   indirectement	   via	   l’activation	   d’autres	   types	   cellulaires	   exprimant	   TLR9,	   des	   cultures	  

overnight	  de	  cellules	  NK	  triés	  issus	  de	  patients	  et	  de	  contrôles	  ont	  été	  réalisées.	  	  

	  

i) Effet	  de	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  triées	  	  

En	  présence	  de	  CpG	  ODN	  2216,	   	  une	  activation	  des	   cellules	  NK	  chez	   les	   sujets	   contrôles	  

comme	  chez	  les	  patients	  est	  observée,	  le	  CD69	  augmentant	  pour	  ces	  derniers	  de	  23	  ±	  15%	  

à	   40	   ±	   18%	  ;	   p=	   0,062	   (Wilcoxon	   test)	   et	   p=0,0038	   (Paired	   T	   test)	   (Figure	   2B).	   Cette	  

activation	   semble	   toutefois	   plus	  modérée	   que	   celle	   obtenue	   lors	   des	   cultures	   de	   PBMCs	  

(65	  ±	  19%,	  p=0,04).	  	  

ii) Effet	  de	  CpG	  ODN	  2216	  sur	  les	  fonctions	  des	  cellules	  NK	  triées	  	  

En	  revanche,	  la	  dégranulation	  et	  la	  production	  d’IFNγ	  ne	  sont	  pas	  stimulées	  par	  le	  CpG	  de	  

façon	  significative	  (Figure	  2B)	  chez	  les	  patients	  ou	  les	  contrôles.	  Il	  semble	  d’autre	  part	  que	  

le	   CpG	   ODN	   2216	   induit	   plus	   fortement	   la	   dégranulation	   des	   cellules	   NK	   des	   sujets	  

contrôles	   que	   celle	   des	   patients	   (52	   ±	   10	   vs	   31	   ±	   19	  ;	   p=0,044),	   suggérant	   peut-‐être	   un	  

défaut	  particulier	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  
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Figure	  2	  :	  Effets	  des	  stimulations	  par	  CpG	  ODN	  2216	  ou	  IFNα-‐2a	  sur	  l’activation	  et	  les	  fonctions	  des	  
cellules	  NK.	  
	  

A.	  Activation	  des	  cellules	  NK	  de	  sujets	  contrôles	  (blanc)	  et	  de	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  	  (gris)	  
par	  du	  CpG	  ODN	  2216	  (5	  µM/mL)	  et	  de	  l’IFNα-‐2a	  (1500	  UI/mL)	  sur	  des	  cultures	  de	  PBMCs	  ou	  B.	  sur	  des	  
cultures	   de	   cellules	   NK	   triées.	   C.	   Fonctions	   des	   cellules	   NK	  :	   dégranulation	   (CD107a)	   et	   production	  
intracellulaire	  d’IFNγ	  après	  stimulation	  par	  du	  CpG	  ODN	  2216	  et	  de	  l’IFNα-‐2a	  sur	  des	  cultures	  de	  PBMCs	  
ou	  D.	  sur	  des	  cultures	  de	  cellules	  NK	  triées.	  NS	  :	  non	  stimulé.	  *	  :	  0.01	  <	  p	  ≤	  0,05	  ;	  **	  0,01	  <	  p	  ≤	  0,001	  ;	  ***	  p	  
<	  0,001.	   	  
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Figure	  3	  :	  Etude	  de	  la	  stimulation	  des	  cellules	  NK	  conjointement	  par	  CpG	  ODN	  2216	  et	  IFNα-‐2a	  et	  
de	  l’effet	  des	  anticorps	  neutralisant	  anti-‐IFNα .	  
	  

A	   Stimulation	   des	   PBMCs	   de	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique	   (n=6)	   par	   du	   CpG	   ODN	   2216	   (5	  
µM/mL),	  de	  l’IFNα-‐2a	  (1500	  UI/mL)	  et	  du	  CpG	  ODN	  2216	  +	  de	  l’IFNα-‐2a	  :	  effet	  sur	  l’activation	  (CD69),	  la	  
dégranulation	   (CD107a)	   et	   la	   production	   intracellulaire	   d’IFNγ des	   cellules	   NK.	  B.	   Effets	   du	   blocage	   du	  
récepteur	  de	  l’IFNα	  (anticorps	  neutralisant	  anti-‐CD118	  :	  10	  µg/mL),	  sur	  la	  stimulation	  des	  cellules	  NK	  par	  
le	  CpG	  ODN	  2216	  (cultures	  de	  PBMCs).	  NS	  :	  non	  stimulé.	   	  
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3.3.3. Effet	   in	  vitro	   de	   stimuli	   impliqués	   dans	   la	   immunopathologie	   du	   Lupus	   sur	  

l’activation	  des	  cellules	  NK	  	  

	  

3.3.3.1.	  Effet	  des	  corps	  apoptotiques	  	  

	  

Aucun	   effet	   sur	   l’activation	   (CD69)	   ou	   les	   fonctions	   des	   cellules	   NK	   (dégranulation	   et	  

production	   de	   cytokines)	   n’a	   été	   observé	   lors	   des	   cultures	   de	   PBMCs	   de	   patients	   atteints	   de	  

Lupus	  Systémique	  (n=	  3)	  en	  présence	  de	  corps	  apoptotiques	  autologues	  overnight	  (résultats	  non	  

montrés).	  

	  

3.3.3.2.	  Effet	  de	  l’ADN	  circulant	  	  

	  

i)	  	   Effet	  de	  l’ADN	  circulant	  de	  patients	  actifs	  sur	  des	  cellules	  NK	  hétérologues	  

Afin	   de	   mimer	   une	   situation	   proche	   de	   l’immunopathologie	   du	   Lupus	   Systémique,	   les	  

PBMCs	  de	  patients	   (n=3)	  et	  de	  contrôles	   (n	  =3)	  ont	  été	   stimulées	  par	  de	   l’ADN	  circulant	  

extrait	  du	   sérum	  de	  patients	   actifs	   (n=2),	   connu	  pour	   être	   augmenté	   et	  hypométhylé	   au	  

cours	   du	   Lupus	   Systémique	   (Isenberg	   D,	   1994).	   Aucune	   activation	   ou	   modulation	   des	  

fonctions	  des	  cellules	  NK	  n’a	  été	  constatée	  (Figure	  4A).	  L’addition	  de	  cathélicidine	  (LL-‐37),	  

qui	   pourrait	   se	   lier	   aux	   ADN	   double	   brin	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   et	   les	   rendre	  

immunogènes	  en	  aidant	   à	   leur	   internalisation	   cellulaire	   (Kahlenberg	   JM,	  2013),	   n’a	  pas	  

d’effet	   sur	   le	  phénotype	  des	  cellules	  NK	  (incluant	  TLR9),	   l’activation	  et	   les	   fonctions	  des	  

cellules	  NK	  des	  sujets	  contrôles	  ou	  des	  patients	  (Figure4A	  &	  résultats	  non	  montrés).	  

ii)	  	   Effet	  de	  l’ADN	  circulant	  sur	  les	  cellules	  NK	  autologues	  

De	  même,	  l’ADN	  circulant	  testé	  en	  situation	  autologue	  pour	  5	  patients,	  ne	  semble	  pas	  non	  

plus	  impliqué	  dans	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  des	  patients	  (52	  ±	  10	  vs	  31	  ±	  18	  ;	  p=0,73),	  

dans	   la	   dégranulation	   ou	   la	   production	   d’IFNγ	   par	   ces	   cellules	   (Figure	  4B).	   En	   présence	  

d’immunoglobulines	   humaines	   polyvalentes,	   qui	   peuvent	   se	   lier	   au	   CD16a	   et	   donc	  

permettre	   l’internalisation	   des	   ADN	   couplés	   à	   un	   anticorps	   spécifique,	   aucun	   effet	  

significatif	  n’a	  été	  observé	  sur	  les	  différents	  paramètres	  étudiés	  (Figure	  4B).	  
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Figure	   4	  :	   Effets	   de	   différents	   auto-‐antigènes	   impliquées	   dans	   l’immunopathologie	   du	   Lupus	  
Systémique	  sur	  l’activation	  et	  les	  fonctions	  des	  cellules	  NK.	  
	  

A.	  Absence	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  lors	  de	  la	  stimulation	  overnight	  de	  PBMCs	  par	  la	  cathélicidine	  (LL-‐
37	  :	   1	   µg/mL),	   l’ADN	   circulant	   hétérologue	   (h-‐cDNA)	   isolé	   à	   partir	   du	   sérum	   de	   patients	   actifs	   (100	  
ng/mL)	  ou	   les	  deux.	  B.	  Absence	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  et	  d’augmentation	  de	   leurs	   fonctions	  par	   la	  
stimulation	  overnight	  de	  PBMCs	  de	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	   (n=5)	  par	  de	   l’ADN	  circulant	  
autologue	   (a-‐cDNA	  :	   100	   ng/mL),	   des	   immunoglobulines	   polyvalentes	   (IV	   Ig	  :	   1mg/mL)	   ou	   les	   deux.	  C.	  
Activation	  mais	  absence	  d’augmentation	  de	  la	  dégranulation	  des	  cellules	  NK	  par	  stimulation	  overnight	  de	  
PBMCs	  par	  des	  IgG	  purifiées	  à	  partir	  du	  sérum	  de	  patients	  actifs	  (n=2,	  1	  mg/ml).	  D.	  Activation	  des	  cellules	  
NK	   triées	   par	   stimulation	   overnight	   par	   des	   IgG	   purifiées	   à	   partir	   du	   sérum	   de	   patients	   actifs	   (n=2,	   1	  
mg/ml).	  Cercles	  ou	  carrés	  blancs	  =	  sujets	  contrôles,	   cercles	  ou	  carrés	  noirs	  =	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  
Systémique.	  NS	  :	  non	  stimulé.	  
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3.3.3.3.	  Effet	  des	  anticorps	  anti-‐ADN	  double	  brin	  (cultures	  de	  PBMCs	  ou	  cellules	  NK	  

triées)	  

	  

Des	  études	  préliminaires	  ont	  été	  réalisées	  concernant	  la	  stimulation	  des	  PBMCs	  de	  sujets	  

contrôles	  (n=3)	  ou	  de	  patients	  (n=3)	  par	  les	  IgG	  purifiées	  à	  partir	  du	  sérum	  de	  deux	  patients	  LES	  

actifs	   contenant	   des	   anticorps	   spécifiques	   anti-‐ADN	  double	   brin	   (Tests	   de	   Farr	   >	   100	  UI).	   Les	  

données	   indiquent	   que	  par	   rapport	   à	   des	   IgG	  provenant	   de	  donneurs	   sains,	   ceux	  des	  patients	  

activent	  plus	  significativement	  les	  cellules	  NK	  ;	  la	  proportion	  des	  cellules	  CD69+	  passant	  18	  ±	  6%	  

vs	  41	  ±	  23%	  (p=0,031).	  (Figure	  4C).	   Il	  est	   important	  de	  noter	  qu’étant	  également	  observé	  avec	  

des	  cellules	  NK	  triées	  (Figure	  4D),	  cet	  effet	  semble	  direct.	  Par	  contre,	  un	  traitement	  par	  des	  IgG	  

polyvalentes	  issus	  de	  donneurs	  sains	  n’a	  pas	  d’effet	  sur	  capacités	  fonctionnelles	  des	  cellules	  NK.	  	  

	  

	  

3.4.	  	   Discussion	  	  

	  

3.4.1.	  Implication	  de	  la	  voie	  TLR9	  sur	  les	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

Cette	   étude	   confirme	   l’implication	  de	   la	   voie	   du	  TLR9	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   et	  

plus	  particulièrement	  au	  niveau	  de	  l’activation	  des	  cellules	  NK.	  Comme	  cela	  a	  été	  documenté	  au	  

niveau	  des	  PBMCs	  (Mu	  R,	  2012)	  ou	  plus	  spécifiquement	  pour	  des	  pDCs	  ou	  des	   lymphocytes	  B	  

(Nakano	   S,	   2008	  &	  Papadimitraki	   ED,	   2006),	   une	   augmentation	   de	   l’expression	   de	  TLR9	   au	  

niveau	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  LES	  a	  été	  mise	  en	  évidence.	  Celle-‐ci	  corrèle	  avec	  l’activité	  de	  

la	  maladie.	  De	  plus,	  les	  cellules	  NK	  qui	  expriment	  TLR9	  sont	  plus	  fortement	  activées,	  comme	  en	  

témoigne	   l’expression	   du	   CD69,	   en	   accord	   avec	   l’étude	   précédente	   (Résultats	   1).	   L’HCQ	   est	  

connue	  pour	  inhiber	  la	  voie	  TLR9	  par	  inhibition	  de	  l’acidification	  des	  vésicules	  endosomales	  (Yi	  

AK,	   1998)	   dans	   lesquelles	   a	   lieu	   la	   rencontre	   de	   TLR9	   avec	   ses	   ligands.	   Cette	   drogue	   est	  

reconnue	   pour	   son	   efficacité	   en	   traitement	   au	   long	   cours	   des	   patients	   atteints	   de	   Lupus	  

Systémique.	  Comme	  cela	  a	  été	  rapporté	  pour	  les	  pDCs	  (Sacré	  K,	  2012),	  l’effet	  inhibiteur	  de	  l’HCQ	  

constaté	   in	   vitro	   sur	   l’activation	   des	   cellules	   NK	   par	   la	   voie	   TLR9	   confirme	   indirectement	  

l’implication	   spécifique	   de	   cette	   dernière.	   Le	   mécanisme	   impliqué	   dans	   ce	   processus	   n’est	  

cependant	  pas	  complètement	  élucidé.	  L’expression	  de	  TLR9	  n’est	  pas	   inductible	  par	  son	  ligand	  

synthétique	   le	   CpG	   ODN	   2216	   ou	   après	   traitement	   par	   de	   l’IFNα-‐2a,	   la	   cytokine	   clef	   de	   la	  

maladie,	   et	   des	   investigations	   complémentaires	   sont	   donc	   nécessaires.	   Il	   serait	   par	   exemple	  

intéressant	  d’étudier	  l’action	  des	  nucléosomes,	  qui	  représentent	  des	  auto-‐antigènes	  majeurs	  du	  

Lupus	  Systémique,	  sur	  l’expression	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  NK,	  comme	  cela	  à	  été	  montré	  sur	  les	  

polynucléaires	  neutrophiles	  (Lindau	  D,	  2011).	  
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Il	  n’existe	  pas	  de	  corrélation	  stricte	  entre	  le	  niveau	  d’expression	  de	  TLR9	  par	  les	  cellules	  

NK	  et	  la	  capacité	  de	  ces	  dernières	  à	  s’activer	  ou	  à	  augmenter	  leurs	  fonctionnalités	  (résultat	  non	  

montré)	  lorsque	  les	  PBMCs	  sont	  stimulées	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216.	  Au	  contraire,	  les	  cellules	  NK	  des	  

patients	   actifs,	   déjà	   majoritairement	   activées,	   répondent	   moins	   bien	   à	   cette	   stimulation	  

comparativement	   à	   celles	   des	   patients	   inactifs	   ou	   des	   contrôles.	   Cela	   suggère	   que	   le	   mode	  

d’activation	  des	   cellules	  NK	  par	   la	   voie	  TLR9	  n’est	   pas	  que	  de	   la	   présence	  du	  CpG	  ODN	  2216,	  

mais	   répond	   probablement	   à	   des	   mécanismes	   plus	   complexes.	   Il	   pourrait	   exister	   une	  

«	  compétition	  »	   entre	   le	   CpG,	   utilisé	   in	   vitro,	   et	   les	   auto-‐antigènes	   du	   Lupus	   Systémique	   ou	  

encore	   d’une	   désensibilisation	   des	   cellules	   NK	   du	   fait	   de	   la	   présence	   prolongée	   et	   en	   grande	  

quantité	   des	   auto-‐antigènes	   chez	   les	   patients	   actifs	   (Pradeu	   T,	   2013).	   D’autre	   part,	   des	  

messagers	   chimiques	   tels	   que	   des	   cytokines,	   voire	   d’autres	   molécules	   ou	   récepteurs	   comme	  

HMGB1,	  RAGE	  ou	   les	  FcRs,	  qui	  sont	  nécessaires	  à	   l’action	  d’autres	   ligands	  de	  TLR9	  pourraient	  

également	  intervenir	  dans	  l’activation	  cellulaire.	  De	  plus,	  il	  est	  intéressant	  de	  noter	  que	  Sivori	  et	  

coll.	   ont	   rapporté	   sur	   les	   cellules	   NK	   qu’il	   existait	   une	   co-‐internalisation	   du	   CpG	   ODN	   et	   de	  

KIR3DL2	   dans	   les	   endosomes	   précoces	   (Sivori	   S,	   2010).	   Des	   interactions	   cellulaires	   peuvent	  

également	  être	  envisagées,	  comme	  celles	  montrées	  entre	  des	  pDCs	  et	  des	  cellules	  NK	  (Hagberg	  

N,	  2011).	  D’ailleurs,	   il	   est	   important	  de	  noter	  que	   les	  différences	  de	   résultats	  obtenus	  à	  partir	  

des	  PBMCs	  et	  des	  NK	  triés,	  renseignent	  sur	  l’éventualité	  de	  telles	  interactions.	  	  

	  

3.4.2.	   L’implication	   de	   la	   voie	   TLR9	   ne	   semble	   pas	   dépendante	   de	  

l’IFNα  mais	  dépendante	  d’autres	  messages	  cellulaires	  

	  

La	   stimulation	   des	   PBMCs	   par	   de	   l’IFNα-‐2a	   n’est	   pas	   strictement	   superposable	   à	   celle	  

obtenue	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216,	  notamment	  en	  matière	  de	  production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK,	  

qui	  est	  significativement	  plus	  marquée	  avec	  le	  CpG	  ODN	  2216.	  Ce	  résultat	  corrobore	  les	  données	  

observées	   avec	   des	   PBMCs,	   hors	   contexte	   de	   Lupus	   Systémique	   (Marshall	   JD,	   2006)	   ou	   des	  

cellules	  NK	  triées	  en	  présence	  d’IL12	  et/ou	  d’IL8	  (Sivori	  S,	  2004).	  De	  plus,	  le	  CpG	  et	  l’IFNα-‐2a	  ne	  

semblent	   pas	   agir	   en	   synergie	   pour	   induire	   l’activation	   et	   l’augmentation	   des	   fonctions	   des	  

cellules	  NK.	  Enfin,	  des	  données	  préliminaires	  réalisées	  en	  présence	  d’anticorps	  dirigés	  contre	  	  la	  

chaine	  2	  du	  récepteur	  des	  IFNs	  de	  type	  1	  	  suggère	  que	  l’activation	  des	  cellules	  NK	  en	  présence	  de	  

CpG	   ODN	   2216	   n’est	   pas	   seulement	   dépendante	   de	   l’induction	   d’IFNα,	   qui	   est	   notamment	  

produit	  par	  les	  pDCs	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  	  

L’ensemble	  de	  ces	  résultats	  permet	  de	  faire	  plusieurs	  hypothèses	  sur	  le	  mode	  d’activation	  

des	  NK	  par	   le	  CpG	  ODN	  2216	  :	  (i)	  une	  action	  directe	  sur	   les	  cellules	  NK	  via	   le	  TLR9	  ou	  (ii)	  par	  

l’implication	  d’autres	  types	  cellulaires	  comme	  les	  sous-‐types	  de	  lymphocytes	  B	  ou	  les	  pDCs.	  Le	  
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rôle	  du	  CpG	  ODN	  2216	  dans	   l’activation	  des	   cellules	  NK,	  a	  été	  appréhendé	  après	   tri	   cellulaire.	  

Les	  données	  indiquent	  que	  la	  stimulation	  par	  le	  CpG	  ODN	  2216	  de	  cellules	  NK	  purifiées	  entraine	  

leur	   activation,	   comme	   en	   témoigne	   l’augmentation	   du	   CD69	   chez	   les	   sujets	   contrôles	   et	   les	  

patients.	   Ceci	   est	   néanmoins	   insuffisant	   pour	   stimuler	   leurs	   fonctions	   de	   dégranulation	   ou	   de	  

production	   de	   cytokines,	   comme	   l’IFNγ.	   Autrement	   dit,	   si	   la	   liaison	   de	  TLR9	   avec	   le	   CpG	  ODN	  

2216	  est	   suffisante	  pour	   induire	  directement	   l’activation	  des	   cellules	  NK,	   leurs	   fonctionnalités	  

est	  dépendante	  de	  signaux	  complémentaires,	  qui	  devront	  être	  déterminés.	  	  

Parmi	   les	   candidats	   possibles,	   il	   est	   vraisemblable	   que	   les	   pDCs	   et	   les	   lymphocytes	   B	  

soient	  mises	  en	  jeu,	  ces	  cellules	  étant	  déjà	  impliquées	  dans	  la	  pathogénie	  du	  Lupus	  Systémique	  

(Mathian	  A,	  2013).	   Il	  a	  récemment	  été	  montré	  que	   les	  pDCs	   interagissent	  avec	   les	  cellules	  NK	  

(CD56dim	  notamment)	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  (Hagberg	  N,	  2011	  &	  2013)	  :	  ces	  dernières	  

sont	   alors	   capables	   d’activer	   les	   pDCs	   et	   de	   favoriser	   leur	   production	   d’IFNα	   par	   des	  

mécanismes	  mettant	  en	  jeu	  	  MIP-‐1β,	  et	  des	  contacts	  cellules-‐cellules,	  par	  l’intermédiaire	  de	  LFA-‐

1,	  CD229	  (LY-‐9)	  et	  CD319	  (CRACC).	  Ces	  différentes	   interactions	  qui	  n’ont	  pour	   le	  moment	  pas	  

encore	   été	   étudiées	   ici	   pourraient	   induire	   l’activation	  des	   cellules	  NK	  par	   les	   pDCs	   et	   aboutir,	  

comme	  constaté	  par	  les	  auteurs,	  à	  la	  production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK.	  En	  plus	  de	  l’IFNα,	  les	  

pDCs	  sont	  capables	  de	  produire	  de	  l’IL12	  et	  de	  l’IL8,	  dont	  le	  rôle	  synergique	  dans	  la	  production	  

d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK	  stimulées	  par	  le	  CpG	  est	  établi	  (Sivori	  S,	  2004).	  

Bien	  que	  moins	  documentées,	  les	  interactions	  entre	  lymphocytes	  B	  et	  cellules	  NK	  devront	  

être	  envisagées	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  En	  dehors	  de	  tout	  contexte	  auto-‐immun,	  il	  a	  été	  

rapporté	  une	  capacité	  des	  lymphocytes	  B	  à	  promouvoir	  la	  production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK,	  

selon	   des	   mécanismes	   dépendant	   de	   contacts	   cellulaires	   (Yuan	   D,	   2004).	   De	   plus	   les	  

lymphocytes	   B	   sont	   fortement	   impliqués	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique,	   comme	   cellules	  

présentatrices	  d’antigènes	  et	  productrices	  d’auto-‐anticorps.	  Ainsi,	  l’activation,	  la	  prolifération	  et	  

la	  différenciation	  les	  lymphocytes	  B	  en	  plasmocytes	  via	  des	  voies	  impliquant	  TLR9	  ont	  déjà	  été	  

démontrées	  (Leadbetter	  EA,	  2002	  &	  Capolunghi	  F,	  2008).	  	  

	  

Afin	   de	   déterminer	   la	   nature	   des	   différentes	   interactions	   chez	   les	   patients	   atteints	   de	  

Lupus	  Systémique,	   différentes	   expériences	  devraient	   être	   envisagées,	   comme	  des	   stimulations	  

de	  PBMCs	  déplétées	  des	  pDCs	  ou	  des	  lymphocytes	  B	  en	  présence	  de	  CpG	  ODN	  2216.	  De	  plus,	  des	  

études	   immuno-‐histochimiques,	   notamment	   dans	   des	   tissus	   cibles	   affectés	   au	   cours	   du	   Lupus	  

Systémique	  comme	  la	  peau	  ou	  les	  reins,	  pourraient	  permettre	  de	  vérifier	  la	  co-‐localisation	  de	  ces	  

différents	  protagonistes,	  par	  l’utilisation	  de	  marqueurs	  spécifiques	  des	  cellules	  NK	  (anti-‐NKp46,	  

R&D	   System®),	   des	   pDCs	   (anti-‐BCDA-‐2,	   Miltenyi	   Biotec®)	   et	   des	   lymphocytes	   B	   (anti-‐CD19,	  

Dako®).	  
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3.4.3.	  Les	  auto-‐anticorps	  du	  Lupus	  Systémique	  semblent	  capables	  d’activer	  directement	  la	  

voie	  TLR9	  des	  cellules	  NK.	  

	  

Cette	   étude	   a	   également	   permis	   d’évaluer	   l’implication	   de	   différents	   auto-‐antigènes	   du	  

Lupus	   Systémique,	   ligands	   de	   TLR9,	   dans	   l’activation	   des	   cellules	   NK.	   Parmi	   ceux-‐ci	   (à	  

l’exception	  des	  nucléosomes	  qui	  n’ont	  pas	   été	   testés),	   seuls	   les	   auto-‐anticorps	   sous	   formes	  de	  

complexes	  immuns	  sont	  capables	  d’activer	   les	  cellules	  NK.	  Les	  études	  à	  partir	  de	  PBMCs	  ou	  de	  

cellules	  NK	  triés,	  suggèrent	  fortement	  que	  l’action	  de	  ces	  auto-‐anticorps	  est	  directe.	  Ces	  résultats	  

suggèrent	  une	  implication	  du	  CD16a.	  Celle-‐ci	  peut	  être	  directe	  ou	  s’effectuer	  via	  l’internalisation	  

des	  auto-‐anticorps,	  de	  façon	  similaire	  à	  l’action	  du	  CD32	  pour	  les	  pDCs	  :	  ceci	  pourrait	  permettre	  

aux	   auto-‐antigènes	   contenus	  dans	   ces	   complexes	   immuns	  de	   se	   lier	   au	  TLR9	  endosomal.	  Bien	  

que	  vraisemblables,	  ces	  mécanismes	  devront	  toutefois	  être	  démontrés	  en	  utilisant	  des	  anticorps	  

anti-‐CD16	   bloquants	   (clone	   CG8,	   Bekman-‐Coulter®),	   comme	   cela	   a	   été	   réalisé	   lors	   de	   la	  

stimulation	   des	   cellules	   NK	   avec	   des	   auto-‐anticorps	   liant	   le	   TLR7	   (Hagberg	   N,	   2011)	   et	   des	  

inhibiteurs	  de	  TLR9	   (CpG	  ODN	  TTAGGG	  ou	   l’HCQ),	   afin	  de	   s’assurer	  que	  ce	   récepteur	  est	  bien	  

impliqué	  dans	   la	   transduction	  du	  signal	  délivré	  par	   les	  complexes	   immuns	  contenant	  des	  ADN	  

double	  brin.	  Les	  données	  présentées	  ici	  suggèrent	  que	  les	  auto-‐anticorps	  n’ont	  pas	  d’effet	  sur	  les	  

fonctions	  des	  cellules	  NK.	  Si	  cela	  était	  confirmé	  sur	  un	  plus	  large	  effectif,	  il	  faudrait	  en	  conclure	  

que	  le	  signal	  délivré	  est	  différent,	  moins	  puissant	  ou	  de	  cinétique	  moins	  rapide	  que	  le	  CpG	  ODN	  

2216	  lui-‐même.	  	  

	  

3.4.4.	  La	  voie	  TLR9	  des	  cellules	  NK	  pourrait	  être	  anormale	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

Enfin,	   contrairement	   à	   d’autres	   études	   qui	   ont	   mis	   en	   évidence	   des	   différences	  

fonctionnelles	   	   entre	   les	   cellules	   NK	   des	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique	   et	   les	   sujets	  

contrôles	   (Hagberg	   N,	   2011),	   il	   est	   important	   de	   noter	   que	   la	   seule	   différence	   qui	   a	   pu	   être	  

identifiée	  au	  cours	  de	  cette	  étude	  est	  une	  plus	  grande	  capacité	  pour	  les	  cellules	  NK	  des	  contrôles	  

à	   dégranuler	   lorsqu’elles	   sont	   triées	   et	   stimulées	   par	   le	   CpG	   ODN	   2216.	   Si	   ce	   résultat	   était	  

confirmé	   sur	  une	  plus	   grande	   cohorte	  de	  patients,	   il	   pourrait	   signifier	   que	   les	   cellules	  NK	  des	  

patients	   ont	   un	   défaut	   intrinsèque	   ou	   acquis	   dans	   la	   voie	   du	   TLR9.	   L’existence	   de	  

polymorphismes	   particuliers	   du	   TLR9	   ou	   d’autres	   molécules	   impliquées	   dans	   cette	   voie	  

d’activation	   devra	   alors	   être	   envisagée,	   comme	   cela	   a	   été	   antérieurement	   suggéré	   (Laska	  MJ,	  

2014,	  Zhang	  J,	  2014,	  Li	  J2012).	  
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3.5.	  	   Conclusions	  	  

	  

Ce	   travail	   a	   permis	   de	   montrer	   que	   les	   cellules	   NK	   sont	   impliquées	   dans	   la	  

physiopathologie	   du	   Lupus	   Systémique.	   Elles	   sont	   bien	   activées	   et	   sur-‐expriment	   TLR9.	   Elles	  

sont	  activables	  par	  du	  CpG	  ODN	  2216,	  un	  ligand	  de	  TLR9,	  au	  même	  titre	  que	  les	  cellules	  NK	  des	  

sujets	  contrôles.	  Cette	  activation	  passe	  directement	  par	  la	  cellule	  NK	  mais	  le	  niveau	  obtenu	  n’est	  

pas	   suffisant	   pour	   les	   rendre	   plus	   fonctionnelles,	   suggérant	   une	   possible	   implication	   d’autres	  

cellules	   du	   système	   immunitaire	   dans	   la	   boucle	   d’activation.	  De	  plus,	   l’absence	  de	   stimulation	  

des	   cellules	   NK	   par	   les	   auto-‐antigènes	   du	   Lupus	   Systémique,	   à	   l’exception	   des	   complexes	  

immuns,	  suggèrerait	  une	  implication	  du	  CD16a	  présent	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  NK.	  
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4.	  	   Etude	  descriptive	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  

	  

	  

4.1	  	   Introduction	  

	  

Le	  rôle	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  de	  certaines	  myopathies	   inflammatoires	  a	   fait	   l’objet	  de	  

recherches	   complémentaires.	   L’objectif	   principal	   de	   ce	   travail	   était	   de	   réaliser	   une	   étude	  

phénotypique	  et	  fonctionnelle	  des	  cellules	  NK,	  similaire	  à	  celle	  réalisée	  chez	  des	  patients	  atteints	  

de	   Lupus	   Systémique,	   afin	   de	   rechercher	   si	   différents	  mécanismes	   impliquant	   les	   cellules	   NK	  

étaient	  mis	  en	  jeu	  dans	  différentes	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques.	  Il	  s’agissait	  notamment	  

d’évaluer	   le	   lien	   joué	   dans	   ce	   contexte	   par	   l’IFNα,	   une	   cytokine	   qui	   d’après	   les	   données	   de	   la	  

littérature	   pourrait	   également	   être	   impliquée	   dans	   la	   physiopathologie	   de	   ces	  maladies	   [224]	  

comme	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  

L’autre	  intérêt	  majeur	  de	  cette	  étude	  est	  de	  pouvoir	  avoir	  accès	  aux	  tissus	  cibles	  (biopsies	  

musculaires	  et	  pulmonaires	  notamment)	  afin	  d’obtenir	  des	   informations	  sur	   les	  cellules	  NK	  au	  

delà	  du	  simple	  compartiment	  sanguin	  périphérique.	  

	  

	  

Le	   manuscrit	   qui	   suit	   est	   une	   version	   proposée	   aux	   co-‐auteurs	   pour	   relecture	   en	   vue	   d’une	  

soumission	  prochaine.	  
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Evidence	  for	  the	  involvement	  of	  NK	  cells	  in	  Antisynthetase	  Syndrome.	  
	  

B.	  Hervier1,2,	   Y.	   Allenbach2,3,4,	  M.	   Perez	  5,	   H.	   Devilliers6,7,	   F.	   Cohen-‐Aubart8,	   Y.	   Uzunhan9,	   JF.	  Méritet10,	   A.	  

Achour1,	  E.	  Longchampt11,	  Z.	  Amoura1,8,	  W.	  Stenzel4,	  I.	  Cremer5,	  O.	  Benveniste2,3,	  V.	  Vieillard1.	  

	  

Abstract	  
	  
Background:	   Antisynthetase	   syndrome	   (aSS)	   is	   characterized	   by	   the	   association	   of	   interstitial	   lung	  
disease	   and	   myositis	   with	   anti-‐tRNA-‐synthetase	   autoantibodies.	   Its	   pathogenesis	   remains	   unknown,	  
especially	  regarding	  the	  involvement	  of	  innate	  immune	  cells,	  including	  natural	  killer	  (NK)	  cells.	  Here,	  we	  
describe	  the	  first	  phenotypic	  and	  functional	  characterization	  of	  NK	  cells	  in	  this	  context.	  
Methods:	  A	  total	  of	  20	  patients	  with	  inactive	  and	  active	  aSS	  were	  included	  (women/men	  =9,	  median	  age	  
=50	  years),	  and	  compared	  to	  20	  healthy	  controls.	  Freshly	   isolated	  NK	  cell	  phenotype	  was	  performed	  by	  
Flow	   cytometry.	   Polyfunctionality	   assays	   were	   performed	   to	   measure	   degranulation	   and	   intracellular	  
production	  of	  TNFα	   and	   IFNγ,	   spontaneously	  or	  after	   stimulation	  by	   interleukin(IL)-‐12	  and	   IL18,	   in	   the	  
presence	  of	  K562	  target	  cells.	  The	  presence	  and	  the	  localization	  of	  NK	  cells	  in	  primary	  human	  specimens	  
of	   lung	  (n=3)	  and	  muscle	   (n=3)	   target	   tissue	  were	  studied	  by	   immunohistochemistry,	  using	  anti-‐NKp46	  
monoclonal	  antibody.	  
Results:	   NK	   cells	   from	   inactive	   patients	   showed	   normal	   phenotype,	   whereas	   active	   aSS	   revealed	   a	  
differentiated	   NK	   cell	   profile,	   as	   indicated	   by	   a	   increased	   level	   of	   CD57	   (p=0.09)	   and	   ILT2	   (p=0.016)	  
associated	  with	  decreased	  CD161	  (p=0.052)	  and	  NKp30	  (p=0.009),	  compared	   to	  healthy	  donors.	  This	   is	  
consistent	  with	  the	  inability	  of	  circulating	  NK	  cells	  of	  active	  aSS	  patients	  to	  produce	  IFNγ	  (p=0.0017)	  after	  
IL12	  plus	  IL18	  stimulation,	  compared	  to	  healthy	  controls.	  More	  importantly,	  our	  in-‐depth	  analysis	  reveals	  
that	  NKp30	  down-‐modulation	  strongly	  correlated	  with	  the	  loss	  of	  NK	  cell	  functions	  (Spearman	  coefficient	  
r=0.57,	  p=0.009),	  and	  could	  be	  a	  surrogate	  marker	  of	  aSS	  activity.	  Histological	  studies	  reveal	  for	  the	  first	  
time	  the	  presence	  of	  small	  numbers	  of	  	  NK	  cells	  in	  the	  muscles,	  as	  well	  as	  a	  massive	  infiltration	  of	  NK	  cells	  
inside	  the	  lungs	  of	  aSS	  patients.	  
Conclusions:	  Taken	  as	  a	  whole,	  NK	  cell	  phenotypic	  and	  polyfunctional	  changes	  as	  well	  as	   infiltration	  of	  
target	  tissue	  argue	  for	  an	  involvement	  of	  NK	  cells	  in	  aSS	  pathogenesis.	  
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Antisynthetase	   syndrome	   (aSS)	   is	   an	   auto-‐
immune	  connective	  tissue	  disease	  characterized	  
by	   the	   presence	   of	   autoantibodies	   directed	  
against	   different	   aminoacyl-‐	   tRNA-‐synthetases,	  
of	   which	   hystidyl	   tRNA-‐synthetase	   is	   the	   most	  
common	   autoantigenic	   target	   (Hervier	  B,	  2013).	  
Though	   some	   clinical	   differences	   based	   on	   the	  
anti-‐ARS	  specificity	  have	  been	  reported	  (Hervier	  
B,	   2012;	   Aggarwal	   R,	   2014),	   the	   aSS	   spectrum	  
mainly	  consists	  of	  interstitial	  lung	  disease	  (ILD),	  
inflammatory	   myopathy	   and	   polyarthritis	   with	  
fever,	   Raynaud’s	   phenomenon	   and	   mechanic’s	  
hands	  (Hervier	  B,	  2013).	  The	  prognosis	  of	  aSS	   is	  
closely	   linked	   to	   the	   ILD,	  which	  can	  progress	   to	  
severe	   lung	   fibrosis	   even	   with	   the	   use	   of	  
immunosuppressive	   drugs	   (Stanciu	   R,	   2012).	  
Though	   aSS	   pathogenesis	   remains	   largely	  
unknown,	   there	   is	   increasing	   evidence	   for	   an
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involvement	   of	   both	   innate	   and	   adaptive	  
immune	   cells:	   the	   disease	   could	   start	   in	   the	  
lungs,	   where	   the	   histidyl-‐tRNA	   synthetase	   is	  
expressed	   in	   a	   specific	   structural	   conformation	  
(Levine	   SM,	   2007).	   Under	   the	   influence	   of	  
proteolytic	   enzymes,	   including	  Granzyme-‐B,	   the	  
tRNA-‐synthetase	   is	   cleaved	   and	   becomes	  
immunogenic	   (Howard	   O,	   2002).	   Mice	   models	  
have	  recently	  demonstrated	  that	  a	  peptide	  from	  
the	   histidyl-‐tRNA	   synthetase	   induces	   the	  
activation	   of	   innate	   immune	   cells	   such	   as	  
monocytes,	   through	   the	   signaling	   pathways	   of	  
both	  Toll-‐like	  receptors	  (TLR)	  TLR-‐2	  and	  TLR-‐4	  
(Fernandez	  I,	  2013).	  Furthermore,	  these	  histidyl-‐
tRNA	   synthetase	   peptides	   act	   as	   chemo-‐
attractants,	   inducing	   the	   migration	   of	   immune	  
cells	   (T	   lymphocytes	   and	   immature	   dendritic	  
cells)	   into	   the	   lung	  as	  well	   as	   the	  production	  of	  
specific	   autoantibodies	   (Howard	   O,	   2002).	   In	  
addition	   to	   these	   immune	   mechanisms,	   the	  
activation	   and	   survival	   of	   B	   cells	   has	   been	  
demonstrated	   and	   is	   associated	   with	   the	  
production	  of	  both	  IFNα	  and	  the	  B	  cell-‐activating	  
factor	   BLyS	   (Eloranta	   ML,	   2007;	   Krystufková	   O,	  
2009).	   To	   date,	   however,	   the	   specific	  
contribution	   of	   natural	   killer	   (NK)	   cells	   to	   the	  
aSS	   pathogenesis	   has	   not	   been	   studied,	   though	  
they	  have	  been	  shown	  to	  be	   involved	   in	  several	  
other	   autoimmune	   diseases	   (Fogel	   LA,	   2013),	  
including	  systemic	  lupus	  erythematosus	  (Hervier	  
B,	  2011)	  and	  Sjögren’s	  syndrome	  (Rusakiewicz	  S,	  
2013).	  	  
	  
It	   has	   generally	   been	   assumed	   that	   NK	   cells	  
provide	  surveillance	  in	  the	  early	  defense	  against	  
viruses,	   intracellular	   bacteria	   and	   tumor	   cells	  
(Vivier	   E,	   2011).	   In	   addition	   to	   producing	   a	  
cytotoxic	   environment	   directed	   against	   certain	  
target	   cells,	   they	   also	   regulate	   the	   function	   of	  
other	   cells	   by	   secretion	   of	   cytokines	   and	  
chemokines	   (Vivier	   E,	   2011).	   Heterogeneous	  
subsets	   of	   NK	   cells	   differ	   in	   their	   proliferative	  
potential,	   homing	   characteristics,	   functional	  
properties	  and	  responses	   to	  different	  cytokines.	  
They	   can	   be	   divided	   into	   two	   major	   subsets,	  
based	   on	   the	   density	   of	   CD56	   cell-‐surface	  
expression.	   Despite	   evidence	   that	   the	  
progression	   from	  CD56bright	   to	   CD56dim	  NK	   cells	  
is	   likely	   to	   be	   part	   of	   some	   continuum	   in	   their	  
development,	   it	   also	   seems	   likely	   that	   both	  
subsets	   play	   relatively	   distinct	   and	   important	  
roles	   in	   the	   immune	   response	   (Cooper	   MA,	  

2001).	  Up	  to	  90%	  of	  CD56dim	  cells	  are	  present	  in	  
the	   periphery,	   which	   produces	   relatively	   low	  
levels	   of	   cytokine	   but	   can	   spontaneously	   lyse	  
susceptible	   target	   cells,	   through	   the	  
perforine/granzyme	   signaling	   pathways.	  
Conversely,	   less	   than	   10%	   of	   NK	   cells	   in	   the	  
blood	   are	   CD56bright.	   Within	   minutes	   of	  
activation,	  CD56bright	  NK	  cells	  can	  produce	  a	  wide	  
range	   of	   cytokines	   (e.g.	   IFN-‐γ,	   TNF-‐β,	   and	  
Interleukin	   (IL)-‐10)	   and	   chemokines	   (e.g.	   MIP-‐
1α	   and	   RANTES),	   but	   their	   ability	   to	   kill	   target	  
cells	  spontaneously	  is	  weak.	  	  
The	   activity	   of	   NK	   cells	   is	   controlled	   by	   a	  
dynamic	  signal	  balance	  between	  a	  vast	  network	  
of	  activating	  and	  inhibitory	  receptors,	  which	  are	  
triggered	   upon	   interaction	   with	   their	   cognate	  
ligands	   to	   detect	   their	   cellular	   targets	   while	  
sparing	   normal	   cells	   (Vivier	   E,	   2011).	   Under	  
normal	   circumstances	   NK	   cells	   express	  
inhibitory	   receptors,	   such	   as	   Killer	   cell	  
immunoglobulin-‐like	   receptors	   (KIR),	  
immunoglobulin-‐like	   transcript	   2	   (ILT2/CD85j),	  
and	   CD94/NKG2A	   heterodimeric	   receptors,	  
which	   all	   recognize	   self	   molecules	   of	   the	   HLA	  
class	   I	   repertoire,	   constitutively	   expressed	   on	  
host	   cells.	   Moreover,	   a	   critical	   threshold	   of	  
signaling	   via	   activating	   receptors	   that	   exceeds	  
the	   counterbalancing	   influence	   of	   inhibitory	  
receptors	  must	  be	  reached	  in	  order	   for	  NK	  cells	  
to	   mount	   a	   productive	   response.	   These	  
activating	   receptors	   include	   NKG2D,	   FCγRIIIA	  
(CD16a)	   and	   the	   natural	   cytotoxic	   receptors	  
NKp46	  (NCR1)	  and	  NKp30	  (NCR3).	  	  
	  
The	   aim	   of	   this	   study	   is	   to	   provide	   the	   first	  
extensive	   phenotypic	   and	   functional	  
characterization	  of	  NK	  cells	  in	  patients	  with	  aSS.	  
We	   therefore	   focused	   our	   study	   on	   circulating	  
NK	  cells	  from	  the	  peripheral	  blood	  as	  well	  as	  NK	  
cell	  infiltrates	  within	  the	  lung	  and	  muscle	  target	  
tissue,	  in	  order	  to	  establish	  their	  involvement	  in	  
the	  aSS	  pathogenesis.	  
	  
	  
Patients	  and	  Methods	  
	  
Patients	  and	  controls	  
Twenty	  patients	  from	  Internal	  Medicine	  Departments	  
1	   &	   2,	   of	   the	   French	   referral	   centers	   for	  
Neuromuscular	   disorders	   and	   Systemic	   Lupus	  
Erythematosus,	   La	   Pitié-‐Salpêtrière,	   Paris,	   were	  
included	  between	  June	  2012	  and	  February	  2014.	  This	  
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study	  was	  approved	  by	  the	  hospital	  ethics	  committee	  
(CPP-‐IDF-‐VI,	   june	  26th	   2012)	   and	   in	   accordance	  with	  
French	  law,	  anonymously	  reported	  patients	  gave	  their	  
consent.	  
All	   patients	   were	   diagnosed	   with	   aSS	   based	   on	   the	  
association	  of	  clinical	  manifestations:	  myositis	  (n=18),	  
ILD	   (n=18)	   and/or	  Rheumatic	   symptoms	   (n=10)	   and	  
serologic	   features	   (two	   successive	   positive	   tests	   for	  
ARS,	  including	  Luminex-‐100	  system	  (Luminex,	  Austin,	  
TX,	  USA),	  and	  IMMUNO-‐DOT	  (Euroimmun	  AG,	  Lübeck	  
Germany).	  Patients	  (2	  men/18	  women,	  median	  age	  of	  
50	  years,	  range	  19-‐77)	  were	  divided	   into	  two	  groups	  
(Table	   1),	   based	   on	   their	   disease	   activity:	   i)	   Active	  
myositis	  (myalgia	  or	  muscle	  weakness	  as	  attested	  by	  a	  
Medical	  Research	  Council	  with	  a	  sum	  score	  ≤	  4	  for	  at	  
least	   1	   muscle	   group	   evaluated	   by	   manual	   muscle	  
testing,	   with	   elevated	   creatine-‐kinase	   level	   ≥	   two	  
times	   the	  normal	   range),	   ii)	   arthritis	   (slight	  pain	  and	  
swollen	   joints)	   leading	   to	   disease-‐modifying	   anti-‐
rheumatic	   drug	   use	   and/or	   iii)	   appearance	   or	  
deterioration	   of	   ILD	   (>	   10%	   decrease	   in	   lung	   vital	  
capacity	   or	   >	   15%	   decrease	   in	   diffusion	   capacity	   of	  
lungs	   for	   carbon	  monoxide	   as	   compared	   to	   previous	  
pulmonary	   function	   tests).	   At	   inclusion,	   specific	  
treatments	   of	   aSS	   (including	   steroids,	  
hydroxychloroquine	   and/or	   immunosuppressive	  
drugs)	   were	   as	   low	   as	   possible	   and	   prescribed	   at	   a	  
stable	  dose	  for	  a	  minimum	  of	  at	  least	  1	  month.	  Of	  note	  
and	   as	   shown	   in	   Table	   1,	   there	   were	   neither	  
demographic	   (median	   age	   54	   vs.	   47,	   p=0.52)	   nor	  
therapeutic	   differences	   between	   active	   (n=10)	   and	  
inactive	   (n=10)	   aSS	   patients	   (the	   number	   of	   steroid-‐
free	   patients	   was	   similar	   in	   both	   groups:	   2/10	   vs.	  
4/10,	  p=0.63	  as	  was	  the	  median	  dose	  of	  steroids:	  5	  vs	  
8.5	   mg/day,	   p=0.73).	   NK	   cell	   quantitative	   and	  
phenotyping	   analyses	   of	   patients	   with	   aSS	   were	  
compared	  to	  20	  anonymous	  healthy	  controls	  from	  the	  
Etablissement	  Français	  du	  Sang	  (between	  18-‐65	  years	  
old),	   whereas	   NK	   cell	   functional	   analyses	   as	   well	   as	  
serum	  cytokine	  measurements	  were	   compared	   to	  10	  
other	  healthy	  controls	   (median	  age	  31,	   range	  22-‐58).	  
The	   age	   of	   the	   patients	   with	   active	   aSS	   was	   not	  
significantly	  different	   from	   that	  of	   these	   controls	   (31	  
vs.	  47,	  p=0.19).	  
	  
Flow	  cytometry	  analyses	  
Nine-‐color	   flow	   cytometry	   analyses	   were	   performed	  
on	  freshly	  isolated	  blood	  cells.	  NK	  cells	  were	  analysed	  
after	   staining	   with	   the	   appropriate	   antibodies	   the	  
following	   antigens:	   CD8α  (Β9.11),	   CD16	   (3G8),	   CD56	  
(N901),	   CD57	   (NC-‐1),	   CD69	   (TP1.55.3),	  
CD159a/NKG2A	  (Z199),	  NKG2D	  (ON72),	  ILT-‐2/CD85j	  
(HP-‐F1)	   from	   Beckman-‐Coulter,	   CD3	   (UCHT1	  ;	  
eBisocience),	   NKG2C	   (134591	  ;	   R&D	   Systems),	   anti-‐
CD337/NKp30	   (AF29-‐4D12)	   from	   Miltenyi	   Biotech.	  
FACS	   lysing	   solution	   (Becton	  Dickinson)	  was	  used	   to	  
lyse	  erythrocytes.	  At	  least	  20,000	  lymphocytes	  were	  

Table	  1:	  Patient	  characteristics	  and	  treatments	  
(y):	   year,	   ARS:	   Anti-‐tRNA-‐synthetase	   antibody;	   Ab:	  
Antibodies;	   (15):	   daily	   dose	   of	   steroids	   (mg),	   M:	   Myositis,	  
ILD:	   Interstitial	   Lung	   Disease,	   na:	   not	   measurable,	   nd:	   not	  
determined,	   MMF:	   Mycophenolate	   Mophetil;	   AZA:	  
Azathioprine,	  MTX:	  Methotrexate,	  HCQ:	  Hydroxychloroquine,	  
IV	  Ig:	  Intra-‐Venous	  Immunoglobulins.	  
	  

	  
	  
	  
analyzed	  on	   a	  Gallios	   instrument	   (Beckman	  Coulter).	  
Flow	   cytometry	   data	   was	   analyzed	   using	   FlowJo	  
software	  version	  9	  (TreeStar).	  
	  
NK	   cell	   degranulation	   assays	   and	   cellular	  
production	  of	  cytokines	  
Polyfunctionality	   assays	   simultaneously	   detected	  
degranulation	   assays	   and	   intracellular	   production	   of	  
TNFα	   and	   IFNγ	   after	   the	  NK	  cells	  encountered	   target	  
cells,	   as	   previously	   described	   (Hervier	   B,	   2011).	  
Freshly	   isolated	   peripheral	   blood	   mononuclear	   cells	  
(PBMCs)	  were	   purified	   from	   blood	   by	   centrifugation	  
using	  Ficoll-‐Hypaque	  gradient	  and	  were	  re-‐suspended	  
at	   2x106/ml	   in	   RPMI	   1640	   medium	   supplemented	  
with	   10%	   heat-‐inactivated	   fetal	   calf	   serum	   plus	  
antibiotics	   and	   nonessential	   amino-‐acids.	   In	   some	  
experiments,	  PBMCs	  were	   incubated	  overnight	   in	   the	  
presence	  of	   IL-‐12	   (10	  ng/ml)	   and	   IL-‐18	   (100	  ng/ml)	  
from	   R&D	   Systems.	   Effector	   NK	   cells	   (5x105)	   were	  
mixed	  or	  not	  with	  K562	  target	  cells	  to	  a	  1:1	  ratio,	  and	  
incubated	  at	  37°C	  in	  the	  presence	  of	  anti-‐CD107a	  mAb	  
(H4A3;	   Becton-‐Dickinson)	   to	   monitor	   degranulation.	  
After	   1	   hour	   of	   incubation,	   monensin	   (GolgiStop;	  
Becton	  Dickinson)	  and	  brefeldin	  A	  (GolgiPlug;	  Becton	  
Dickinson)	  were	   added	   and	   cells	  were	   incubated	   for	  
an	  additional	  5	  hours.	  NK	  cells	  were	  thereafter	  stained	  
for	   cell-‐surface	   markers	   including	   CD3,	   CD45	   and	  
CD56.	   Subsequently,	   the	   cells	   were	   fixed	   and	  
permeabilized	   with	   a	   cytofix/cytoperm	   kit	   (Becton	  
Dickinson),	   and	   then	   stained	   for	   intracellular	   IFNγ	  
and	   TNFα	   expression	   with	   anti-‐IFNγ	   (B27;	   Becton-‐
Dickinson)	   and	   anti-‐TNFα	   (Mab11;	   eBioscience)	  
mAbs.	   Data	   were	   analyzed	   with	   FlowJo,	   and	   the	  
fraction	  of	  NK	  cells	  that	  were	  positive	  for	  0,	  1,	  2,	  or	  3	  
functions	   was	   defined	   using	   the	   software's	   "Boolean	  

Patient Age at 
onset (y) Gender Disease 

duration (y) ARS Other    
Auto-Ab 

Disease 
Activity Treatments 

                
1 51 W 2 Jo-1   No MMF, Steroids (15) 
2 57 W 4 Jo-1 Sm No AZA, Steroids (5) 
3 57 W 22 Jo-1   No MTX, Steroids (5) 
4 44 W 5 Jo-1   No HCQ 
5 67 W 4 PL12 Ro/SSA-52 No MTX, IV Ig, Steroids (5) 
6 41 W 8 Jo-1   No HCQ, MMF, Steroids (15) 
7 45 W 6 PL12 Ro/SSA-52 No MMF, Steroids (5) 
8 67 W 22 PL12 nd No Steroids (10) 
9 77 M 11 Jo-1   No None 

10 29 W 6 OJ Ro-SSA-60, 
La/SSB No Steroïds (5) 

11 42 W 4 PL7 Ro/SSA-60 Yes, M HCQ, Steroids (10) 
12 48 W 3 Jo-1 Ro/SSA-52 Yes, ILD MMF, Steroids (10) 
13 60 W 5 Jo-1 Ro/SSA-52 Yes, M Steroids (20) 
14 46 W 0 Jo-1   Yes, M None 
15 19 W 1 PL12   Yes, M None 
16 37 W 2 Jo-1 Ro/SSA-52 Yes, M MMF, Steroids (15) 
17 25 W 1 PL12 Ro/SSA-52 Yes, M & ILD None 
18 53 W 1 PL7 Ro/SSA-52 Yes M & Arthritis Steroïds (7) 
19 72 M 5 Jo-1 Ro/SSA-52 Yes, M MMF, Steroids (20) 
20 72 W 3 PL7 Ro/SSA-52 Yes, M None 
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gate"	   algorithm.	  Pestle	   software	  was	  used	   to	   remove	  
background	  and	  generate	  a	  file	  compatible	  with	  Spice	  
software,	  as	  previously	  described	  (Beziat	  V,	  2012).	  
	  
Serum	  cytokine	  assays	  
Blood	   samples	   from	   patients	   and	   healthy	   controls	  
were	  processed	  immediately	  after	  being	  collected	  and	  
stored	   at	   -‐80°C	   after	   centrifugation	   at	   2000g	   for	   10	  
min.	   Serum	   samples	   were	   thawed	   once	   only.	   IFN-‐γ	  
was	   quantified	   in	   duplicate	   using	   Human	   IFN-‐γ-‐
Quantikine	   ELISA	   kits	   from	   R&D	   systems,	   and	   the	  
IFNα	   concentration	   was	   determined	   using	   an	   anti-‐
viral	   IFNα	   cytopathic	   bioassay,	   as	   previously	  
described	  (Hervier	  B,	  2011).	  
	  
Immunohistochemistry	  
Paraffin-‐embedded	   explanted	   lung	   samples	   were	  
retrieved	   from	   3	   other	   patients	   (woman/man	   sex	  
ratio	   =2;	   anti-‐Jo1=2	   and	   anti-‐PL12=1)	   with	   severe	  
aSS-‐related	   usual	   interstitial	   pneumonia.	   These	  
pathological	   studies	   were	   compared	   with	   lung	  
biopsies	  from	  one	  control	  (taken	  from	  a	  normal	  lung,	  
at	  a	  large	  distance	  from	  a	  lung	  adenocarcinoma	  in	  a	  75	  
year	   old	   patient).	   Serial	   7-‐μm	   tissue	   sections	   were	  
deparaffinized,	   rehydrated,	   and	  pretreated	   in	  10	  mM	  
citrate	   buffer,	   pH	   6,	   for	   antigen	   retrieval,	   and	   then	  
stained	   with	   hematoxylin-‐eosin	   using	   a	   routine	  
technique	   already	   described	   previously	   (Cherfils-‐
Vicini	  J,	  2010).	  
Liquid	   nitrogen	   frozen	   muscle	   biopsies	   of	   3	  
independent	   patients	   (woman/man	   sex	   ratio	   =2;	  
antiJo1	   =3)	   with	   an	   aSS-‐related	   myositis	   were	   also	  
studied	   by	   immunohistochemistry	   in	   parallel.	  
Cryostat-‐cut	   sections	   (7	   µm)	   were	   stained	   with	  
hematoxylin-‐eosin	  using	  a	  routine	  technique.	  	  
The	   immunohistochemical	  demonstration	  of	  NK	   cells	  
in	   lungs	   and	   muscles	   was	   performed	   using	   a	  
monoclonal	   anti-‐NKp46	   (R&D	   Systems,	   Clone	  
195314)	   as	   previously	   described	   (Cherfils-‐vicini	   J,	  
2010	   &	   Schleinitz	   N,	   2008).	   The	   characterization	   of	  
both	   T	   and	   B	   cells	   in	   the	   lung	   was	   performed	   using	  
anti-‐CD3	  monoclonal	   antibody	   (Dako,	   Clone	   F7.2.38)	  
and	   anti-‐CD20	   monoclonal	   antibody	   (Dako,	   Clone	  
L26),	   respectively.	   In	   the	  muscle	   samples,	   these	   cells	  
were	   stained	   with	   anti-‐CD3	   monoclonal	   antibody	  
(Dako,	   Clone	   F7.2.38)	   and	   CD79a	   (Dako,	   clone	  
JCB117),	   respectively.	   In	   all	   cases,	   appropriate	  
biotinylated	   secondary	   antibodies	   and	  
diaminobenzidine	   visualization	   of	   the	   peroxidase	  
reaction	  product	  were	  used	  in	  a	  standardized	  manner.	  
	  
Statistical	  analyses	  
The	   quantitative	   data	   were	   described	   as	   median	  
(minimum-‐maximum)	   values.	   The	   non-‐parametric	  
Mann-‐Whitney	  U	  and	  Kruskall-‐Wallis	  tests	  were	  used	  
for	   comparison	  of	   continuous	   variables	  between	   two	  
and	   three	   groups,	   respectively.	   Correlations	   between	  

variables	   were	   calculated	   using	   non-‐parametric	  
Spearman	   rank-‐order	   test.	   Principal	   component	  
analysis	  was	  used	  to	  graphically	  assess	  the	  separation	  
between	  active	  and	   inactive	  patients,	  with	  regards	   to	  
the	  following	  variables:	  CD69,	  CD57,	  ILT2,	  NKp30	  and	  
the	   NK	   cell	   functions	   (CD107α,	   IFNγ	   &	   TNFα)	   after	  
IL12	  +	  IL18	  stimulation.	  A	  logistic	  model	  was	  build	  to	  
predict	  the	  probability	  of	  having	  an	  active	  disease.	  For	  
each	   prediction	   equation	   value,	   defined	   by	   a	  
combination	   of	   the	   variables	   of	   interest	   (i.e.	   NKp30,	  
CD57	   and	   ILT2),	   sensitivity	   and	   specificity	   were	  
calculated	  and	  represented	  by	  a	  ROC-‐curve.	  
A	   p-‐value	   <	   .05	   was	   considered	   significant.	   Analyses	  
were	  performed	  using	  SAS	  software	  (version	  9.3,	  SAS	  
institute)	  or	  Prism	  software	  (version	  5.0,	  GraphPad).	  	  
	  
Results	  
	  
NK	  cell	  quantitative	  data	  
Flow	   cytometry	   was	   used	   to	   assess	   CD3-‐CD56+	  
NK	  cells	  in	  different	  groups	  of	  samples,	  including	  
inactive	   and	   active	   aSS	   patients	   and	   healthy	  
donors.	  Figure	  1A	  shows	  that	  the	  proportion	  and	  
the	   absolute	   count	   of	   circulating	   NK	   cells	  
remained	   similar	   in	   patients	   with	   active	   aSS	  
(15%,	   [5-‐19]),	   inactive	   aSS	   (12%,	   [1-‐20])	   and	  
controls	   (9%	   [5-‐20]).	  Moreover,	   the	   proportion	  
of	   CD56bright	   and	   CD56dim	   NK	   cell	   subsets	   was	  
equivalent	   in	   aSS	   and	   healthy	   donors	   (Figure	  
1B).	  
	  
Phenotypic	   repertoire	   of	   NK	   cells	   from	   aSS	  
patients	  
In	  order	  to	  better	  characterize	  NK	  cells	  from	  aSS	  
patients,	  we	  performed	  an	  extensive	  analysis	  of	  
cell-‐surface	   receptors.	   NK	   cells	   from	   patients	  
with	   aSS	   (inactive	   or	   active)	   were	  
indistinguishable	   from	   that	   of	   the	   healthy	  
controls,	   in	  terms	  of	  cell-‐surface	  expression	  of	  a	  
large	   panel	   of	   NK	   receptors,	   including	   cell	  
activation	   CD69,	   HLA-‐DR	   and	   NKp44,	  
CD16/FCγRIIIA,	   CD8α	   NKG2D,	   KIRs,	   NKG2A	  
NKG2C	   as	   well	   as	   the	   chemokine	   receptors	  
CX3CR1	   and	   CCR7	   (Figure	   1C	   and	   data	   not	  
shown).	  More	  importantly,	  CD3-‐CD56dim	  NK	  cells	  
from	   aSS	   patients	   expressed	   lower	   levels	   of	  
NKp30	  compared	  to	  healthy	  controls	  (57%	  [22-‐
88]	   vs.	   81%	   [57-‐96];	   p=0.009).	   This	   effect	   was	  
significantly	   more	   pronounced	   in	   active	   aSS	  
patients,	  compared	  to	  inactive	  aSS	  patients	  (88%	  
[40-‐95];	   p=0.034),	   suggesting	   an	   association	  
with	   the	   disease	   activity.	   Furthermore,	  
ILT2/CD85j	   was	   specifically	   and	   significantly	  
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increased	   in	  active	  aSS	  patients	  as	   compared	   to	  
healthy	   donors	   (64%	   [16-‐87]	   vs.	   41%	   [11-‐69],	  
p=0.016).	   Two	   other	   receptors,	   associated	  with	  
NK	   cell	   differentiation,	  were	   slightly	  modulated	  
in	  active	  aSS	  patients.	  Thus,	  CD57	  was	  increased	  
(57%	  [26-‐93]	  vs.	  49%	  [25-‐66];	  p=0.09)	  whereas	  
CD161	   (n=16)	   was	   decreased	   (72%	   [26-‐86]	   vs.	  
80%	  [65-‐92],	  p=0.052),	  as	  compared	  to	  controls.	  	  
Importantly,	   the	   percentage	   of	   NK	   cells	  
expressing	   NKp30	   from	   aSS	   patients	   was	  
inversely	  correlated	  with	  both	  CD57	  (Spearman	  
coefficient	   r=-‐0,73	   p=0.003)	   and	   ILT2	   (r=-‐0,60;	  
p=0.005)	   (Figure	   1D)	   as	   well	   as	   directly	  
correlated	  with	  CD161	  (r=-‐0,67;	  p=0.003).	  These	  
data	   were	   strengthened	   by	   the	   calculation	   of	   a	  
prediction	   equation	   combining	   the	   CD57,	   ILT2	  
and	  NKp30	  variables	  and	  represented	  as	  a	  ROC-‐
curve,	   which	   showed	   significant	   diagnosis	  
accuracy	   in	   predicting	   the	   aSS	   activity	   (area	  
under	   the	  curve	  =0.79	  compared	   to	  0.5,	  p=0.01,	  
Figure	  1D).	  
The	   precentage	   of	   NK	   cells	   expressing	   both	  
Granzyme	   B	   and	   Perforine	   was	   similar	   among	  
patients	  and	  did	  not	  differ	  significantly	  from	  that	  
of	  	  the	  controls	  (data	  not	  shown).	  
Altogether,	   these	   findings	   suggest	   that	   NK	   cells	  
from	   aSS	   patients	   are	   highly	   differentiated,	   and	  
markedly	   more	   so	   in	   patients	   with	   active	   aSS	  
compared	  to	  inactive	  aSS.	  
	  
NK	  cell	  functions	  of	  aSS	  patients	  
To	  determine	  the	  functional	  significance	  of	  these	  
findings,	   we	   further	   examined	   the	  
polyfunctionality	   of	   the	   NK	   cells,	   including	  
degranulation	   and	   the	   intracellular	   production	  
of	   IFN-‐γ	   and	   TNF-‐α	   (Figure	   2A).	   The	  
degranulation	  capacity	  of	  NK	  cells	  was	  assessed	  
by	  measuring	  their	  ability	  to	  express	  CD107a	  at	  
the	  cell	  surface.	  These	  measurements	  (Figure	  2B,	  
left	   panel)	   show	   that	   in	   the	   presence	   of	   K562	  
target	  cells,	  the	  level	  of	  CD107a	  is	  similar	  in	  aSS	  
(inactive	   and	   active)	   patients	   and	   healthy	  
controls.	   Similar	   data	   were	   obtained	   after	   an	  
overnight	   stimulation	   by	   IL12	   and	   IL18	   (Figure	  
2B,	   right	   panel).	   	   In	   contrast,	   NK	   cells	   from	  
patients	  with	  active	  and	  inactive	  aSS	  displayed	  a	  
significant	  decrease	  of	  their	  capacity	  to	  produce	  
IFN-‐γ	  following	  an	  overnight	  stimulation	  by	  IL12	  
and	   IL18.	   As	   compared	   to	   healthy	   controls,	   in	  
active	   aSS	   patients,	   increased	   IFN-‐γ	   production	  
was	  observed	  both	   spontaneously	   (2%	   [1-‐8]	  vs.	  

18%	   [2-‐36];	   p=0.0017)	   and	   in	   the	   presence	   of	  
K562	   target	   cells	   (7%	   [1-‐20]	   vs.	   36%	   [9-‐49];	  
p<0.001)	   (Figure	   2B,	   middle	   &	   right	   panels).	   In	  
these	   conditions,	   TNFα	   production	   was	   not	  
significantly	   decreased	   (Figure	   2B).	   Of	   note,	  
serum	   concentrations	   of	   IFNγ	   and	   IFNα	   titers	  
were	  below	   the	  detection	   thresholds	   (15	  pg/ml	  
and	   2	   IU/ml,	   respectively)	   in	   all	   patients	   and	  
controls.	  	  
These	   data	   were	   then	   confirmed	   by	   a	  
polyfunctionality	   analysis,	   in	   which	   NK	   cells	  
from	  the	  different	  samples	  were	  investigated	  for	  
multiple	   functional	   responses.	   As	   shown	   in	  
Figure	   2C,	   NK	   cells	   from	   aSS	   patients	   are	   less	  
polyfunctional:	  the	  percentage	  of	  NK	  cells	  able	  to	  
perform	   three	   functions	   (degranulation	   and	  
production	   of	   both	   IFNγ	   and	   TNFα)	   was	  
decreased	   in	   aSS	  patients	   compared	   to	   controls	  
(1%	   [0.1-‐5]	   vs.	   12%	   [1-‐19];	   p=0.003).	   In	   the	  
absence	   of	   stimulation,	   this	   decrease	   was	   only	  
significant	   for	  NK	  cells	   from	  active	  aSS	  patients,	  
whereas,	   after	   an	   overnight	   stimulation	   with	  
IL12	   and	   IL18,	   a	   decrease	   in	   polyfunctional	  
activity	  was	  observed	  both	  in	  inactive	  and	  active	  
aSS	  patients,	  but	  more	  significantly	  in	  the	  case	  of	  
active	  aSS	  (Figure	  2C).	  
	  
Functional	   correlations	   with	   NKp30	   in	   aSS	  
patients	  
Our	  extensive	  phenotypic	  study	  of	  NK	  cells	  from	  
aSS	  patients	  reveals	  a	  decrease	  in	  NKp30	  in	  aSS	  
patients,	   a	   decrease	   which	   correlates	   with	   the	  
maturation	   state	   of	   the	   NK	   cells.	   As	   shown	   in	  
Figure	   3A,	   the	   expression	   of	   NKp30	   is	   strongly	  
correlated	   with	   NK	   cell	   functions,	   such	   as	  
spontaneous	   and	   IL12	   and	   IL18-‐stimulated	  
degranulation,	   or	   IFNγ	   production	   following	  
IL12	   and	   IL18	   stimulation,	   both	   in	   the	   absence	  
or	   presence	   of	   K562	   target	   cells.	   Importantly,	  
NKp30	   expression	   was	   also	   significantly	   linked	  
to	  the	  ability	  of	  NK	  cells	  to	  achieve	  degranulation	  
and	   production	   of	   IFN-‐γ	   and	   TNF-‐α,	   following	  
IL12	   +	   IL18	   overnight	   stimulation	   (r=0.57,	  
p=0.009).	  	  
These	   correlations	   were	   corroborated	   by	   a	  
multivariate	   descriptive	   analysis	   (principal	  
component	   analysis)	   which	   graphically	   showed	  
how	   the	   different	   variables	   were	   closely	  
associated:	   the	   increased	   receptors	   CD69,	   ILT2	  
and	   CD57	   clustered	   together,	   whereas	   NKp30	  
was	   linked	   to	   degranulation	   and	   cytokine	  
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differentiated	   phenotype	   with	   a	   low	   level	   of	  
CD161	   and	   high	   expression	   of	   CD57	   and	   ILT2.	  
Furthermore,	   NK	   cells	   from	   aSS	   patients	  
expressed	   low	   levels	   of	   NKp30,	   a	   receptor	  
belonging	   to	   the	   natural	   cytotoxicity	   receptor	  
family	   and	   usually	   slightly	   decreased	   at	   the	  
terminal	   differentiation	   stage	   (Luetke-‐Eversloh,	  
2013).	  	  However,	  the	  transcription	  of	  the	  NKp30	  
gene	   is	   subject	   to	   alternative	   splicing,	   resulting	  
in	   various	   isoforms	   equipped	   with	   distinct	  
effector	   functions	   (Delahaye	   NF,	   Nature	   2011).	  
Furthermore,	  genetic	  polymorphisms	  within	  the	  
promoter	   region	   of	   NKp30	   have	   recently	   been	  
associated	   with	   Sjögren’s	   Syndrome	   and	   in	   the	  
context	   of	   that	   autoimmune	   disease,	   were	  
correlated	   with	   higher	   NKp30	   expression	   in	  
blood	   NK	   cells	   (Rusakiewicz	   S,	   2013).	   It	   would	  
thus	  be	  interesting	  to	  determine	  whether	  NKp30	  
polymorphisms	  have	  a	  link	  with	  aSS.	  	  
	  
Our	  in-‐depth	  analysis	  reveals	  that	  NKp30	  down-‐
modulation	   was	   strongly	   linked	   to	   aSS	   activity.	  
Likewise,	  the	  modulations	  of	  ILT2	  and	  CD57	  also	  
tended	  to	  be	  associated	  with	  aSS	  activity.	  These	  
results	  are	  further	  supported	  by	  accuracy	  of	  the	  
the	   prediction	   equation	   combining	   these	   three	  
variables	   in	   predicting	   the	   activity	   of	   aSS,	   as	  
attested	   by	   the	   area	   under	   the	   ROC-‐curve.	   The	  
terminal	   differentiation	   status	   of	   NK	   cells	   from	  
active	   aSS	   is	   also	   consistent	  with	   their	   inability	  
to	   efficiently	  produce	   IFNγ	   after	   IL12	  plus	   IL18	  
stimulation	  and	  their	  strong	  capacity	  to	  express	  
perforin	  and	  granzyme,	   as	  previously	  described	  
(Beziat	   V,	   2012).	   Taken	   together,	   these	   results	  
strongly	   suggest	   that	   NK	   cells	   and	   their	  
differentiation	   process	   play	   a	   role	   in	   the	  
development	  of	  the	  pathogenesis	  of	  aSS.	  
	  
The	   activating	   NK-‐cell	   receptor	   NKp30	   also	  
represents	   a	   surrogate	   marker	   for	   NK	   cell	  
functions	   in	  humans	  (Pende	  D,	  1999).	  Moreover,	  
NKp30	  is	  involved	  to	  a	  significant	  extent	  in	  both	  
dendritic	   cell	   (DC)	   killing	   and	   maturation	  
(Ferlazzo	  G,	  2002;	  Vitale	  M,	  2005).	  This	  crosstalk	  
between	  NK	   and	  DC	   cells	   appears	   to	   be	   critical	  
not	   only	   for	   tumor-‐cell	   recognition	   (Brandt	   CS,	  
2009),	   but	   also	   in	   influencing	   the	   prognosis	   of	  
different	   infectious	   diseases	   (Mavilio	   D,	   2006;	  
Mavoungou	   E,	   2007;	   Beziat	   EJI	   2012).	   In	   the	  
current	   study,	   NKp30	   expression	   was	   strongly	  
correlated	  with	   loss	   of	  NK	   cell	   functions,	  which	  
was	   specifically	   associated	   with	   aSS	   activity,	  

regardless	   of	   the	   experimental	   conditions.	   This	  
dramatic	   decrease	   in	   the	   circulating	   level	   of	  
NKp30	   expression,	   which	   is	   particularly	  
apparent	   in	   active	   aSS	   patients,	   correlated	  
specifically	  with	   a	   decrease	   in	   IFNγ	  production.	  
Overall,	   these	   results	   indicate	   that	   NK-‐DC	   cell	  
crosstalk	   could	   be	   involved	   in	   the	   pathogenesis	  
of	  aSS.	  	  
	  
Though	   our	   data	   are	   contrasting	   to	   those	  
recently	   described	   in	   Primary	   Sjögren’s	  
Syndrome	  (Rusakiewicz	  2013),	   it	   is	   important	  to	  
note	   that	   a	   low	   expression	   of	   NKp30	   has	  
previously	   been	   reported	   in	   a	   small	   series	   of	  
patients	   with	   Systemic	   Sclerosis	   (Puxeddu	   I,	  
2012),	   another	   autoimmune	   disease	   also	  
commonly	   characterized	   by	   interstitial	   lung	  
disease,	   a	  manifestation	   shared	  with	   aSS.	  These	  
contrasting	  results	  are	  however	  consistent	  with	  
the	   simultaneously	   harmful	   and	   beneficial	   role	  
of	   NK	   cells	   observed	   in	   various	   human	  
inflammatory	   and	   autoimmune	   diseases,	  
including	   macrophage	   activation	   syndromes,	  
psoriatic	   arthritis,	   multiple	   sclerosis	   and	   SLE	  
(Fogel	  LA,	  2013),	   suggesting	   that	  NK	   cells	   could	  
be	   more	   specifically	   involved	   in	   lung	   fibrosis.	  
Indeed,	  the	  staining	  of	  paraffin-‐embedded	  tissue	  
sections	  revealed	  an	  important	  infiltration	  of	  NK	  
cells	  within	  the	  lung	  of	  patients	  with	  aSS-‐related	  
interstitial	  lung	  disease.	  Of	  note,	  the	  presence	  of	  
NK	   cells	   in	   the	   explanted	   lungs	   of	   aSS	   patients	  
with	   a	   long	   and	   refractory	   disease	   history	  
despite	   immunosuppressive	   treatments,	  
suggested	   a	   persistent	   involvement	   of	   NK	   cells. 
To	  date,	  the	  role	  of	  NK	  cells	   in	  the	  pathogenesis	  
of	   lung	   fibrosis	   remains	   unclear,	   and	   their	  
involvement	   in	   this	   process	   in	   the	   context	   of	  
autoimmune	   diseases,	   including	   aSS,	   is	   not	  
known.	  Some	  studies	  have	  reported	  reduced	  NK	  
cell	   functions	   in	   diseases	   leading	   to	   pulmonary	  
fibrosis	   (Lu	   LM,	   2007)	   through	   the	   lack	   of	  
interactions	   of	   NK	   cells	   with	   epithelial	   cells	   or	  
collagen-‐producing	   cells,	   which	   involved	   the	  
NKG2D-‐MIC-‐A/B	   pathway	   (Aquino-‐Galvez	   A,	  
2009).	  However,	   there	   is	  no	  evidence	   for	  such	  a	  
mechanism	  in	  aSS,	  since	  this	  activating	  receptor	  
is	   normally	   expressed	   on	   blood	   NK	   cells.	   Our	  
results	   are	   however	   consistent	   with	   some	  
animal	   models	   suggesting	   that	   NK	   cells	   could	  
prevent	   lung	  fibrosis,	   through	  the	  production	  of	  
IFNγ	  (Jiang	  D,	  2004)	  which	   was	   dramatically	  



*I;J>@8@;"

" !!W"

"
"
Z0P2*"#N="?@#8"(("$++2/.:0%7.8:"+0%7*K#%7&0/0/P%"
;=" 7J;<>?" ;?<@:=MD" ?\8LH>?" =S" @E?" .ZHCg" ;@8:M:MG" :M" @E?"LJ;<>?" =S" =M?" 8&&" H8@:?M@D" S?d".Z" <?>>;" 89?" H9?;?M@" :M" @E?" ?MR=LF;:8>"
:MS:>@98@?_"3="+JMG";?<@:=M"D".ZHCg";@8:M:MG":M"8"M=9L8>">JMG"hE?L8@=\F>:MU?=;:M";@8:M?R";?<@:=Mi_")="+JMG";?<@:=MD".ZHCg";@8:M:MG":M"8"
H8@:?M@"d:@E"8&&"hE?L8@=\F>:MU?=;:M";@8:M?R";?<@:=Mi5";E=d:MG"8"J;J8>":M@?9;@:@:8>"HM?JL=M:8"d:@E":M@?M;?"S:^9=;:;_"#E?"R:;@9:^J@:=M"
=S" .ZHCgt" .Z" <?>>;" :;" R?M;?" 8MR" R:SSJ;?_" O=" +JMG" ;?<@:=MD" 8M=@E?9" ?\8LH>?" =S" @E?" .ZHCg" ;@8:M:MG" :M" 8M=@E?9" H8@:?M@" d:@E" 8&&"
hE?L8@=\F>:MU?=;:M";@8:M?R";?<@:=Mi5";E=d:MG":M@?M;?"S:^9=;:MG"J;J8>":M@?9;@:@:8>"HM?JL=M:8_"#E?"R:;@9:^J@:=M"=S".ZHCgt".Z"<?>>;":;"
8>;="R?M;?"8MR"R:SSJ;?_"

!"#$ !%##$

!%##$ !"##$

!%##$

!%##$

!"##$

!&##$

!"

#"

$"

%"



Résultats	  

	   116	  

impaired	   in	   aSS	   patients.	   Nevertheless,	   since	  
IFNγ	   treatment	   does	   not	   improve	   the	   course	   of	  
idiopathic	   pulmonary	   fibrosis	   in	   humans	   (King	  
TE	   Jr,	   2009),	   such	   an	   imbalance	   between	  
TH1/TH2	   cytokine	   polarization	   in	   the	   lungs	  
remains	  to	  be	  confirmed	  in	  aSS.	  	  
Importantly,	   immune	   events	   occurring	   in	   the	  
lung	  have	  been	  shown	  to	  be	  the	  primary	  trigger	  
of	   aSS	   (Howard	   O,	   2002).	   It	   has	   been	  
hypothesized	   that	   the	   cleavage	   of	   the	   histidyl-‐
tRNA	   synthetase	   autoantigen	   by	   Granzyme	   B,	   a	  
serine	   protease	   expressed	   in	   large	   amounts	   by	  
the	   cytoplasmic	   granules	   of	   the	   NK	   cells,	   could	  
recruit	   and	   stimulate	   immune	   cells.	   Thus,	   it	   is	  
possible	   that	   functional	   blood	   NK	   cells	   invade	  
the	   lungs	   of	   aSS	   patients,	   both	   initiating	   and	  
sustaining	   the	   disease,	   in	   which	   the	  
autoantibody	   production	   persisted	   over	   time	  
(Stone	  KB,	  2008).	   
	  
An	   alternate	   model	   of	   the	   development	   of	   aSS,	  
based	   on	   animal	   models,	   would	   assume	   that	  
muscle	  tissue	  is	  the	  primary	  target	  (Fernandez	  I,	  

2013).	   Here,	   we	   show	   for	   the	   first	   time	   the	  
presence	  of	  some	  NK	  cells	  within	  the	  muscles	  of	  
aSS	  patients.	  Though	  such	  a	  finding	  is	  rare	  in	  this	  
aSS-‐target	   tissue,	   usually	   devoid	   of	   resident-‐
tissue	   NK	   cells,	   the	   presence	   of	   NK	   cells	   in	  
muscle	   infiltrates	   from	   patients	   with	  
inflammatory	   myopathy	   has	   so	   far	   never	   been	  
demonstrated	   (Schleinitz	   N,	   2008).	   The	   exact	  
role	   of	   NK	   cells	   within	   the	   muscle	   remains	  
however	   to	   be	   precisely	   characterized,	   but	   the	  
presence	   of	   these	   NK	   cells	   both	   within	   the	  
immune	   cell	   infiltrates	   and	   alone	   in	   the	   contact	  
of	   muscle	   fibers	   could	   argue	   for	   both	  
immunoregulatory	   and	   effectory	   effects	   of	   NK	  
cells	  in	  this	  tissue.	  
	  
With	   regards	   to	   our	   blood	   and	   tissue	  
compartment	   results,	   we	   assume	   that	   NK	   cells	  
are	  strongly	   implicated	   in	   the	  aSS	  pathogenesis.	  
Further	   work	   is	   however	   needed	   to	   determine	  
the	   exact	   role	   of	   NK	   cells	  within	   the	   tissue	   and	  
whether	  this	  pathway	  could	  be	  drug	  targetable.	  
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4.2.	  	   Interprétation	  des	  résultats	  

	  

Au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases,	  cette	  étude	  a	  principalement	  montré	  

que	  :	  

i)	   Comme	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	  les	  cellules	  NK	  présentent	  des	  anomalies	  

phénotypiques	   et	   fonctionnelles	   qui	   sont	   plus	  marquées	   lorsque	   la	  maladie	   est	  

active.	  

ii)	   Contrairement	  aux	  données	  obtenues	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique,	  les	  cellules	  

NK	   sont	   phénotypiquement	   matures,	   et	   ceci	   n’est	   pas	   lié	   aux	   taux	   sériques	  

d’IFNα dont	  les	  concentrations	  mesurées	  par	  un	  test	  biologique	  standardisé	  sont	  

normales.	  L’expression	  de	  NKp30	  (NCR3)	  est	  diminuée	  et	  corrèle	  avec	   l’activité	  

de	   la	  maladie	  et	   les	  autres	  anomalies	  NK	  constatées,	   comme	  une	  diminution	  de	  

leurs	   capacités	   fonctionnelles,	   pouvant	   donc	   suggérer	   l’implication	   de	   ce	  

récepteur	  dans	  la	  physiopathologie	  de	  la	  maladie.	  

iii)	  	   Les	  cellules	  NK	  sont	  anormalement	  présentes	  dans	  les	  tissus	  cibles,	  ce	  qui	  est	  un	  

argument	   supplémentaire	   pour	   leur	   implication	  dans	   l’immunopathologie	   de	   la	  

maladie.	  

	  

4.3. Discussion	  complémentaire	  

Afin	   de	   préciser	   le	   rôle	   immunopathologique	   des	   cellules	   NK	   au	   cours	   du	  

Syndrome	  des	  Antisynthétases,	  il	  serait	  intéressant	  de	  mieux	  caractériser	  le	  phénotype	  

des	   cellules	   NK	   dans	   les	   organes	   cibles,	   notamment	   dans	   les	   poumons.	   L’étude	   de	  

marqueurs	   tels	   que	   NKp30	   et	   les	   différents	   récepteurs	   incriminés	   au	   niveau	   des	  

cellules	   NK	   sanguines	   ainsi	   que	   des	   marquages	   intracellulaires	   de	   Granzyme	   B	   et	  

d’autres	   protéines	   cytotoxiques,	   réalisé	   sur	   des	   cellules	   NK	   pulmonaires	   obtenues	   à	  

partir	   de	   lavages	   broncho-‐alvéolaires,	   seraient	   très	   informatives.	   Cela	   permettrait	  

probablement	  d’établir	  un	  lien	  physiopathologique	  entre	  les	  anomalies	  constatées	  dans	  

ces	  différents	  compartiments,	  qui	  ne	  sont	  pas	   toujours	  similaires	  d’après	   les	  données	  

disponibles	   au	   cours	   de	   différentes	   pathologies	   pulmonaires	   étudiées	   jusqu’ici	   [288].	  

De	   même,	   des	   marquages	   spécifiques	   NKp30	   et	   Granzyme	   B	   en	   immunohistochimie	  

pourraient	  être	  envisagés	  dans	  les	  biopsies	  pulmonaires.	  

Pour	   mieux	   apprécier	   le	   rôle	   des	   NK	   dans	   ces	   tissus	   cibles	   et	   les	   interactions	  

éventuelles	   des	   cellules	   NK	   avec	   les	   autres	   cellules	   immunitaires	   innées	   des	  
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caractérisations	   complémentaires	   en	   immunohistochimie	   pourrait	   également	   être	  

réalisées	  :	   marquages	   des	   ligands	   connus	   de	   NKp30	   comme	   B7-‐H6,	   identification	   et	  

localisation	  des	  différentes	  cellules	  dendritiques	  ou	  encore	  des	  monocytes	  etc…	  

Parallèlement	   à	   un	   rôle	   immunopathologique,	   les	   cellules	   NK	   pourraient	   aussi	  

jouer	   un	   rôle	   déterminant	   dans	   le	   processus	   de	   fibrose	   pulmonaire.	   L’étude	   de	   tels	  

mécanismes	   sont	   complexes,	   mais	   une	   comparaison	   des	   données	   immuno-‐

histochimiques	   entre	   le	   Syndrome	   des	   Antisynthétases,	   d’autres	   maladies	   auto-‐

immunes	  au	  cours	  desquelles	   il	  existe	  une	  pneumopathie	   infiltrante	  diffuse	  comme	  la	  

Sclérodermie	   Systémique,	   et	   la	   fibrose	   pulmonaire	   idiopathique	   non	   réputé	   être	  

d’origine	  auto-‐immune	  serait	  une	  approche	  discriminante.	  

Par	   ailleurs,	   les	   études	   réalisées	   sur	   les	   cellules	  NK	   au	   cours	   de	   deux	  maladies	  

auto-‐immunes	   systémiques,	   le	  Lupus	  Systémique	  et	   le	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  

suggère	  que	  le	  rôle	  joué	  par	  ces	  cellules	  n’est	  pas	  toujours	  identique.	  En	  effet,	  du	  point	  

de	  vue	  phénotypique	  comme	  du	  point	  de	  vue	  fonctionnel,	   les	  anomalies	  constatées	  au	  

cours	   de	   ces	   deux	   maladies	   sont	   différentes.	   Le	   fait	   que	   ne	   soit	   pas	   observé	   de	  

corrélation	  entre	  la	  production	  d’IFNα	  sérique	  et	  les	  capacités	  de	  production	  d’IFNγ	  par	  

les	   cellules	   NK	   chez	   les	   patients	   atteints	   de	   Syndrome	   des	   Antisynthétases	   renforce	  

indirectement	  l’hypothèse	  du	  lien	  entre	  ces	  deux	  cytokines	  rapporté	  au	  cours	  du	  Lupus	  

Systémique.	  
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IV.	  Discussion	  générale	  et	  Perspectives
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L’objectif	  de	  cette	  discussion	  générale	  est	  de	  replacer	   les	  anomalies	  des	  cellules	  

NK	  qui	  ont	  été	  constatées	  	  au	  cours	  des	  deux	  maladies	  auto-‐immunes	  étudiées	  au	  sein	  

d’une	   réponse	   immunitaire	   globale	   et	   complexe,	   afin	   de	   proposer	   des	   applications	  

complémentaires,	  tant	  sur	  le	  plan	  immunologique	  que	  médical.	  

	  

	  

1.	   Anomalies	  des	  cellules	  NK	  constatées	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  

	  

1.1.	  	   Anomalies	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  

	  

Les	   anomalies	   qui	   ont	   été	   constatées	   chez	   les	   patients	   atteints	   de	   Lupus	  

Systémique	   dans	   ce	   travail	   (Résultats	  1	  et	  3),	   complétées	   des	   données	   récentes	   de	   la	  

littérature	  sur	  le	  sujet,	  sont	  résumées	  dans	  la	  Figure	  12.	  

	  

1.1.1. Hypothèses	  immunopathologiques	  

	  

Les	   cellules	  NK	  circulantes	  au	   cours	  du	  Lupus	  Systémique	   sont	  quantitavement	  

diminuées	  mais	   qualitativement	   activées	   et	   tournées	   vers	   la	   production	  de	   cytokines	  

plutôt	   que	   vers	   les	   fonctions	   cytotoxiques.	   Ceci	   pourrait	   être	   lié	   à	   un	   certain	   degré	  

d’immaturité,	   attesté	   par	   un	   phénotype	   particulier	   (NKG2Ahigh,	   CD16low,	   CD8αlow	   et	  

KIRlow)	  et	  une	  forte	  capacité	  à	  produire	  de	  l’IFNγ.	  	  

A	   ce	   jour,	   peu	   de	   travaux	   ont	   mis	   en	   évidence	   des	   anomalies	   intinsèques	   des	  

cellules	   NK	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique.	   Certaines	   données	   de	   la	   littérature	   ont	  

montré	   l’existence	   d’un	   défaut	   de	   maturation	   des	   cellules	   NK	   en	   rapport	   avec	   des	  

anomalies	  d’expression	  du	  facteur	  de	  croissance	  c-‐kit	  [283].	  Par	  contre,	   les	  anomalies	  

de	   DAP12	   [289],	   un	   adaptateur	   transmembranaire	   permettant	   la	   transduction	   de	  

signaux	   activateurs	   par	   l’intermédiaire	   de	   motifs	   ITAMs,	   qui	   avaient	   été	   suggérées,	  

n’ont	  pas	  été	  confirmées	  [290].	  Enfin,	  les	  associations	  de	  certains	  haplotypes	  KIR	  avec	  

le	   Lupus	   Systémique	   sont	   faibles	   et	   leurs	   conséquences	   éventuelles	   sur	   le	   plan	  

fonctionnel	  en	  terme	  d’éducation	  	  restent	  à	  être	  confirmer	  [291].	  Bien	  que	  cela	  n’ait	  pas	  

été	   l’objet	   des	   études	   présentées	   ici	  	   et	   contrairement	   à	   ce	   qui	   a	   récemment	   été	  

démontré	   pour	   le	   Syndrome	   de	   Gougerot-‐Sjögren	   [276],	   il	   n’a	   pas	   été	   clairement	  

identifié	   d’anomalie	   intrinsèque	   aux	   cellules	   NK.	   Les	   cellules	   NK	   en	   elles-‐même	   ne	  

semblent	  pas	  être	  un	  facteur	  de	  risque	  de	  développer	  un	  Lupus	  Systémique.	  
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Il	  est	  cependant	  intéressant	  de	  noter	  que	  Huang	  Z	  et	  coll.	  [284]	  ont	  constaté	  une	  

activation	  puis	  une	  migration	  des	  cellules	  NK	  dans	  les	  tissus	  cibles	  de	  la	  maladie	  ainsi	  

qu’une	   entrée	   en	   apoptose	   favorisée	   par	   l’IFNα,	   dont	   les	   concentrations	   sériques	  

corrèlent	   clairement	   avec	   l’activité	  de	   la	  maladie.	   Ceci	   suggère	  que	   les	   anomalies	  des	  

cellules	  NK	  circulantes	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique	  sont	  surtout	   la	  conséquence	  de	  

facteurs	   immunologiques	   externes	   à	   ces	   dernières.	   Les	   résultats	   présentés	   dans	   ce	  

mémoire	  vont	  également	  dans	  ce	  sens	  (Résultats	  3).	  En	  effet,	  les	  anomalies	  d’activation	  

et	  de	  production	  d’IFNγ	  par	  les	  cellules	  NK	  qui	  ont	  été	  observées	  au	  cours	  des	  travaux	  

présentés	   ici,	   concernent	  majoritairement	   les	   patients	   en	   phase	   active	   de	   la	  maladie,	  

tandis	   que	   les	   patients	   en	   rémission	   présentent	   des	   cellules	   NK	   qui	   sont	  

phénotypiquement	  proches	  de	  celles	  des	  sujets	  contrôles.	  	  

Par	   ailleurs,	   les	   travaux	   rapportés	   ici	   montrent	   que	   les	   cellules	   NK	   subissent	  

l’influence	   de	   stimuli	   externes	   autres	   que	   l’IFNα	   lui	   même,	   car	   ce	   dernier	   n’est	   pas	  

suffisant	   pour	   expliquer	   l’ensemble	   des	   anomalies	   constatées,	   dont	   la	   production	  

excessive	  d’IFNγ.	  Au	  cours	  de	  ce	  travail,	  il	  a	  été	  mis	  en	  évidence	  que	  des	  activateurs	  de	  

la	   voie	   TLR9	   jouent	   un	   rôle	   majeur,	   comme	   certains	   auto-‐antigènes	   du	   Lupus	  

Systémique	  :	  les	  ADN	  double	  brin	  qui	  sont	  fixés	  aux	  immunoglobulines	  sous	  la	  forme	  de	  

complexes	   immuns	   circulants.	   Il	   est	  d’ailleurs	   important	  de	  noter	  que	   les	   taux	  de	   ces	  

complexes	   immuns	   corrèlent	   aussi	   avec	   l’activité	   de	   la	   maladie	   [118].	   D’après	   les	  

résultats	   obtenus	   à	   partir	   de	   cultures	   de	   cellules	   NK	   triées,	   ces	   complexes	   immuns	  

interagiraient	   directement	   avec	   les	   cellules	   NK,	   mais	   leur	   action	   n’est	   toutefois	   pas	  

suffisante	  pour	  rendre	  ces	  cellules	  pleinement	  actives	  et	  fonctionnelles.	  Les	  cellules	  NK	  

doivent	  donc	  nécessairement	  recevoir	  d’autres	  signaux.	  Ces	  derniers	  peuvent	  provenir	  

de	  facteurs	  solubles	  ou	  d’interactions	  cellules-‐cellules.	  Ces	  résultats	  suggèrent	  donc	  que	  

les	  micro-‐environnements	  cellulaires	  et	  tissulaires	   jouent	  un	  rôle	  prépondérant	  sur	  la	  

fonctionnalité	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  

De	   façon	   importante,	   des	   résultats	   similaires	   ont	   été	   obtenus	   par	   d’autres	  

équipes,	  à	  partir	  de	  complexes	  immuns	  circulant	  contenant	  des	  ribo-‐nucléoprotéines	  et	  

de	  l’ARN,	  qui	  sont	  également	  des	  ligands	  de	  TLRs	  intracellulaires	  (TLR7).	  	  

Différentes	  données	  -‐fondamentales	  ou	  consacrées	  aux	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  

Systémique-‐	  suggèrent	  que	  les	  cellules	  NK	  pourraient	  interagir	  avec	  différents	  types	  de	  

cellules	  immunitaires.	  Elles	  communiqueraient	  principalement	  avec	  les	  pDCs	  [292,293]	  

mais	  aussi	  avec	  les	  lymphocytes	  B	  [75],	  deux	  types	  cellulaires	  activement	  impliqués	  	   	  
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The expression of IFNα is detected in the pancreatic 
β-islet cells of patients with T1D and in experimen-
tal models of T1D, and the induction of a type I IFN 
response accelerates T1D development92,93. It was shown 
that pDCs infiltrate pancreatic islands and the pancreatic 
lymph nodes in NOD mice; moreover, antibody-medi-
ated blockade of type I IFN-mediated signalling reduced 
T1D development in this model94. A recent study showed 
that pDCs in the β-islet cells produce type I IFN and that 
this is essential for the development of T1D95. According 
to the proposed model, dying β-islet cells release DNA 
that forms complexes with DNA-specific antibodies and 

with cathelin-related antimicrobial peptide (CAMP), 
which are produced by B1 cells and neutrophils, respec-
tively. The resulting immune complexes activate type I 
IFN production by pDCs in a TLR9-dependent manner, 
possibly promoting cDC activation and autoreactive 
T cell priming95. In patients with T1D, pDCs were shown 
to present β-islet cell-derived antigens that were obtained 
by immune complex capture more efficiently than cDCs, 
thereby directly activating diabetogenic T cells96. Thus, 
aberrant pDC-mediated type I IFN production seems to 
be a common mechanism that leads to pathogenesis in 
several autoimmune diseases, including T1D (FIG. 2).
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dans	   l’immunopathologie	  du	  Lupus	  ;	   les	  pDCs	  produisant	  de	   l’IFNα	   et	   les	   cellules	  B	  à	  

l’origine	   des	   auto-‐anticorps.	   Par	   ailleurs,	   il	   a	   été	   montré	   que	   ces	   différents	   types	  

cellulaires	   peuvent	   être	   stimulés	   par	   des	   ligands	   de	   TLR7	   et	   de	   TLR9.	   Bien	   que	   non	  

démontré	   la	   stimulation	   conjointe	   de	   ces	   trois	   types	   cellulaires	   et	   leurs	   interactions	  

respectives	   dans	   des	   tissus	   affectés	   par	   le	   Lupus	   Systémique	   (comme	   la	   peau	   par	  

exemple),	   pourrait	   être	   nécessaire	   à	   leur	   activation	   puis	   à	   celle	   de	   l’ensemble	   des	  

éléments	  du	  système	  immunitaire	  mis	  en	  jeu	  au	  cours	  du	  Lupus	  Systémique.	  	  

Il	  est	  	  intéressant	  de	  remarquer	  que	  des	  interactions	  entre	  des	  cellules	  NK	  et	  des	  

pDCs	   ont	   été	  mises	   en	   évidence	   in	  vitro	   par	  Hagberg	  et	  coll.	   Ces	   auteurs	   ont	   en	   effet	  

montré	  qu’au	  cours	  de	  co-‐cultures	  avec	  des	  cellules	  NK,	  les	  pDCs	  stimulées	  augmentent	  

leurs	  capacités	  de	  production	  d’IFNα.	  Ce	  phénomène	  nécessite	  des	  messages	  solubles	  

(MIP-‐1β)	   et	   des	   contacts	   cellulaires	   (impliquant	   LFA-‐1,	   CRACC	   et	   LY-‐9)	   entre	   les	  

cellules	   NK	   et	   les	   pDCs	   [292,293].	   Toutefois,	   ces	   derniers	   n’impliqueraient	   pas	  

directement	  la	  voie	  TLR7	  sur	  les	  cellules	  NK.	  	  

De	   tels	   mécanismes	   pourraient	   être	   réciproques,	   puisque	   la	   production	   d’IFNγ	  

par	  les	  cellules	  NK	  est	  également	  augmentée	  dans	  ces	  conditions	  expérimentales.	  Cette	  

hypothèse	  devra	  être	  vérifiée	  au	  moins	  in	  vitro.	   

De	  plus,	  des	   interactions	  entre	  des	   lymphocytes	  B	  et	  des	  pDCs	  ont	  été	  mises	  en	  

évidence	   chez	   des	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique	   [294].	   Ces	   dernières	  

concernent	   aussi	   bien	   des	   lymphocytes	   B	   naïfs	   que	  mémoires	   et	   mettent	   en	   jeu	   des	  

facteurs	  solubles	  (non	   identifiés	   formellement)	  et	  des	  contacts	  cellulaires	  dépendants	  

du	  CD31.	  	  

Il	  ne	  semble	  pas	  que	  des	  interactions	  entre	  des	  cellules	  NK	  et	  des	  lymphocytes	  B	  

aient	  été	  mises	  en	  évidence	  chez	  des	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique.	  Toutefois,	  

de	  telles	  interactions	  ont	  été	  démontrées	  notamment	  dans	  des	  modèles	  murins	  [75]	  et	  

sont	  d’autant	  plus	  marquées	  que	  les	  deux	  types	  cellulaires	  sont	  préalablement	  activés.	  

Une	   telle	   activation	   peut	   être	   obtenue	   par	   l’intermédiaire	   des	   ligands	   des	   TLRs	  

intracellulaires,	   ce	   qui	   suggère	   que	   des	   interactions	   entre	   des	   cellules	   NK	   et	   des	  

lymphocytes	   B	   sont	   envisageables	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique.	   Celles-‐ci	   restent	  

cependant	  à	  démontrer.	  

L’ensemble	  de	  ces	  résultats	  serait	  en	  faveur	  d’une	  coopération	  de	  type	  «	  ménage	  

à	  3	  »,	   incluant	  des	  pDCs,	   des	   lymphocytes	  B	   et	   des	   cellules	  NK.	  Différents	  modèles	   in	  

vitro	  (par	  déplétions	  ou	  tris	  cellulaires)	  pourraient	  permettre	  d’étudier	  ces	  interactions	  

chez	   les	   patients	   atteints	   de	   Lupus	   Systémique.	   Des	   analyses	   histologiques	   dans	   les	  
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tissus	  cibles	  de	  la	  maladie	  pourraient	  également	  étayer	  in	  vivo	  ces	  hypothèses	  à	  partir	  

d’études	  immunohistochimiques	  ou	  en	  microscopie	  confocale.	  

	  

1.1.2.	  Conséquences	  possibles	  des	  anomalies	  NK	  constatées	  

	  

En	  dehors,	  de	  l’action	  des	  cellules	  NK	  sur	  la	  fonctionnalité	  des	  pDCs	  [292,293]	  et	  

des	   conséquences	   connues	   de	   la	   sécrétion	   d’IFNγ	   sur	   les	   acteurs	   de	   l’immunité	  

adaptative	  (monocytes,	  lymphocytes	  B	  et	  lymphocytes	  T)	  [72],	  les	  autres	  conséquences	  

des	   anomalies	   des	   cellules	   NK	   restent	   mal	   comprises.	   Ainsi,	   l’impact	   de	   la	   faible	  

cytotoxicité	   des	   cellules	   NK	   circulantes	   qui	   a	   été	   observée	   (Résultats	  1)	   et	   rapportée	  

dans	  d’autres	  études	  consacrées	  au	  Lupus	  Systémique	  (Table	  3)	  peut-‐être	  envisagé	  de	  

plusiseurs	  façons.	  Une	  conséquence	  séduisante	  mais	  hypothétique,	  adaptée	  des	  études	  

portant	   sur	   les	   interactions	   avec	   les	   cellules	   dendritiques	   dérivées	   des	   monocytes,	  

concernerait	  la	  promotion	  indirecte	  de	  l’auto-‐immunité	  par	  les	  cellules	  NK	  à	  travers	  un	  

défaut	  de	   lyse	  des	  mDCs	   immatures.	   En	   effet,	   si	   ces	   cellules	   étaient	  moins	   contrôlées	  

par	   les	   cellules	   NK	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique,	   elles	   seraient	   plus	   nombreuses	   à	  

maturer	  et	  à	  stimuler	  les	  cellules	  du	  système	  immunitaire	  adaptatif	  en	  présentant	  des	  

peptides	   du	   soi.	   Toutefois,	   il	   n’est	   pas	   certain	   que	   les	   anomalies	   des	   cellules	   NK	  

observées	   dans	   le	   sang	   soit	   le	   reflet	   strict	   de	   leurs	   fonctions	   dans	   les	   tissus.	   Les	  

résultats	  de	  Huang	  Z	  et	  coll.	  [284]	  concernant	  la	  migration	  des	  cellules	  NK	  activées	  dans	  

des	   organes	   cibles	   sous	   l’influence	   de	   l’IFNα,	   semblent	   indiquer	   au	   contraire	   que	   les	  

observations	  dans	   le	   sang	  ne	   représentent	  qu’une	   image	  en	  négatif	   de	   ce	  qui	  peut	   se	  

dérouler	  dans	  les	  tissus.	  Dans	  le	  cadre	  d’une	  telle	  hypothèse,	  les	  cellules	  NK	  tissulaires	  

auraient	  au	  contraire	  un	  effet	  cytotoxique	  majoré	  et	  pourraient	  jouer	  aussi	  bien	  un	  rôle	  

protecteur,	  par	  la	  lyse	  des	  cellules	  dendritiques	  myéloïdes	  immatures,	  que	  délétère,	  en	  

exerçant	   une	   cytotoxicité	   contre	   les	   cellules	   structurales	   des	   tissus	   cibles.	   Ces	  

hypothèses	   soulignent	   les	   limites	   liées	   à	   l’étude	   exclusive	   des	   cellules	   immunitaires	  

circulantes	  et	   la	  nécessité	  de	   les	   coupler	  avec	  des	  analyses	  dans	   les	  organes	   cibles	  et	  

lymphoïdes	  secondaires.	  
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1.2. 	  Anomalies	  des	  cellules	  NK	  au	  cours	  du	  	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  
	  

1.2.1. Hypothèses	  immunopathologiques	  

	  

Contrairement	   au	   Lupus	   Systémique,	   les	   anomalies	   des	   cellules	   NK	   circulantes	  

constatées	  au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  indiquent	  que	  ces	  dernières	  sont	  

hypermatures	   mais	   hypofonctionnelles.	   Notamment,	   la	   proportion	   de	   cellules	   NK	  

circulantes	   exprimant	   NKp30,	   récepteur	   principal	   des	   interactions	   avec	   les	   cellules	  

dendritiques	  myéloïdes,	  est	  diminuée	  et	  les	  capacités	  de	  production	  d’IFNγ	  sévèrement	  

altérées,	  surtout	  chez	  les	  patients	  en	  phase	  active	  (Résultats	  4).	  De	  façon	  similaire	  à	  ce	  

qui	   a	   été	   observé	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique,	   il	   est	   constaté	   dans	   cette	   maladie	  

auto-‐immune	  alternant	  également	  des	  phases	  de	  poussée	  et	  rémission,	  que	  les	  cellules	  

NK	  des	  patients	  en	  rémission	  restent	  très	  proches	  de	  celles	  des	  sujets	  contrôles.	  Dans	  la	  

limite	  des	  marqueurs	  étudiés	  au	  cours	  de	  ce	  travail,	  ceci	  suggére	  que	  les	  cellules	  NK	  ne	  

sont	   pas	   porteuses	   d’anomalies	   intrinsèques	   qui	   puissent	   être	   considérées	   comme	  

facteurs	  de	  risque	  de	  développer	  cette	  maladie	  auto-‐immune	  multifactorielle.	  	  

Les	   analyses	   présentées	   ici	   étant	   essentiellement	   descriptives,	   il	   est	   pour	   le	  

moment	  difficile	  d’envisager	   la	  cause	  de	  ces	  anomalies,	  mais	  à	   la	  différence	  du	  Lupus	  

Systémique,	  l’absence	  d’augmentation	  de	  l’IFNα	  sérique	  suggère	  qu’elles	  ne	  sont	  pas	  en	  

lien	  avec	  l’action	  systémique	  de	  cette	  cytokine.	  

	  

1.2.2.	  Conséquences	  possibles	  

	  

La	   présence	   de	   nombreuses	   cellules	   NK	   dans	   le	   tissu	   pulmonaire	   	   où	   sont	  

fortement	   exprimés	   les	   auto-‐antigènes	   à	   l’origine	   de	   la	   maladie	   suggère	   fortement	  

qu’elles	   ont	   un	   rôle	   physiopathologique	   propre.	   On	   ne	   connaît	   toutefois	   pas	   leur	  

fonctionnalité	  dans	  ce	  tissus,	  mais	  la	  capacité	  des	  NK	  à	  exprimer	  Granzyme	  B,	  associés	  

aux	  mécanismes	  physiopathologiques	  décrits	  comme	  étant	  à	  l’origine	  du	  Syndrome	  des	  

Antisynthétases	   au	   niveau	   pulmonaire	   [220],	   souligne	   que	   les	   cellules	  NK	  pourraient	  

avoir	   un	   rôle	   dans	   l’initiation	   et	   l’entretien	   de	   la	   réponse	   immune	   (clivage	   des	   ARNt	  

syntéthases	   les	   rendant	   immunogènes).	   Cependant,	   leur	   rôle	   dans	   la	   génèse	   de	   la	  

fibrose	   pulmonaire	   elle-‐même	   est	   peu	   documenté,	   ni	   au	   cours	   du	   Syndrome	   des	  

Antisynthétases,	   ni	   dans	   des	   contextes	   cliniques	   proches,	   comme	   la	   sclérodermie	  

systémique,	   la	   fibrose	   pulmonaire	   idiopathique	   ou	   même	   la	   sarcoïdose	   [295,296],	  
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granulomatose	   systémique	   pouvant	   conduire	   à	   la	   fibrose	   pulmonaire.	   Les	   résultats	  

immunohistochimiques	  présentés	   ici	   (Résultats	  4)	  montrent	   toutefois	   l’importance	  du	  

contingent	  de	   cellules	   inflammatoires,	   attesté	  par	   la	  présence	  de	   lymphocytes	  T,	  B	   et	  

NK,	   à	   un	   stade	   tardif	   de	   l’évolution	   de	   la	   fibrose	   pulmonaire	   (immunohistochimies	  

réalisées	   sur	   des	   poumons	   explantés).	   Ceci	   témoigne	   de	   l’entretien	   prolongé	   des	  

phénomènes	  immunitaires	  tout	  au	  long	  de	  la	  maladie.	  

	   Afin	  de	  mieux	  apprécier	  les	  mécanismes	  mettant	  en	  jeu	  les	  cellules	  NK	  au	  cours	  

du	   Syndrome	   des	   Antisynthétases,	   il	   pourrait	   être	   intéressant	   d’étudier	   les	  

phénomènes	   d’ADCC	   en	   présence	   de	   cibles	   ayant	   fixé	   les	   auto-‐anticorps	   des	   patients	  

(cellules	  RAJI	  en	  présence	  des	  auto-‐anticorps	  purifiés	  par	  colonne	  de	  chromatographie	  

à	   partir	   du	   serum	   des	   patients)	   mais	   également	   l’implication	   directe	   de	   NKp30,	   en	  

étudiant	   l’effet	  d’anticorps	  anti-‐NKp30	  (fragment	  Fab’2)	   sur	   les	   focntions	  des	  cellules	  

NK.	   De	   plus,	   des	   cultures	   de	  myocytes	   (mise	   en	   culture	   des	   biopsies	  musculaires	   de	  

patients)	  en	  présence	  de	  cellules	  NK	  autologues	  pourraient	  permettre	  d’étudier	  in	  vitro	  

le	  rôle	  effecteur	  potentiel	  des	  cellules	  NK	  contre	  ces	  cibles	  «	  physiologiques	  ».	  

	  

	  

2.	  	   Hypothèses	  concernant	  les	  différences	  phénotypiques	  et	  fonctionnelles	  des	  

cellules	   NK	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   et	   du	   Syndrome	   des	  

Antisynthétases	  

	  

Comme	   abordé	   en	   Introduction,	   les	   phénomènes	   à	   l’origine	   de	   l’auto-‐immunité	  

(ou	  de	  la	  rupture	  de	  la	  tolérance	  au	  soi)	  sont	  multiples	  et	  très	  complexes.	  En	  dehors	  de	  

rares	   cas	   d’origine	   monogénique,	   l’immunopathologie	   des	   maladies	   auto-‐immunes	  

systémiques	   relève	   de	   nombreux	  mécanismes	   et	   fait	   souvent	   appel	   à	   l’ensemble	   des	  

acteurs	  de	  l’immunité	  innée	  et	  adaptative.	  Pour	  aboutir	  dans	  les	  organes	  à	  un	  ensemble	  

de	   lésions	   délétères,	   il	   apparait	   que	   les	   différentes	   cellules	   immunitaires	   co-‐

interagissent	   entre	   elles	   ainsi	   qu’avec	   l’environnement	   tissulaire,	   à	   travers	   des	  

mécanismes	  interdépendants	  et	  dont	  les	  étapes	  sont	  savamment	  orchestrées.	  

Si	  on	  envisage	  que	  les	  cellules	  NK	  agissent	  en	  interactions	  avec	  d’autres	  cellules	  

immunitaires,	  il	  est	  intéressant	  de	  constater	  que	  leurs	  modulations	  phénotypiques	  sont	  

différentes	   au	   cours	   du	   Syndrome	   des	   Antisynthétases	   et	   du	   Lupus	   Systémique.	   De	  

plus,	  ces	  anomalies	  ne	  semblent	  pas	  non	  plus	  équivalentes	  à	  celles	  décrites	  au	  cours	  de	  	  
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syndrome	   de	   Gougerot-‐Sjögren	   [276].	   L’impact	   d’une	   réponse	   auto-‐immune	   sur	   les	  

cellules	   NK	   comme	   l’impact	   des	   cellules	   NK	   sur	   le	   reste	   du	   système	   immunitaire	   ne	  

serait	  donc	  pas	  équivalent	  dans	  toutes	  les	  maladies	  auto-‐immunes	  systémiques.	  	  

Il	   est	  de	  même	   intéressant	  de	  mettre	   en	  opposition	   les	  phénomènes	   initiateurs	  

du	  Lupus	   Systémique	   avec	   ceux	  du	   Syndrome	  des	  Antisynthétases.	   En	   effet,	   le	   Lupus	  

Systémique	  semble	  débuter	  par	  l’activation	  des	  pDCs	  qui	  s’opère	  via	  TLR7	  et	  TLR9,	  qui	  

sont	  nombreuses	  au	  sein	  des	   tissus	  affectées	  au	  cours	  du	  Lupus	  comme	   la	  peau	  ou	   le	  

rein	   [297].	   Dans	   un	  modèle	  murin,	   le	   Syndrome	   des	   Antisynthétases	   est	   quant	   à	   lui	  

inductible	  par	   le	  biais	  de	   la	  stimulation	  des	  cellules	  de	   la	   lignée	  monocytaire	  (cellules	  

dendritiques	  myéloïdes,	  monocytes	  et	  macrophages)	  via	  TLR2	  et	  TLR4	  [223],	  qui	  sont	  

les	   principales	   populations	   cellulaires	   immunitaires	   présentes	   dans	   les	   alvéoles	  

pulmonaires.	  Au	  cours	  de	  ces	  deux	  maladies	  auto-‐immunes,	  les	  lymphocytes	  B	  sont	  au	  

centre	   de	   la	   réponse	   auto-‐immune	   à	   travers	   la	   production	   des	   auto-‐anticorps.	   On	  

remarquera	  qu’ils	  ont	   la	   capacité	  d’être	  stimulés	  aussi	  bien	  par	   les	  auto-‐antigènes	  du	  

Lupus	  Systémique	  que	  ceux	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  puisqu’ils	  expriment	  à	  la	  

fois	   TLR2,	   4,	   7,	   et	   9	   et	   pourraient	   ainsi	   s’activer	   dans	   les	   deux	   cas.	   Par	   contre,	   les	  

cellules	   NK	   ne	   peuvent	   recevoir	   de	   signaux	   activateurs	   directs	   que	   dans	   le	   cadre	   du	  

Lupus	   Systémique,	   car	   elles	   expriment	   TLR7	   et	   TLR9	  mais	   n’expriment	   pas	   TLR2	   et	  

TLR4,	  qui	  sont	   impliqués	  dans	  de	  Syndrome	  des	  Antisynthétases.	  De	  plus,	   les	  cellules	  

NK	   pourraient	   recevoir	   des	   signaux	   de	   co-‐activation	   différents	   provenant	   de	  

lymphocytes	  B	  activés,	  de	  pDCs	  ou	  de	  mDcs	  selon	  la	  maladie	  auto-‐immune	  considérée.	  

Ces	   différences	   concernant	   l’activation	   initiale	   (puis	   entretenue)	   de	   l’immunité	  

tissulaire	  pourraient	  expliquer	  les	  modulations	  observées	  au	  niveau	  des	  phénotypes	  et	  

des	   fonctionnalités	   des	   cellules	   NK	   circulantes	   au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   et	   du	  

Syndrome	  des	  Antisynthétases.	  	  

L’ensemble	  de	  ces	  données	   immunopathogéniques,	   largement	  hypothétique,	  est	  

résumé	  dans	  la	  Figure	  13.	  	  

	  

	  

3.	  Perspectives	  

	  

A	  partir	  des	  données	   concernant	   les	   cellules	  NK	  rapportées	  dans	   ce	  mémoire,	  

des	   applications	   particulières	   en	   recherche	   clinique	   et	   thérapeutique	   semblent	  

envisageables.	   De	   plus,	   dans	   la	  mesure	   où	   l’implication	   des	   cellules	   NK	   au	   cours	   des	  
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maladies	   auto-‐immunes	   requiert	   d’autres	   partenaires	   du	   système	   immunitaire	   et	   de	  

nombreuses	   interactions	   cellulaires,	   de	   vastes	   études	   immunologiques	   analysant	   les	  

anomalies	   des	   cellules	   NK	   en	   parallèle	   de	   celles	   d’autres	   types	   cellulaires	   également	  

impliqués	   seraient	   très	   informatives.	   L’ensemble	   de	   ces	   investigations	   est	   représenté	  

Figure	  14.	  

	  

	  

3.1. Intérêt	  de	  la	  poursuite	  de	  l’étude	  des	  cellules	  NK	  –isolément-‐	  au	  cours	  des	  

maladies	  auto-‐immunes	  

	  

Au	  delà	  de	   l’approfondissement	  de	   la	   connaissance	  des	  mécanismes	   impliquant	  

les	  cellules	  NK	  au	  cours	  des	  maladies	  auto-‐immunes,	  il	  paraît	  intéressant	  de	  poursuivre	  

certaines	   explorations	   à	   des	   fins	   de	   recherche	   translationnelle.	   En	   effet,	   certains	  

résultats	  présentés	  dans	  ce	  mémoire	  pourraient	  trouver	  différentes	  applications.	  

	  

3.1.1. Développement	  de	  biomarqueurs	  

	  

Les	  anomalies	  des	  cellules	  NK	  qui	  corrèlent	  fortement	  avec	  l’activité	  des	  maladies	  

auto-‐immunes	  étudiées	  sont	  nombreuses.	   Il	  est	  par	  exemple	  possible,	  comme	  cela	  est	  

montré	  au	  moyen	  d’une	  courbe	  ROC	  (Résultats	  4),	  de	  proposer	  au	  cours	  du	  Syndrome	  

des	   Antisynthétases	   un	   test	   biologique	   incluant	   pour	   variables	   les	   proportions	  

respectives	   de	   cellules	   NK	   positives	   pour	   NKp30,	   CD57	   et	   ILT2.	   Ce	   test	   diagnostic	  

permet	  de	  prédire	   l’activité	  de	   la	  maladie	  avec	  une	  bonne	  validité.	  De	  même,	  d’autres	  

paramètres,	   comme	   le	   niveau	   d’expression	   de	   TLR9	   ou	   la	   production	   d’IFNγ	   par	   les	  

cellules	  NK	  stimulées	  par	  IL12	  et	  IL18	  pourraient	  également	  être	  prédictifs	  de	  l’activité	  

du	   Lupus	   Systémique.	   Toutefois	   pour	   ces	   deux	   maladies,	   l’activité	   est	   évaluable	  

cliniquement	  et	  d’autres	  tests	  sérologiques	  validés	  sont	  déjà	  utilisés	  pour	  évaluer	  leur	  

degré	   d’activité	   biologique.	   L’apport	   de	   tests	   spécifiques	   aux	   cellules	   NK	   paraît	   donc	  

pour	  le	  moment	  limité	  pour	  la	  pratique	  courante.	  

Ces	   tests	   biologiques	   pourraient	   éventuellement	   être	   utilisées	   à	   des	   fins	  

d’évaluation	  de	  la	  sévérité	  ou	  du	  pronostic	  de	  la	  maladie	  auto-‐immune.	  Cependant,	  les	  

résultats	   présentés	   dans	   ce	   travail	   ne	   permettent	   pas	   de	   valider	   ce	   type	   d’approche,	  

puisque	  il	  n’a	  notamment	  pas	  été	  réalisé	  de	  suivi	  longitudinal	  des	  patients	  et	  le	  nombre	  
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de	   patients	   est	   trop	   restreint.	   Des	   études	   complémentaires	   devraient	   donc	   être	  

envisagées.	  	  

Il	   semblerait	   en	   revanche	   plus	   intéressant	   d’utiliser	   ces	   tests	   à	   des	   fins	  

d’évaluation	   d’une	   réponse	   à	   différentes	   thérapeutiques.	   En	   effet	   de	   nombreuses	  

thérapies	   ciblées	   sont	   en	   développement	   pour	   les	   maladies	   auto-‐immunes	  

actuellement,	   mais	   la	   place	   de	   ces	   dernières	   reste	   difficilement	   évaluable	   à	   l’échelle	  

individuelle.	   Optimiser	   la	   prescription	   de	   ces	   biothérapies,	   souvent	   coûteuses	   et	   non	  

dénuées	  d’effets	  secondaires,	  à	  l’aide	  de	  tests	  pré-‐thérapeutiques	  simples	  pourrait	  être	  

une	  application	  des	  résultats	  présentés	  dans	  ce	  mémoire.	  Des	  anticorps	  anti-‐IFNγ	  sont	  

par	  exemple	  testés	  actuellement	  pour	  les	  patients	  atteints	  de	  Lupus	  Systémique	  (essai	  

de	  phase	  I).	  On	  peut	  postuler	  que	  l’efficacité	  de	  ces	  derniers	  sera	  plus	  importante	  chez	  

les	  patients	  produisant	  de	  forts	  taux	  de	  cette	  cytokine	  et	  tenter	  de	  valider	  un	  test	  pré-‐

thérapeutique	  prédictif	  de	   la	   réponse	  au	   traitement	  basé	   sur	   l’évaluation	   individuelle	  

de	  la	  production	  de	  cette	  cytokine	  par	  les	  cellules	  NK.	  De	  même,	  il	  existe	  actuellement	  

d’intenses	   recherches	   visant	   à	   développer	  des	  molécules	   ciblant	   les	  TLRs,	   dont	  TLR9	  

[298–300].	  De	  telles	  molécules	  pourraient	  aisément	  être	  testés	  à	   l’échelle	   individuelle	  

in	   vitro	   sur	   les	   PBMCs	   ou	   les	   cellules	   NK	   des	   patients,	   avant	   de	   décider	   de	   leur	  

prescription.	  

	  

3.1.2. Développement	  de	  nouvelles	  thérapies	  ciblées	  

	  

Poursuivre	   l’étude	   des	   mécanismes	   impliquant	   les	   cellules	   NK	   au	   cours	   des	  

maladies	   auto-‐immunes,	   notamment	   lorsqu’a	   été	  mise	   en	   évidence	   l’implication	   d’un	  

récepteur	   en	   particulier,	   comme	   cela	   semble	   être	   le	   cas	   au	   cours	   du	   Syndrome	   de	  

Gougerot-‐Sjögren	  ou	  même	  au	  cours	  du	  Syndrome	  des	  Antisynthétase	  avec	   le	  NKp30,	  

peut	   permettre	   d’approfondir	   la	   connaissance	   du	   fonctionnement	   d’une	   voie	  

d’activation	  en	  particulier.	  Ce	  type	  d’approche	  vise	  aussi	  le	  développement	  à	  terme	  de	  

nouvelles	   thérapies	   ciblées,	   comme	   par	   exemple	   des	   anticorps	   anti-‐NKp30	   qui	   sont	  

aussi	  en	  développement	  actuellement.	  De	  même,	  une	  meilleure	  connaissance	  de	  la	  voie	  

du	   TLR9,	   de	   ses	   modes	   d’activation	   et	   de	   sa	   régulation	   dans	   les	   différents	   types	  

cellulaires	  qui	  l’expriment,	  pourrait	  aider	  au	  développement	  de	  traitements	  spécifiques	  

[298,299].	  
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3.2. Etudes	  en	  parallèle	  de	  différents	   acteurs	   immunologiques	   impliqués	  dans	  

l’immunopathologie	  des	  maladies	  auto-‐immunes.	  

	  

	  

La	  complexité	  de	   l’immunopathologie	  des	  maladies	  auto-‐immunes	  est	  peut-‐être	  

un	  avantage	  si	  l’on	  souhaite	  étudier	  le	  fonctionnement	  global	  du	  système	  immunitaire	  

ou	   analyser	   un	   réseau	   cellulaire	   en	   particulier.	   Si	   elles	   étaient	   informatives,	   de	   telles	  

analyses	  pourraient	  non	  seulement	  aider	  à	  la	  prise	  en	  charge	  individuelle	  des	  patients	  

mais	   également	   à	   la	   compréhension	   des	   interactions	   des	   cellules	   immunitaires	   entre	  

elles.	  	  

	  

3.2.1. Vers	  une	  médecine	  personnalisée	  	  

	  

Les	   maladies	   auto-‐immunes,	   comme	   le	   Lupus	   Systémique	   et	   le	   Syndrome	   des	  

Antisynthétases	  (Annexe	  4)	  sont	  des	  maladies	  cliniquement	  hétérogènes.	  L’existence	  de	  

certaines	  atteintes	  d’organes	  mises	  à	  part,	  il	  est	  individuellement	  difficile	  de	  prévoir	  au	  

moment	  du	  diagnostic	  où	  à	  des	  moments	  clefs	  de	   l’évolution	  de	   la	  maladie	  quel	  est	   le	  

pronostic	   de	   chaque	   patient.	   Des	   études	   de	   cohortes	   ont	   tenté,	   à	   l’aide	   des	   données	  

cliniques	  et	  sérologiques,	  de	  définir	  par	  des	  techniques	  d’analyses	  multivariées	  de	  type	  

clustering	   hiérarchique	   [120,121,211]	   des	   sous-‐groupes	   de	   patients	   ayant	   des	  

pronostics	   différents.	   Cependant	   ces	   études	   ne	   permettent	   pas	   de	   discriminer	  

suffisamment	  les	  patients	  avec	  un	  bon	  ou	  un	  moins	  bon	  pronostic,	  au	  point	  de	  proposer	  

une	  prise	  en	  charge	  médicale	  adaptée	  à	  chaque	  profil.	  Coupler	  les	  données	  cliniques	  et	  

sérologiques	   avec	   des	   analyses	   immunologiques,	   telles	   que	   l’expression	   de	   TLR7	   et	  

TLR9	   [301]	   pourrait	   probablement	   permettre	   d’affiner	   l’identification	   des	   sous-‐

groupes	   de	   patients	   à	   risque.	   Dans	   cet	   objectif,	   il	   semble	   intéressant	   d’inclure	   les	  

anomalies	  phénotypiques	  et	  fonctionnelles	  des	  cellules	  NK.	  Il	  serait	  probablement	  plus	  

relevant	   d’étudier	   les	   paramètres	   immunologiques	   ensembles,	   comprenant	   les	   autres	  

cellules	   impliquées	   dans	   la	   physiopathologie	   des	  maladies	   auto-‐immunes,	   comme	   les	  

cellules	   dendritiques	   ou	   les	   lymphocytes	   B	   qui	   semblent	   impliquées	   dans	   les	  mêmes	  

phases	   de	   la	   réponse	   immunitaire.	   Une	   telle	   approche	   nécessite	   l’inclusion	   de	  

nombreux	   patients	   affectés	   par	   des	   maladies	   rares	   et	   devrait	   donc	   être	   réalisée	   à	  

l’échelle	  multicentrique.	   	  
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On	   peut	   postuler	   que	   de	   telles	   analyses	   permettraient	   de	   définir	   de	   nouveaux	  

sous-‐groupes	   de	   patients	   présentant	   des	   anomalies	   immunologiques	   similaires,	   et	   de	  

les	  identifier	  comme	  risquant	  d’évoluer	  favorablement	  ou	  défavorablement.	  Sur	  la	  base	  

de	   ces	   analyses,	   l’efficacité	   potentielle	   de	   tel	   ou	   tel	   traitement	   ciblant	   des	   voies	  

immunologiques	   particulières	   pourrait	   être	   plus	   spécifiquement	   identifiée.	   L’objectif	  

étant	  finalement	  de	  proposer,	  comme	  est	  le	  cas	  pour	  la	  prise	  en	  charge	  des	  patients	  en	  

oncologie,	   une	   médecine	   personnalisée,	   intégrant	   ces	   données	   immunologiques	   et	  

permettant	  d’adapter	  la	  prise	  en	  charge	  thérapeutique	  au	  cas	  par	  cas.	  

	  

3.2.2. Vers	   une	   modélisation	   de	   la	   réponse	   immunitaire	   au	   cours	   des	  

maladies	  auto-‐immunes	  

	  

Le	   système	   immunitaire	   est	   un	   vaste	   système	   biologique	   dont	   la	   complexité	  

permet	  de	   répondre	   aux	  qualités	  principales	  de	  diversité,	   d’adaptation,	   de	   fiabilité	   et	  

d’efficacité	   etc…	   La	   compréhension	   des	   phénomènes	   immunitaires	   peut	   se	   faire	   à	  

plusieurs	   niveaux.	   A	   un	   niveau	   expérimental,	   comme	   rapporté	   ici,	   il	   est	   possible	   de	  

mettre	   en	   évidence	   certains	   phénomènes	   particuliers.	   Mais	   rapidement,	   leur	  

interprétation	  est	  rendue	  difficile	  du	  fait	  de	  la	  complexité	  des	  mécanismes	  qui	  sont	  mis	  

en	   jeu	   et	   l’existence	   de	   plusieurs	   niveaux	   d’organisation	   (moléculaire,	   cellulaire	   et	  

tissulaire).	   A	   partir	   de	   différentes	   données	   expérimentales,	   l’analyse	   d’un	   système	  

biologique	   peut	   aussi	   se	   faire	   par	   modélisations	   mathématiques	   et	   statistiques,	   qui	  

nécessitent	   des	   étapes	   de	   simulation,	   de	   formulation	   de	   nouvelles	   hypothèses	   et	   de	  

nouvelles	   vérifications	   expérimentales	   afin	   d’être	   validées	   [302,303].	   De	   nombreuses	  

approches	  sont	  possibles,	  basées	  sur	  différents	  algorithmes	  et	  théories	  mathématiques,	  

pour	   rendre	   compte	   de	   la	   dynamique	   des	   interactions	   cellulaires	   à	   l’échelle	   d’un	  

système	  biologique,	   	  comme	  cela	  a	  été	  proposé	  pour	  le	  système	  immunitaire	  au	  cours	  

de	   l’étude	   de	   la	   réponse	   immune	   anti-‐tumorale	   [303,304],	   de	   la	   génération	   d’un	  

répertoire	  lymphocytaire	  mémoire	  [305]	  ou	  encore	  de	  l’homéostasie	  lymphocytaire…	  	  

L’objet	   de	   telles	   modélisations	   est	   de	   faire	   émerger,	   à	   partir	   de	   données	  

individuelles	  même	   incomplètement	   comprises,	   les	   propriétés	   globales	   d’un	   système	  

[303],	  en	  l’occurrence	  celles	  qui	  concourent	  à	  la	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi.	  Au	  cours	  

des	   maladies	   auto-‐immunes,	   l’analyse	   simultanée	   d’un	   grand	   nombre	   de	   variables	  

inter-‐dépendantes,	   concernant	   plusieurs	   types	   cellulaires	   interagissant	   entre	   eux	   et	  

impliqués	   aux	  mêmes	   phases	   de	   la	   réponse	   immunitaire,	   pourrait	   ainsi	   permettre,	   à	  
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l’aide	  d’algorithmes	  adaptés	  (déterminés	  avec	  le	  concours	  de	  biophysiciens),	  de	  mieux	  

cerner	  la	  dynamique	  du	  réseau	  immunitaire	  à	  l’origine	  de	  l’auto-‐immunité.	  En	  effet,	  les	  

maladies	   auto-‐immunes,	   qui	   sont	   des	   pathologies	   chroniques	   au	   cours	   desquelles	   les	  

interactions	   cellulaires	   sont	   multiples	   et	   réciproques	   et	   la	   stimulation	   par	   les	   auto-‐

antigènes	   est	   prolongée	   et	   aisément	   évaluable	   qualitativement	   et	   quantitativement,	  

semblent	  se	  prêter	  à	  ce	  type	  d’analyses	  [306,307].	  De	  plus,	  plusieurs	  niveaux	  d’analyse	  

sont	   possibles	  :	   moléculaire,	   cellulaire	   mais	   aussi	   tissulaire	   puisqu’au	   cours	   de	   ces	  

maladies,	   des	   prélèvements	   biopsiques	   sont	   fréquemment	   réalisées	   à	   des	   fins	  

diagnostiques	  ou	  pronostiques.	  

Pour	   voir	   le	   jour	   toutefois,	   une	   telle	   étude,	   qui	   requiert	   un	   grand	   nombre	   de	  

patients	   avec	   éventuellement	   un	   suivi	   longitudinal	   ainsi	   que	   plusieurs	   équipes	   de	  

recherche	   en	   immunologie,	   ne	   pourra	   être	   envisagée	   qu’à	   travers	   un	   projet	  

d’envergure,	  multicentrique,	   dans	   le	   cadre	   d’un	   «	  appel	   à	   projet	  »	   sinon	   européen	   au	  

moins	  national.	  
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V.	  Conclusion	  
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L’ensemble	  des	   travaux	  présentés	  dans	  ce	  mémoire	  suggère	  que	   les	  cellules	  NK	  

interviennent	   dans	   l’immunopathologie	   de	   certaines	   maladies	   auto-‐immunes	  

systémiques.	   Les	   cellules	   NK	   circulantes	   présentent	   des	   anomalies	   phénotypiques	   et	  

fonctionnelles	   qui	   corrèlent	   avec	   l’activité	   de	   la	  maladie,	   tandis	   qu’elles	   sont	   proches	  

des	  sujets	  contrôles	  dans	  les	  phases	  de	  rémission.	  Ces	  anomalies	  observées	  ne	  sont	  pas	  

identiques	  selon	  la	  maladie	  auto-‐immune	  étudiée.	  	  

Ceci	   suggère	   qu’au	   cours	   du	   Lupus	   Systémique	   et	   du	   Syndrome	   des	  

Antisynthétases	   les	   cellules	  NK	   répondent	   à	  des	   événements	   externes,	   plutôt	  qu’elles	  

ne	  les	  engendrent	  elles-‐mêmes	  du	  fait	  de	  déficiences	  intrinsèques.	  	  

Les	  conséquences	  des	  anomalies	  des	  cellules	  NK	  observées	  au	  cours	  des	  maladies	  

auto-‐immunes	   restent	   mal	   comprises.	   Ceci	   devra	   faire	   l’objet	   d’études	   spécifiques,	  

notamment	   au	   niveau	   tissulaire,	   le	   compartiment	   sanguin	   ne	   reflètant	  

qu’imparfaitement	  l’environnement	  tissulaire	  où	  a	  lieu	  la	  réponse	  immunitaire.	  
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Annexe	  1	  :	  Critères	  ACR	  de	  classification	  du	  Lupus	  Systémique	  
	  
	  
Révisés	  in	  Arthritis	  &	  Rheumatism	  1997	  
	  
	  

	  
	   	  

! 29!

VIII- ANNEXES 

Annexe 1 : Critères diagnostiques du Lupus érythémateux systémique :  proposés par 
l’American College of Rheumatology (ACR) en 1982 et mis à jour par l’ACR en 1997 

 

! !
!
!
!

! !

ALD 21 -  Guide « Lupus érythémateux systémique »   

HAS / Service des maladies chroniques et dispositifs d’accompagnement des malades 
Janvier 2010 -69-   

Annexe 3. Critères de classification du 
lupus érythémateux systémique (LES) 
proposés par l’American College of Rheumatology (ACR) en 1982 et 
mis à jour par l’ACR en 1997. 

 
1. Rash malaire ;  
2. Lupus discoïde ; 
3. Photosensibilité ; 
4. Ulcérations orales ou nasopharyngées ; 
5. Arthrites non érosives touchant au moins 2 articulations périphériques, 

caractérisées par une douleur, un gonflement ou un épanchement ; 
6. Pleurésie ou péricardite ; 
7. Protéinurie persistante > 0,5 g/jour ou cylindrurie ;  
8. Convulsions ou psychose (en l’absence de cause médicamenteuse ou 

métabolique) ; 
9. Atteinte hématologique : 
 anémie hémolytique, 
 leucopénie < 4 000/µl constatée à 2 reprises, 
 lymphopénie < 1 500/µl constatée à 2 reprises, ou 
 thrombopénie < 100 000/µl, en l’absence de drogues cytopéniantes ; 

10. Titre anormal de facteurs antinucléaires par immunofluorescence (en 
l’absence de drogues inductrices) ; 

11. Perturbations immunologiques : 
• Titre anormal d’anticorps anti-ADN natif, 
• anticorps anti-Sm, ou 

présence d’anticorps antiphospholipides : sérologie syphilitique 
dissociée constatée à 2 reprises en 6 mois ou anticoagulant 
circulant de type lupique ou titre anormal d’anticorps anti-
cardiolipine en IgG ou IgM. 

 
Quatre critères simultanés ou successifs sont nécessaires pour 
classer la maladie comme un lupus systémique  
 
 



Annexes	  

	   151	  

Annexe	  2	  :	  Critères	  de	  classification	  révisés:	  Systemic	  Lupus	  
International	  Collaborating	  Clinics.	  
	  
Pétri	  M	  et	  coll.,	  Arthritis	  &	  Rheum	  2012	  
	  
	  

	  
	  
	  

Table 3. Clinical and immunologic criteria used in the SLICC classification system*

Clinical criteria
1. Acute cutaneous lupus, including:

Lupus malar rash (do not count if malar discoid)
Bullous lupus
Toxic epidermal necrolysis variant of SLE
Maculopapular lupus rash
Photosensitive lupus rash
in the absence of dermatomyositis

OR subacute cutaneous lupus (nonindurated psoriaform and/or annular polycyclic lesions that resolve without scarring, although
occasionally with postinflammatory dyspigmentation or telangiectasias)

2. Chronic cutaneous lupus, including:
Classic discoid rash

Localized (above the neck)
Generalized (above and below the neck)

Hypertrophic (verrucous) lupus
Lupus panniculitis (profundus)
Mucosal lupus
Lupus erythematosus tumidus
Chillblains lupus
Discoid lupus/lichen planus overlap

3. Oral ulcers
Palate

Buccal
Tongue

OR nasal ulcers
in the absence of other causes, such as vasculitis, Behçet’s disease, infection (herpesvirus), inflammatory bowel disease, reactive arthritis,

and acidic foods
4. Nonscarring alopecia (diffuse thinning or hair fragility with visible broken hairs)

in the absence of other causes such as alopecia areata, drugs, iron deficiency, and androgenic alopecia
5. Synovitis involving 2 or more joints, characterized by swelling or effusion

OR tenderness in 2 or more joints and at least 30 minutes of morning stiffness
6. Serositis

Typical pleurisy for more than 1 day
OR pleural effusions
OR pleural rub

Typical pericardial pain (pain with recumbency improved by sitting forward) for more than 1 day
OR pericardial effusion
OR pericardial rub
OR pericarditis by electrocardiography

in the absence of other causes, such as infection, uremia, and Dressler’s pericarditis
7. Renal

Urine protein–to-creatinine ratio (or 24-hour urine protein) representing 500 mg protein/24 hours
OR red blood cell casts

8. Neurologic
Seizures
Psychosis
Mononeuritis multiplex

in the absence of other known causes such as primary vasculitis
Myelitis
Peripheral or cranial neuropathy

in the absence of other known causes such as primary vasculitis, infection, and diabetes mellitus
Acute confusional state

in the absence of other causes, including toxic/metabolic, uremia, drugs
9. Hemolytic anemia

10. Leukopenia (!4,000/mm3 at least once)
in the absence of other known causes such as Felty’s syndrome, drugs, and portal hypertension

OR
Lymphopenia (!1,000/mm3 at least once)

in the absence of other known causes such as corticosteroids, drugs, and infection
11. Thrombocytopenia (!100,000/mm3) at least once

in the absence of other known causes such as drugs, portal hypertension, and thrombotic thrombocytopenic purpura
Immunologic criteria

1. ANA level above laboratory reference range
2. Anti-dsDNA antibody level above laboratory reference range (or "2-fold the reference range if tested by ELISA)
3. Anti-Sm: presence of antibody to Sm nuclear antigen
4. Antiphospholipid antibody positivity as determined by any of the following:

Positive test result for lupus anticoagulant
False-positive test result for rapid plasma reagin
Medium- or high-titer anticardiolipin antibody level (IgA, IgG, or IgM)
Positive test result for anti–!2-glycoprotein I (IgA, IgG, or IgM)

5. Low complement
Low C3
Low C4
Low CH50

6. Direct Coombs’ test in the absence of hemolytic anemia

* Criteria are cumulative and need not be present concurrently. SLICC # Systemic Lupus International Collaborating Clinics; SLE # systemic lupus erythematosus;
ANA # antinuclear antibody; anti-dsDNA # anti–double-stranded DNA; ELISA # enzyme-linked immunosorbent assay.

2682 PETRI ET AL
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Annexe	  3	  :	  Score	  d’activité	  du	  Lupus	  Systémique	  (SLEDAI-‐2K)	  
	  
	  
	  

	  
	  

Nom du protocole Initiales du patient N° de centre N° d’inclusion 

EQUAL │___│___│/│___│ │___│ │___│___│___│ 
 

Noter ND lorsqu’une donnée est Non Disponible 
 

  
CRF Investigateur – Version 01 du 07/03/2011 

 

6 

" Formulaire d’évaluation du Lupus Erythémateux Systémiques (SLEDAI) 4 weeks 
 

(Cochez la case si les signes décrits sont présents au moment de l'évaluation 
ou dans les 4 semaines précédentes) 

 

Symptôme / signe Définition Dans les 4 semaines 
précédentes 

Convulsion Début récent. Absence de cause métabolique, infectieuse ou 
médicamenteuse. !(1) Oui !(0) Non 

Psychose 

Perturbation des activités quotidiennes normales, liée à un trouble sévère 
de la perception de la réalité, dont hallucinations, incohérence, perte des 
associations d’idées, appauvrissement du contenu de la pensée, pensées 
illogiques, comportement bizarre, désorganisé ou catatonie. Absence 
d'insuffisance rénale aiguë ou de cause médicamenteuse. 

!(1) Oui !(0) Non 

Syndrome cérébral 
organique 

Altération fluctuante des fonctions cognitives d'apparition rapide, avec 
désorientation, troubles de la mémoire ou des autres fonctions 
supérieures, dont obscurcissement des idées avec difficultés de 
concentration et incapacité de prêter attention à son environnement, et au 
moins deux des signes suivants: trouble de la perception, discours 
incohérent, insomnie ou somnolence diurne, ou augmentation ou 
diminution de l'activité psychomotrice. Absence de cause métabolique, 
infectieuse ou médicamenteuse. 

!(1) Oui !(0) Non 

Trouble visuel 
Anomalies rétiniennes liées au lupus, dont corps cytoïdes, hémorragies 
rétiniennes, exsudat séreux ou hémorragies choroïdiennes, névrite 
optique, sclérite ou épisclérite. Absence d'hypertension, de cause 
infectieuse ou médicamenteuse. 

!(1) Oui !(0) Non 

Atteinte des nerfs 
crâniens 

Apparition récente d'une neuropathie sensitive ou motrice des nerfs 
crâniens. Ceci inclut des vertiges dus au lupus. !(1) Oui !(0) Non 

Céphalées 
lupiques 

Céphalées intenses, persistantes, parfois migraineuses, mais résistantes 
aux morphiniques. !(1) Oui !(0) Non 

AVC AVC récent(s). Absence d'athérosclérose.  !(1) Oui !(0) Non 

Vascularite 
Ulcération, gangrène, nodules digitaux douloureux, infarctus péri-unguéal, 
hémorragie sous unguéale ou vascularite prouvée par biopsie ou 
angiographie. 

!(1) Oui !(0) Non 

Arthrites Plus de deux articulations douloureuses et inflammatoires (palpation 
douloureuse, gonflement, épanchement...). !(1) Oui !(0) Non 

Myosite 
Douleur/faiblesse musculaire proximale, associée à une élévation des 
CPK ou de l'aldolase ou à des modifications de l'électromyogramme, ou à 
une preuve histologique de myosite. 

!(1) Oui !(0) Non 

Rash cutané Rash inflammatoire. !(1) Oui !(0) Non 
Alopécie Perte de cheveux anormale, diffuse ou en plaque. !(1) Oui !(0) Non 
Ulcération des 
muqueuses Ulcérations orales ou nasales. !(1) Oui !(0) Non 

Pleurésie Douleur thoracique de type pleurale avec frottement, épanchement, ou 
épaississement pleural liée au lupus. !(1) Oui !(0) Non 

Péricardite Douleur péricardique avec au moins un des signes suivants: frottement, 
épanchement, ou confirmation à l'ECG ou à l'échographie.  !(1) Oui !(0) Non 

Fièvre > 38°C. Absence de cause infectieuse. !(1) Oui !(0) Non 
*Baisse du 
complément Diminution du CH50, C3, ou C4 en dessous de la valeur normale inférieure. !(1) Oui !(0) Non 

 *Cylindres urinaires Cylindres granuleux ou hématiques !(1) Oui !(0) Non 
*Hématurie > 5 hématies/champs (grossissement max) ou 25/mm3. Absence de 

lithiase, d’infection ou d'autres causes… !(1) Oui !(0) Non 
*Protéinurie > 0.5 g/24h !(1) Oui !(0) Non 
*Leucocyturie > 5 leucocytes/champs (grossissement max) ou 25/mm3. Absence 

d'infection. !(1) Oui !(0) Non 
*Augmentation des 
anticorps anti-ADN 

Test de Farr positif (selon la norme du laboratoire) ou présence 
d’anticorps anti-ADN supérieur au seuil du test ELISA utilisé. !(1) Oui !(0) Non 

 *Thrombocytopénie < 100 000 plaquettes/mm3. !(1) Oui !(0) Non 
*Leucopénie < 3 000 leucocytes/mm3. Absence de cause médicamenteuse. !(1) Oui !(0) Non 
* Item(s) pouvant être complété(s) ultérieurement par le TEC site en fonction des résultats  
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Annexe	  4	  :	  Syndrome	  des	  Antisynthétases	  :	  revue	  de	  la	  
Littérature.	  
	  
	  

	  

INFLAMMATORY MUSCLE DISEASE (I LUNDBERG, SECTION EDITOR)

Clinical Heterogeneity and Outcomes of Antisynthetase
Syndrome

Baptiste Hervier & Olivier Benveniste

Published online: 23 June 2013
# Springer Science+Business Media New York 2013

Abstract The autoimmune connective tissue disease anti-
synthetase syndrome (ASS) is an inflammatory myopathy
associated with myositis-specific autoantibodies, e.g. anti-
tRNA-synthetase antibodies (ASA). Since 1976 eight differ-
ent ASA have been rigorously identified, of which anti-
hystidyl-tRNA synthetase (anti-Jo1) is the most prevalent.
Other phenotype features of ASS include interstitial lung
disease (ILD), Raynaud’s phenomenon, polyarthritis, fever,
and mechanic’s hands. The clinical presentation of ASS
varies greatly, as does the severity of involvement of differ-
ent organs—both among patients and/or over the course of
the disease. ILD has been associated with poor outcomes, but
in general the heterogeneity of ASS prevents identification
of robust prognosis indicators. Early identification of pa-
tients requiring aggressive immunosuppressive treatment is
very challenging, and there are very few prospective trials
available to help match treatment management to ASS clin-
ical characteristics. This review will focus on the biological,
clinical, functional, and morphological features of ASS asso-
ciated with patient outcome. Our objective is to use compiled
data on these subjects to discuss the usefulness of patient
stratification in developing future prospective therapeutic
trials.

Keywords Inflammatory myopathy . Myositis . Myositis-
specific antibodies . Antisynthetase . Anti-Jo1 . Interstitial
lung disease . Clinical heterogeneity

Abbreviations
ASS Anti-synthetase syndrome
ASA Anti-synthetase antibody
ILD Interstitial lung disease
SSc Systemic sclerosis
SS Sjögren syndrome

Introduction

Antisynthetase syndrome (ASS), a heterogeneous autoim-
mune connective tissue disease, was first described in the
1980s as a singular inflammatory myopathy associated with
particular myositis-specific autoantibodies [1, 2]. These au-
toantibodies are specifically directed against the aminoacyl-
tRNA-synthetase enzymes. Anti-Jo1 (anti-histidyl-tRNA
synthase antibody) was the first of several anti-aminoacyl-
tRNA-synthetase antibodies (ASA) described in ASS, and is
also the most prevalent. It has been suggested, mainly because
anti-Jo1 may correlate with disease activity, that these anti-
bodies could be involved in the pathogenesis of the disease
[3].

ASS mostly affects adults, at any age, and is more com-
mon for women (the female-to-male ratio is 2; Table 1). The
clinical presentation of ASS varies greatly, and although
some classification criteria have been proposed, they have
yet to be validated [4]. In most cases, ASS includes at least
inflammatory myositis and/or interstitial lung disease (ILD)
[5••]. Other non-specific features are quite commonly report-
ed, including polyarthritis, mechanic’s hands, and Raynaud’s
phenomenon [1, 2]. Involvement of other organs is less fre-
quently described, but includes heart (pericarditis, myocarditis)
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or digestive (gastro-oesophageal reflux, dysphagia) involve-
ment. Associated symptoms overlapping with Sjögren syn-
drome (SS) or systemic sclerosis (SSc) have also been reported
to varying extents. The prevalence of these chronic manifesta-
tions varies between patients (Table 1), and their onsets for a
given patient sometimes occur over several years. The overall
prognosis for ASS seems to be worse than that for other
myositides, largely because of the higher prevalence of lung
involvement [2, 6–8].

There has been some progress over the past few years in
understanding the immune mechanisms of the disease. How-
ever, our review will focus on its clinical characteristics, in
particular the heterogeneity of its manifestations, and attempt
to describe clinical outcomes for each organ involvement.
Most early studies selected patients exclusively on the basis
of myositis associated with ILD, which led to the inclusion
of both ASA-positive and ASA-negative patients. This made
it challenging to accurately and specifically describe the
characteristics of the ASS patients. Additionally, because
testing for non-Jo1 ASA has only recently become com-
mon, patients from these studies who had ASS may have
been wrongly believed to be ASA-negative. Therefore this
review will focus on the most recently published studies,
especially those of ASA-positive patients and those com-
paring clinical phenotype features of ASS in relation to
their ASA specificity [5••, 9••, 10, 11•]. We will also
focus on the outcomes of ASS and the need to identify
patients with a poor prognosis, who require aggressive
immunosuppressive therapy. We will also draw on recent
data to discuss possible future clinical investigations and
therapy developments for ASS.

Biological Variables

Over recent years, description of animal models [12] and
immunology studies of humans have resulted in progress in
understanding the pathogenesis of ASS. These studies have
revealed the effect of both innate and adaptive immune cells
[13–15]. However, this review will focus on recent advances
related to the clinical presentation of ASS. These include
better characterisation of patients with non-Jo-1 ASA or
other autoantibodies [5••, 10], better understanding of ASS
immune susceptibility [16], and description of a variety of
serology biomarkers.

Serology Biomarkers

Immune Biomarkers

Of the immune molecules studied in relation to ASS, inter-
feron (IFN)-α and B-cell activating factor (BAFF or BLys)
are probably the most promising biomarkers [17, 18] and

can be easily measured in patient serum. Although involved
with different immune pathways, IFN-α and BAFF are both
associated with numerous autoimmune diseases, including
systemic lupus erythematosus, Sjögren syndrome, and
myositides. IFN-α is a cytokine and is mainly produced
by plasmacytoïd dendritic cells, which have an important
function in myositides in general [19] and ASS in particular.
It has been found that ASA can act as IFN-α inducers,
leading to muscle changes [17]; this IFN-α-inducing
capacity of ASA has also been associated with lung in-
volvement [17]. Similarly to IFN-α, BAFF is increased in
patients with ASS [18]. BAFF levels also seem to correlate
with both ILD and the severity of muscle involvement
(serum creatine kinase). Steroid treatments are associated
with low levels of BAFF, suggesting a link between BAFF
and ASS activity [18].

Although it has not become commonplace to use IFN-α
and BAFF dosage in management of patients with ASS, their
implication in ASS is of importance. Specific therapy direct-
ed against each biomarker is in development.

Biomarkers Associated with Lung Involvement

Recent studies have suggested that some serology bio-
markers, in particular serum KL-6, may correlate with lung
involvement in various myositides [20–22]. However, none
of these studies has focused on ASS, making it difficult to
relate their results to this disease. Dedicated future studies
are needed to determine the value of these biomarkers for
clinical practice.

Antisynthetase Antibodies

Description

ASA are directed against ubiquitous cytoplasm enzymes
specialised for the attachment of a specific amino acid to
its cognate tRNA molecule. Because 20 essential α-amino
acids are present in humans, 20 ASA could theoretically be
described. However, since 1976 and the first description of
an ASA (called anti-Jo1 after being found in a patient named
John) [23], only eight ASA have been identified. Anti-Jo1 is
the most common of these (2/3 of the ASA) and is found in
approximatively 20–25 % of patients with myositides
[24–26]. It has recently become standard procedure in Eu-
rope to use commercial line immuno-blot assays (Euro-
immun, Lübeck, Germany), including anti-alanyl (PL12),
anti-threonyl (PL7), anti-isoleucyl (OJ), and anti-glycyl(EJ)-
tRNA-synthetase antibodies, to test for five other ASA [27,
28]. Although their prevalence may be underestimated, these
non-Jo1 ASA are rarely found: ignoring possible variation
between ethnic groups, they constitute <1/5 of the entire set
of ASA and are found in <5 % of patients with myositides

Curr Rheumatol Rep (2013) 15:349 Page 3 of 12, 349



Annexes	  

	   156	  

(Table 2) [24–26]. The ASA could be associated with other
anti-extractable nuclear antigen antibodies, including anti-
Ro/SSA or anti-La/SSB, but the general consensus is that they
are mutually exclusive.

ASA, Immunogenetics and Clinical Features

It was recently revealed that the clinical heterogeneity of
ASS may be explained, at least in part, by the specificity of
ASA (reviewed in Ref. [7]). For example, anti-PL7 and anti-
PL12 are more strongly associated with ILD and indicate a
disease more restricted to the lung, with the absence of
muscle involvement [5••, 9••, 10]. ILD related to these
non-Jo1 ASA can also be more severe at diagnosis, as
determined by pulmonary function tests and HRCT findings,
than ILD related to anti-Jo1 [5••], which seems to be associ-
ated with a more complex and extended clinical phenotype
[5••, 10]. Moreover, myositis may be more common, more
severe, and more resistant to treatment for patients with anti-
Jo1 than for those with anti-PL12 and anti-PL7 [5••, 29].
Because patients with other ASA are rare (Table 2), the
clinical features of these ASS subtypes are based on a few
small studies, and as a result are difficult to characterise [30,
31]. Additional and larger descriptive studies of patients with
anti-EJ, anti-OJ, etc. would be of interest.

The associations between human leucocyte antigen-(HLA)
type II haplotypes and autoantibody specificity seen in other
inflammatory myopathies have recently been found in ASS.
As a result, attention has been drawn to links between HLA
DR, DQ or DP and anti-Jo1 or anti-PL-12 (reviewed in Ref.
[32]). It has been suggested that other clinical characteristics
of ASS (i.e. other than this ASA subtype) could be closely
related to these HLA alleles [33••].

ASA and Prognosis

ASA specificity cannot on its own account for the entire ASS
phenotype or for the severity of ASS. Our recent work has

revealed, by use of hierarchical cluster analysis, that patients
with anti-Jo1 and anti-PL12/7 can be distinguished on the
basis of differences in the prevalence at diagnosis of ILD,
myositis, or Raynaud’s phenomenon [5••]. Although no cor-
relation was found between being in a particular cluster and
patient survival, this retrospective study did determine, by use
of bivariate analysis, that survival was worse for patients with
anti-PL12/7 ASA than for those with anti-Jo1 [5••]. However,
this difference was not confirmed by multivariate analysis,
suggesting that ASA subtype was not an independent prog-
nostic factor. Mortality for ASS in general, and patients
with anti PL7/12 in particular, was clearly related to acute
or chronic ILD complications. The prognosis for ASS may
therefore be related to ASS clinical characteristics, includ-
ing the initial severity of ILD, rather than to ASA speci-
ficity itself.

Association of ASAwith Other Autoantibodies

Anti-SSA/Ro Antibodies

The two types of anti-SSA/Ro (anti-SSA/Ro 60 and 52 kDa)
are commonly found in SS [34], and may also be associated
with other autoimmune disorders, including systemic lupus
erythematosus. They have also been widely reported in pa-
tients with ASS [9••, 35, 36]. Irrespective of the clinical
symptoms of SS, co-occurrence of anti-SSA/Ro may have
an effect on ASS prognosis: it has been suggested that ILD
was more severe (in terms of HRCT scores, pulmonary
function tests, and/or immunosuppressive treatment re-
sponse) in cases of ASS associated with anti-Jo1 and anti-
SSA/Ro positivity [36–38]. However, this was not con-
firmed by two recent studies focused on patients with differ-
ent ASA [5••] and on anti-Jo1 patients [39•], and considering
anti-SSA/Ro-52 kDa positivity only. In the latter study, the
authors did suggest that the presence of anti-SSA/Ro-
52 kDAwas detrimental to ASS prognosis, because of more
severe muscle and joint symptoms and increased cancer
occurrence. These discrepancies may be related to the retro-
spective nature of existing studies, and further studies are
therefore required to better characterise the phenotype of
ASS associated with both anti-SSA 60 and 52 kDa and to
improve treatment for these patients.

Other Autoantibodies

In rare cases, different autoantibodies usually associated with
other autoimmune diseases are detected in ASS patients.
Positive test results for additional auto-antibodies, including
anti-RNP, anti-Sm, or anti-DNA (observed in mixed connec-
tive tissue disease or systemic lupus erythematosus, respec-
tively), may be associated with a higher prevalence of
Raynaud’s phenomenon and signs of dermatomyositis [5••].

Table 2 The different anti-tRNA synthetase antibodies and their prev-
alence in inflammatory myopathies (IM)

Anti-tRNA-synthetase
antibody subtype

Target antigen
(tRNA-synthetase)

Prevalence in
IM patients

Jo-1 Histidyl 20–25 %

PL12 Alanyl 5 %

PL7 Thronyl 5 %

OJ Isoleucyl <5 %

EJ Glycyl <5 %

KS Asparaginyl <1 %

Zo Phenylalanyl <<1 %

YRS/Tyr Tyrosyl <<1 %

349, Page 4 of 12 Curr Rheumatol Rep (2013) 15:349



Annexes	  

	   157	  

Anti-cyclic-citrullinated-peptide antibodies, usually associat-
ed with rheumatoid arthritis, have also been detected in pa-
tients with ASS and may correlate with deforming arthropathy
[40–42]. However, the prognostic significance of these immu-
nological associations has yet to be determined [1, 5••, 43].

Clinical Manifestations, Treatment, and Outcome

Since ASS was first described, substantial heterogeneity,
both in phenotype and in severity of disease, has been
observed. As a result, positive diagnosis of ASS remains
difficult, especially for cases of “amyopathic ASS”. Treat-
ment outcome is also difficult to predict, and careful moni-
toring of each patient should be regularly performed to detect
any possible extension or complication of the disease and
enable adjustment of immunosuppressive treatments.

Muscle Involvement

Variability of the Muscle Phenotype

It became possible to assess the prevalence of myositis in
ASS when studies began to include ASS patients on the
basis of ASA positivity, rather than the existence of myo-
sitis itself. In the first clinical description of ASS and in
later studies, prevalence of myositis ranged from 73 to
94 % [1, 5••, 11•]. This manifestation and its severity are
heterogeneous among patients with ASS. When present,
muscle involvement takes on different aspects, varying
from asymptomatic increased creatine kinase levels or
isolated myalgia to severe muscle weakness which some-
times leaves patients bedridden. These differences may
also be observed in the same patient at different times
over the course of the disease.

For less severely affected or asymptomatic patients, elec-
tromyography and muscular magnetic resonance imaging
may be helpful for detecting muscle involvement. However,
as far as we are aware, no study has investigated the potential
of such techniques for diagnosing asymptomatic myositis or
for evaluating the long-term prognosis.

Muscle Histology

Although muscle biopsy is regularly performed for ASS pa-
tients, very few studies have specifically investigated the
muscular pathology of ASS with the objective of describing
specific features. Pathology features meet the defined interna-
tional criteria for dermatomyositis (including perifascicular
atrophy) more frequently than polymyositis (including
invaded myofibres) or necrotising myopathy [44•]. A specific
pattern—perimysial connective tissue fragmentation and
inflammation—was found to correlate with anti-Jo1 muscle

involvement in a small histology study of 11 patients [45]. As
far as we are aware, there is no work to date that specifically
correlates histology features with baseline severity or long-
term prognosis of muscle involvement in ASS.

Development of Muscle Weakness Under Treatment

There have been no randomised trials comparing the efficacy
of different immunosuppressive drugs on muscle recovery in
ASS, nor evaluating their effects relative to placebo. When
targeted against myositis, first-line treatment choice is empir-
ically similar for ASS and other inflammatory myopathies.
Intravenous and/or oral steroids, either alone or combined with
immunosuppressive drugs, for example methotrexate or aza-
thioprine, are usually prescribed [46]. Intravenous immuno-
globulins are usually reserved for the most severe muscle
involvement. In more than two-thirds of cases, muscle weak-
ness improves under these immunosuppressive treatments [10,
36, 47]. However, patients may develop chronic myositis with
substantial deterioration or recurrence [10, 47, 48]. Such long-
term evolution is difficult to predict, and means that the num-
ber of types of treatment necessary to achieve prolonged
muscular remission may be substantial for some patients
[36, 48]. A recent prospective study suggested that anti-
CD20 monoclonal antibody was a promising therapy for
unresponsive cases [49••]. However, this trial was not limited
to the study of ASS. The value of anti-CD20 should there-
fore be confirmed, and compared with that of other thera-
peutic options, by means of a dedicated prospective trial. As
well as medication, appropriate exercise therapy is essential
to limit long-term muscular damage [50, 51].

Long-Term Prognosis

It was recently shown that the existence of muscle weak-
ness at diagnosis of ASS was associated with better
survival, providing an indirect confirmation of the severity
of amyopathic ASS [5••]. It is possible that patients with
severe myositis at diagnosis may be diagnosed sooner and/or
treated more aggressively than asymptomatic patients, with
early treatment resulting in a better overall response. None-
theless, even if muscle involvement has no positive correla-
tion with death, it still causes major physical handicap and is
likely to substantially impair the patient’s quality of life. This
should be taken into consideration when managing treatment
of patients with ASS.

Interstitial Lung Disease

ILD Patterns and Prevalence

ILD encompasses several distinct lung diseases characterised
by deleterious inflammation of the lung parenchyma, leading

Curr Rheumatol Rep (2013) 15:349 Page 5 of 12, 349
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in most cases to fibrosis. ILD can be isolated (idiopathic
pulmonary fibrosis for example) or associated with different
granulomatoses (for example sarcoidosis) or connective tissue
diseases (including inflammatory myopathies and ASS in
particular). Although amyopathic ASS have been described
[52, 53], ILD is rarely isolated and the prevalence of ASA in
apparently “idiopathic ILD” is quite low [54, 55]. For patients
with myositides, ILD has long been strongly correlated with
ASA positivity and with anti-Jo1 in particular [7, 56–58]. In
the most recent reports, in which ILD screening was
more easily performed, ILD was the most frequent ASS
manifestation, seen in >72 % of patients [5••, 9••, 10,
59]. The frequency with which ILD is diagnosed in ASS
patients depends on how the ILD is defined and at what point
during the course of ASS an evaluation for ILD takes place:
ILD may be diagnosed at any time, even after years of ASS
stability.

ASS-ILD covers a broad range, with much clinical,
morphological, and histological heterogeneity among pa-
tients. ILD onset often differs from one case to another.
Most patients with ILD present with more or less severe
and progressive dyspnea, possibly associated with a persis-
tent cough. However, some patients may be asymptomatic
(diagnosis of ILD being made by chance after a systematic
HRCT-scan or pulmonary function tests) whereas other
patients may present with an acute respiratory distress
syndrome.

Initial Severity and Prognosis

Although heterogeneous, ILD is often the dominant
symptom in ASS and is the greatest contributor to ASS
morbidity and mortality [6, 7, 57]. Upon diagnosis of
ILD, the objective is therefore to evaluate its initial
severity and to identify predictive factors for its long-term
treatment outcome. Similar to descriptions of ILD associated
with non-ASS myositides, three ILD outcomes have been
reported for ASS patients under treatment: resolution, stabil-
ity, and deterioration (1/5, 3/5, and 1/5 of cases, respectively).
The respective percentages of these outcomes depend on
which criteria are used and on the time of evaluation [10,
60]. Because of the heterogeneity of ASS-ILD and the differ-
ent immunosuppressive options, conflicting data have
emerged from different retrospective studies. This has led to
difficulties in clearly analysing the factors predictive of ILD
evolution under treatment, indicating the need for careful
analysis of each clinical, functional, and morphological lung
variable.

Onset of ILD Two types of ASS-associated ILD onset have
been described: acute and gradual. These types probably
correspond to different pulmonary diseases and determine
different ILD prognoses. Patients with acute onset frequently

present with severe dyspnea, associated with fever and usu-
ally corresponding to diffuse alveolar damage. These partic-
ular forms usually require intensive care and are associated
with the worst long-term prognosis [53, 59]. Such patients
usually present with an amyopathic ASS and—though there
may be an initial improvement phase— develop a progres-
sive ILD [53].

On the basis of the most recent retrospective studies,
severity of dyspnea (NYHA III and IV) at diagnosis of
ASS has also been correlated with survival [5••].

As well as onset type, it has been suggested that respira-
tory muscle involvement and aspiration pneumonia greatly
worsen ILD prognosis [61].

Long-term ILD prognosis remains to some extent
unpredictable. In a similar manner to that reported for vari-
ous myositis-related ILD, some severely ill patients may
improve or recover [53]. Conversely, patients with a milder
and more progressive onset may suddenly deteriorate, even
after a long follow-up period of stability. Functional and
morphological variables should therefore be regularly and
repeatedly assessed over time to predict individual ILD
prognosis. Pulmonary function tests and HRCT-scans seem
useful in achieving this.

Baseline Pulmonary Function Tests The most informative
and predictive variable in pulmonary function tests seems to
be the reduction in diffusing lung carbon monoxide capacity
[36, 61], rather than the baseline vital capacity. The six-
minute walk-test has been shown to be a useful functional
variable for following patients with other lung diseases.
However, because muscle weakness impairs the patient’s
ability to walk, use of the six-minute walk-test as a repro-
ducible pulmonary variable is questionable in the context of
ASS.

Radiology Findings For cases of ILD, detailed analyses of
the HRCT scan provide two types of information: the extent
of the ILD and its radiological pattern.

Important radiology studies of patients with SSC have
revealed that the extent of ILD correlates with its sever-
ity [62]. However, very little is known regarding how the
extent of ILD affects ASS survival. As far as we are
aware, very few studies (reviewed in Ref. [60]) have
focused on ILD extent and fibrosing scores based on
HRCT scans [62, 63]. Although these studies succeeded
in correlating these variables with long-term treatment
outcome, they usually failed to correlate them with sur-
vival [36–38].

According to the International Consensus Statement [64],
three main radiological patterns are described for progressive
ILD: more or less cellular or fibrosing non-specific interstitial
pneumonia, usual interstitial pneumonia, and organising
pneumonia. None of these are specific to ASS and, as for
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other connective tissue diseases including SSc, non-specific
interstitial pneumonia is most prevalent, ranging from 59 to
77% [5••, 10]. ASS studies comparing the prognostic value of
radiological ILD patterns have reported different results.
However, in most studies there is a tendency for usual inter-
stitial pneumonia (corresponding to a honeycomb pattern) to
be associated with the worst prognosis [61]. The implications
of the two other patterns for disease progression or survival
are less clear [5••].

Histology Features Aside from a bronchoalveolar la-
vage, histological characterisation of ILD is rarely
performed. Bronchoalveolar lavage is usually performed
to exclude alternative diagnoses, for example infections,
but in some studies the proportion of neutrophils in
bronchoalveolar lavage may be associated with a poorer
prognosis [53].

Open-lung or transbronchial lung biopsies are limited to
specific circumstances. In cases of acute and severe ILD,
clinicians usually deferred this procedure because of its high
morbidity and the good correlation between radiology and
histology patterns. In the few dedicated studies, the percent-
ages of the different histological ILD subtypes vary from
one study to another, depending on whether they are on the
basis of lung biopsy or necropsy. These differences in the
prevalence of histology vs. radiology patterns probably re-
flect the tendency to only perform lung biopsy only in
selected cases, including deteriorating patients. However,
the worse prognosis for usual interstitial pneumonia, com-
pared with non-specific interstitial pneumonia, was confirmed
[61]. Lung biopsies were not systematically and consecutively
performed in these studies, probably biasing the results to
some extent [65].

Evaluating the Progression of the Disease

Although the initial ILD evaluation provides some informa-
tion about the prognosis of the disease, especially for the most
severe ILD, early and reproducible variables are needed to
better predict the possible deterioration of progressive ILD
over the course of ASS. As it has been suggested for patients
with ILD associated with different mysositides [66], longitu-
dinal studies evaluating disease progression over the first
months of follow-up could provide instructive data on long-
term ILD prognosis. Such prospective descriptive studies,
coupling and repeating clinical, functional, and radiological
analysis to obtain early information regarding the severity of
the ILD, would be of interest. Such predictions could
lead to adaptive immunosuppressive therapy. Echocardi-
ography should be regularly performed for patients with
ILD progression; pulmonary hypertension can develop
in some ASS patients with ILD, and greatly worsen the
prognosis [67•].

Treatment and Prognosis

Because it is the main cause of morbidity and mortality in
inflammatory myopathies and in ASS in particular, ILD
should be the main therapeutic target. Therefore, despite
some specificity for muscle and joint involvement, treat-
ment of patients with ASS is guided by ILD severity and/or
its initial response to treatment. However, no prospective
comparative trial is yet available. Despite high use of
steroids and a good initial response, >2/3 of patients with
ASS-associated ILD will require at least one immunosup-
pressive drug during the course of their disease [5••, 9••].
This empirical approach is the result of recurrence, pro-
gressive deterioration, or the impossibility of tapering the
steroids dosage. However, there have been no studies to
determine when an immunosuppressive drug regimen
should start, nor has there been a thorough comparison of
the efficacy of the different drugs available. Finding an-
swers to these questions should therefore be an objective of
future prospective trials. Until now, the most commonly
used treatments have included intravenous cyclophospha-
mide [68], mycophenolate mophetil [69], cyclosporine
[70], or tacrolimus [71] (reviewed in Ref. [46]). There is
some retrospective evidence of the therapeutic value of
anti-CD20 for a limited number of refractory ASS ILD,
similar to that shown for ASS myositis [72–74].

These medications should not be considered separately
from respiratory rehabilitation and prevention of pulmonary
infection.

Despite these available treatments, ILD or its acute or
chronic complications (including infectious pneumonia, pul-
monary hypertension, pneumothorax or pneumomediastinum,
chronic respiratory failure) are the main cause of death
in ASS. The overall mortality ratio for treated patients
is significantly higher than the standardised mortality
ratio for a population matched for age and sex [5••].
Long-term studies correlating ILD with death suggest
a 40 % increase in mortality attributable to ILD [6,
57]. This observation should encourage clinicians to
develop innovative treatments for ILD, especially for
cases of rapid deterioration under treatment. Such in-
novative biotherapy could inhibit immune molecules
(IFN-α andBAFF) known to be involved in ASS pathogenesis
[18, 19]. Anti-TNF-α therapy should not be recommended
because it is known to have a deleterious effect on myositis
cases [75].

Rheumatic Manifestations

Prevalence and Clinical Range

The frequency of rheumatic manifestations varies widely
among studies, ranging from 16 to 94 % depending on
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definitions [2, 53]. The range of these manifestations is also
broad. Polyarthralgia (usually mild and localised in the small
joints) is the most frequent articular manifestation, whereas
non-deforming polyarthritis and erosive and deforming
polyarthritis [76, 77] are less common, seen in 16–17 % of
cases [43, 57]. Because erosive polyarthtitis is the most
severe manifestation, careful evaluation is important. Regu-
lar tests should therefore be performed for rheumatoid factor
and/or the presence of anti-cyclic citrullinated peptide anti-
bodies; these have been found in some patients with ASS,
defining a genuine overlap with rheumatoid arthritis [2,
40–42]. In these situations, or for patients with unresponsive
disease, joint ultrasound and/or magnetic resonance imaging
could be of value. In the absence of large dedicated studies,
the severity of these rheumatic forms of ASS is difficult to
predict and manage.

As described for other forms of inflammatory myositis
and for SSc, periarticular calcifications are seldom reported
in ASS (14–24 % of cases) [1, 43, 78]. When present, they
may increase physical handicap.

Treatment

This heterogeneity makes it difficult to guide the choice
of immunosuppressive drug. For ASS patients suffering
from myositis or ILD, this choice is rarely based solely
on severity of polyarthritis. Of the different immunosup-
pressive treatments, steroids and methotrexate are
commonly used; most patients under these treatments
achieve either total or partial remission. Anti-TNF-αs are
not recommended [75].

Dermatology Manifestations

Mechanic’s hands, defined as erythematous and fissured
hyperkeratosis of the palmar or lateral edges of the fingers,
are a classic dermatological sign of ASS. Although they may
be difficult to distinguish from other lesions, for example
eczema, occupational dermatomyositis, or other macular
lesions encountered in dermatomyositis, mechanic’s hands
have been shown to be a highly specific diagnostic for ASS,
especially clinically amyopathic ASS [79]. It is therefore
important to search carefully for hyperkeratosis, as it may
help establish a positive ASS diagnosis. The prevalence of
this manifestation was, however, recently shown to be lower
than previously reported (16–21 % in recent studies) [5••,
9••, 57]. Furthermore, its specificity should be re-evaluated,
because mechanic’s hands have also been associated with
other myositides and connective tissue diseases [80], includ-
ing anti-PM-Scl scleromyositis [81]. Although specific
histological signs have been described, cutaneous biop-
sies are not essential. Mechanic’s hands are exceptionally
isolated and usually evolve in parallel with other ASS

manifestations [82]. No specific treatment, for example
topical medication, is usually required, although it may
be useful in some cases.

Other unspecific manifestations of different prevalence
may be seen in ASS, and are characteristic of dermatomyo-
sitis (Gottron’s papules and heliotrope rash, seen in approx-
imately 20 % of cases; Table 1) or of SSc (sclerodactyly,
telangiectasia [56]).

Raynaud’s Phenomenon and Microvascular Disease

Raynaud’s phenomenon, although unspecific, is another
symptom associated with ASS. Raynaud’s phenomenon is
more commonly reported for patients with ASS (usually
>50 % of cases [56]) than for other forms of myositides.
This vasculopathy may be explained by direct activation, as
observed in vitro, of endothelial cells by anti-Jo1 antibodies
[83]. The severity of Raynaud’s phenomenon varies between
patients and may in some cases lead to digital ulcers [84].
Nail-fold capillaroscopy may reveal microvascular changes
with a scleroderma pattern [85]. Although some studies have
analysed the general prognostic value of these nail-fold
changes for dermatomyositis [86–88], data evaluating the
microvascular disease in ASS are largely absent [57]. Spe-
cific future studies should be performed and may help in
evaluating targeted treatments, for example Bosentan (in
association with courses of calcic inhibitors and/or iloprost),
which has been shown to prevent digital ulcer recurrence in
SSc [89].

Other Clinical Manifestations

Cardiac Manifestation

Although cardiac manifestations may occur in 11–50 % of
ASS cases [11•, 39•, 43, 90, 91], none was initially described
as part of ASS. Of those that occur, pericarditis, seen in up to
50 % of cases, seems the most frequent [11•], although its
prevalence has not yet been systematically evaluated by any
large study. It was recently suggested by a small study that
this manifestation may be specifically associated with anti-
PL7 positive ASS [11•]. For various myositides, heart
involvement significantly reduced survival [92]. The
severity of heart manifestations in ASS (tamponade or
myocarditis being the worst), their response to specific
treatments, and their effect on ASS prognosis still require
detailed description.

Gastrointestinal Manifestations

Of the digestive manifestations (which are probably
underestimated) oesophageal dysfunction is themost frequent,
and includes dysphagia, aphagia, or—more commonly—
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gastrointestinal reflux [61]. These manifestations can lead to
severe complications and affect long-term prognosis [61].
They should be specifically investigated, especially for cases
of severe and persistent involvement.

General Manifestations

Other reported manifestations include asthenia, weight loss,
and fever. Fever is reported for up to 87 % of ASS patients
[2], and is associated with active ASS and with acute and
severe forms of ILD [53].

Overlapping Symptoms

In the first study of patients with ASS, Marguerie et al. [1]
reported a significant prevalence of symptoms overlapping
with SS or SSc (59 % and 72 %, respectively). Until recently,
however, later studies had not systematically investigated
this aspect of the disease. Although the frequency of patients
presenting with clinical signs of SS or SSc may be quite high,
confirmation of SS or SSc by serology markers is less com-
mon: 35 vs. 17 % and 28 vs. 5 %, respectively [5••]. Fur-
thermore, patients rarely meet the defined classification
criteria for primary SS and SSc [34].

Unlike the overlapping SS serology biomarkers (discussed
above), the effect of these overlapping symptoms has rarely
been studied. Although they do not seem to affect patient
survival [5••], their potential effect on the patient’s quality of
life make them a worthy subject for investigation.

Association with Cancer

Cancer-associated inflammatory myopathies have been de-
fined as the occurrence of cancer three years before or after
diagnosis of the myositis [47]. The association of cancer with
ASS remains controversial. Indeed, ASA have been shown to
correlate both negatively and positively with cancer [39•, 57,
93]. At most, cancer may occur in 19 % of cases [39•]. Some
cancer risk factors have been suggested, including anti-SSA-
52 kDa and anti-Jo1, as compared with non-anti-Jo1 ASA.
However, a recent large study comparing the incidence of
cancer in ASS to the standardised incidence ratio reported no
increased risk [5••]. These conflicting results may be related to
the retrospective nature of existing studies, and larger epide-
miological studies are therefore required to rigorously evaluate
the global risk of cancer in ASS and its possible association
with muscle involvement or specific serology biomarkers.

Conclusions and Perspectives

More than 20 years after it was first described, ASS remains
a heterogeneous connective tissue disease. The organs involved

are numerous and diverse, and can vary from patient to patient
or even for a single patient over time. The severity of this organ
involvement is also quite variable. This heterogeneity makes it
difficult to classify patients and to identify those who require
early aggressive therapy, and very few prospective trials are
available to guide the therapeutic management of patients with
ASS. Future prospective clinical studies should therefore seek
to provide further insight into characterisation of the disease,
to find robust prognosis indicators. Such studies would be a
preliminary tool for creating prospective therapeutic trials of
more homogeneous and stratified cohorts of ASS patients,
with the objective of validating conventional or innovative
immunosuppressive therapy.

Because it is the main morbidity and mortality factor,
particular attention should be paid to ILD. Evaluation of
ILD requires systematic and repeated clinical, morphological
and functional evaluations throughout patient follow-up. Such
close monitoring will probably enable better management of
immunosuppressive treatments, including earlier therapeutic
changes when a treatment is insufficiently effective.

In addition to reducing mortality, improving morbidity is
also an important objective for ASS management. ASS is a
chronic disease, impairing locomotion (via muscular, articu-
lar, and respiratory mechanisms) and self-image (via skin
disease and articular deformations) and causing chronic pain
(via myalgia and arthralgia). ASS therefore probably has an
important but underestimated effect on the patient’s quality of
life. Future studies evaluating this aspect of the disease would
be of substantial value for assessing patient need, and for
creating specific educative and psychosocial intervention.
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«	  Power	  corresponds	  to	  the	  human	  ability	  not	  just	  to	  act	  but	  to	  act	  in	  concert”	  
Hannah	  Arendt	  

in	  Crises	  of	  the	  Republic.	  New	  York:	  Harcourt,	  Brace,	  Jovanovich	  éd,	  1972.	  
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Résumé	  
	  
	  
	  
Les	  maladies	  auto-‐immunes	  (MAI)	  correspondent	  à	  un	   large	  ensemble	  de	  pathologies	  

cliniquement	   hétérogènes,	   affectant	   le	   plus	   souvent	   des	   adultes	   jeunes,	   de	   façon	  

volontiers	  chronique.	  Du	  point	  de	  vue	  physiopathologique,	  ces	  maladies	  correspondent	  

à	  la	  survenue	  d’une	  rupture	  de	  tolérance	  au	  soi,	  dont	  les	  mécanismes	  sont	  complexes	  et	  

font	   appel	   à	   l’ensemble	   des	   acteurs	   du	   système	   immunitaire.	   Si	   l’implication	   des	  

cellules	  de	  l’immunité	  adaptative	  est	  largement	  documentée	  dans	  ce	  contexte,	  celle	  des	  

cellules	  appartenant	  à	  l’immunité	  innée,	  comme	  les	  cellules	  Natural	  Killer	  (NK)	  est	  peu	  

étudié.	   A	   travers	   deux	   exemples	   de	  MAI	   systémiques,	   le	   Lupus	   Systémique	   (LS)	   et	   le	  

Syndrome	  des	  Antisynthétases	  (SAS),	   l’objet	  de	  ce	  travail	  est	  de	  montrer	   l’implication	  

des	  cellules	  NK	  au	  cours	  des	  MAI	  et	  d’étudier	  les	  mécanismes	  en	  cause.	  

L’étude	  phénotypique	  et	  fonctionnelle	  des	  cellules	  NK	  chez	  des	  patients	  présentant	  une	  

MAI	   révèle	   de	   nombreuses	   anomalies	   comparativement	   aux	   sujets	   contrôles.	   Ces	  

dernières	  sont	  plus	  marquées	  chez	  les	  patients	  en	  phase	  active	  plutôt	  qu’en	  rémission.	  

De	  plus,	  l’infiltration	  des	  tissus	  cibles	  au	  cours	  du	  SAS	  par	  les	  cellules	  NK	  d’une	  part,	  et	  

l’activation	   in	  vitro	  de	   ces	   cellules	  par	   les	  auto-‐antigènes	  au	  cours	  du	  LS	  d’autre	  part,	  

confirme	   l’implication	   des	   cellules	   NK	   au	   cours	   de	   ces	   deux	   MAI.	   Par	   ailleurs,	   des	  

interactions	   des	   cellules	   NK	   avec	   plusieurs	   types	   cellulaires	   impliqués	   dans	  

l’immunopathologie	   de	   ces	  maladies	   semblent	   conditionner	   les	   anomalies	   observées.	  

Ces	   dernières	   sont	   différentes	   selon	   la	  maladie	   étudiée	  :	   le	   profil	   des	   cellules	  NK	  des	  

patients	  atteints	  de	  LS	  étant	  plutôt	  immature	  et	  tourné	  vers	  la	  production	  de	  cytokines,	  

tandis	  que	  celui	  des	  patients	  atteints	  de	  SAS	  correspond	  à	  un	  stade	  de	  différentiation	  

terminal	  mais	  hypofonctionnel.	  

L’ensemble	  des	  résultats	  suggère	  que	  les	  cellules	  NK	  participent	  à	  l’immunopathologie	  

des	  MAI.	   Leur	   implication	   est	   conditionnée	  par	   l’effet	   de	   certains	   stimuli	   et	   certaines	  

interactions	  cellulaires,	  qui	  sont	  de	  nature	  différente	  d’une	  MAI	  à	  l’autre.	  

	  

	  

	   	  



	  

	   167	  

Abstract	  
	  

	  

	  

Auto-‐immune	   diseases	   (AID)	   form	   a	   broad	   spectrum	   of	   heterogeneous	   and	   chronic	  

pathologies,	   most	   commonly	   affecting	   young	   adults.	   The	   etiopathogenesis	   of	   AID	  

corresponds	   to	   a	   breakdown	   of	   the	   immunological	   tolerance:	   the	   result	   of	   complex	  

mechanisms,	   implicating	   every	   component	   of	   the	   immune	   system.	   While	   adaptive	  

immune	  cells	  has	  been	  extensively	   studied	   in	   this	   context,	   the	   role	  of	   innate	   immune	  

cells,	  including	  Natural	  Killer	  (NK)	  cells,	  is	  much	  less	  understood.	  Using	  Systemic	  Lupus	  

Erythematosus	   (SLE)	   and	   Antisynthetase	   Syndrome	   (ASS)	   as	   model	   pathologies,	   the	  

main	  objective	  of	  this	  work	  is	  to	  demonstrate	  the	  involvement	  of	  NK	  cells	  in	  AID	  and	  to	  

study	  the	  relevant	  mechanisms.	  

Patients	   with	   AID	   showed	   numerous	   anomalies	   in	   the	   phenotypical	   and	   functional	  

analysis	  of	  their	  NK	  cells,	  as	  compared	  to	  healthy	  controls.	  These	  differences	  are	  more	  

pronounced	  in	  active	  rather	  than	  inactive	  patients.	  Moreover,	  the	  infiltration	  of	  target	  

tissues	  by	  NK	  cells	   in	  ASS	  as	  well	  as	  the	  activation	  of	   these	  cells	  by	  SLE	  specific	  auto-‐

antigens	   confirm	   the	   involvement	   of	  NK	   cells	   in	  AID.	  Additionally,	   interactions	   of	  NK	  

cells	  with	  different	  immune	  cells,	  known	  to	  be	  involved	  in	  AID	  pathogenesis,	  seem	  to	  be	  

the	  cause	  of	  the	  observed	  anomalies.	  These	  anomalies	  differ	  among	  both	  AID:	  NK	  cells	  

from	   patients	   with	   SLE	   are	   immature	   and	   devoted	   to	   cytokine	   production,	   whereas	  

those	   from	  patients	  with	  ASS	  have	  reached	  a	  highly	  differentiated	  but	  hypofunctional	  

stage.	  

Taken	   as	   a	   whole,	   these	   data	   suggest	   that	   NK	   cells	   are	   involved	   in	   the	   immuno-‐

pathogenesis	   of	   AID.	   This	   involvement	   seems	   conditioned	   by	   the	   effect	   of	   different	  

stimuli	  and	  different	  cellular	   interactions,	  which	  are	  distinct	   from	  one	   form	  of	  AID	   to	  

another.	  




