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IMUNNITE ADAPTATIVE ET CELLULES REGULATRICES

Les myosites, comme toutes les autres maladies auto-immunes, interrogent sur la raison de la
de la rupture de la tolérance. Pourquoi un tissu du soi, comme le muscle est-il reconnu comme

étranger ?

Dans une premiére partie, nous décrirons comment le systtme immunitaire différencie le soi
et le non soi puis les mécanismes de tolérance immunitaire, notamment le role des
lymphocytes T régulateurs. Dans une seconde partie, nous décrirons la physiopathologie des

myosites.

l. IMMUNITE ADAPTATIVE : LA DISTINCTION SOI ET NON SOl

L’immunité innée fait appel a des cellules capables de répondre rapidement a une infection.
Elle reconnait des éléments communs a plusieurs pathogenes, les PAMPS (« Pathogen
Associated Molecular Patterns ») par ses récepteurs PRR (« Pattern Recognition Receptors »).
C’est un systeme de réponse rapide aux agressions et est la premiere ligne de défense. Il est
composé de cellules dendritiques (DC), de cellules Natural Killer (NK), de macrophages,
monocytes et de granulocytes (neutrophiles, basophiles, éosinophiles, mastocytes). Ces
cellules ne sont pas douées de mémoire immunitaire, et méme si leur action est rapide, elle ne
sert souvent que de premicre défense, en attendant I’intervention du systeme immunitaire

adaptatif.

L’immunité adaptative fait appel aux lymphocytes B (B) et lymphocyte T (T). Elle permet la
reconnaissance des antigenes par leur récepteur spécifique (respectivement le BCR pour le B
et le TCR pour le T). Le BCR reconnait 1’antigene sous sa forme native, alors que le TCR ne
le reconnait que sous forme peptidique (appelée épitope) présenté par des molécules de CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité), a la surface des cellules présentatrices d’antigeénes

(CPA).
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A. LA TOLERANCE CENTRALE

La tolérance centrale permet au TCR et au BCR de distinguer le soi du non-soi. Elle est
effectuée dans le thymus pour les T et dans la moelle osseuse pour les B. Nous décrirons ici
uniquement la tolérance centrale des T car elle est prépondérante dans les myosites et surtout
dans notre modele animal, contrairement aux lymphocytes B. Le TCR du T doit reconnaitre
de fagon spécifique un épitope présenté par le CMH. La sélection des T se déroule en 2 étapes
(Figure 1). Tout d’abord, les T aprés réarrangement de leur TCR, reconnaissent sur les
cellules épithéliales thymiques corticales (CTEC) un peptide avec leur CMH. Seuls les T
porteur de TCR ayant une affinité modérée pourront continuer leur différenciation (Cosgrove
et al., 1992). Ceux ayant une affinité trop faible mourront faute de signal de survie. On parle
alors de la sélection positive. La deuxiéme étape est la sélection négative pour empécher la
circulation de T ayant une trop forte affinité pour le TCR, avec des risques d’auto-immunité.
Les TCR ayant une trop forte affinité seront éliminés dans le thymus (Gallegos and Bevan,
2004).

11
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Figure 1: La Tolérance centrale

B. LA TOLERANCE PERIPHERIQUE

Malgré ces mécanismes, ils existent des cellules circulantes auto-réactives (Huizinga et al.
2009). Cependant, dans des conditions physiologiques normales, 1’organisme est capable de

contrdler ces lymphocytes grace a plusieurs mécanismes.
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1. L’ignorance

IIs existent des sites dits « immuno-privilégiés ». Certains tissus sont en effet difficiles
d’acces pour les cellules du systtme immunitaire en raison de barrieére physique (par exemple
barriére hémato-encéphalique) et les antigénes tissulaires ne sont pas présentés par les CPA
dans les organes lymphoides secondaires drainant le tissu concerné. On parle alors

d’ignorance.

Cependant, il semble aujourd’hui que des Ag issus de sites immuno-privilégiés puissent étre
présentés aux T. Mais ’absence de réponse inflammatoire serait due a des cytokines anti-
inflammatoires comme le TGF-3 ou des molécules comme Fas-ligand présentes dans les
sites immuno-privilégiés. En effet, dans les sites immuno-privilégiés, il est possible de greffer

un tissu allogénique sans provoquer de rejet (Gores et al., 2003).

A T’état physiologique, les fibres musculaires n’expriment pas le CMH-I a un niveau
détectable (Pavlath, 2002; Singer et al., 1997). De fait, le tissu musculaire pourrait étre ignoré.
Il faut souligner ici que le tissu musculaire ne peut étre considéré comme un site immun
privilégié car il n’en posséde pas les caractéristiques anatomiques comprenant une exclusion
du réseau lymphatique. De plus, I’expression de CMH-I est observée sur le fibres
musculaires, au cours des myopathies auto-immunes (Dalakas, 1991) permettant ainsi la

présentation des antigénes aux CPA ou aux T.

Il 'a pu étre effectivement montré in vitro que I’expression du CMH-I pouvaient étre induite
sur des fibres musculaires en cultures quand elles sont cultivées en présence de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’'INF- ¥, TNF-« ou IL-1 (Nagaraju et al., 1998); (Marino et al.,
2001; Pavlath, 2002). Pour autant, pour que les T spécifiques de I’antigéne n’atteignent pas

leur cible, il faut que les conditions de leur migration soient réunies.

Dans un murin transgénique, Des expériences ont montré qu’il y avait dans les ganglions
drainants de tissu cutané ou était exprimé de facon spécifique I’antigéne OVA (sous la
dépendance d’un promoteur cutané), une prolifération de T CD4" spécifiques de I’antigéne
OVA (lignée OT-1I). Néanmoins, dans ce modele expérimental, les T CD4" spécifiques ne

sont pas capable de se rendre dans le tissu cutané. En revanche, la migration lymphocytaire T
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devient possible si une inflammation cutanée est provoquée (Bianchi et al., 2009). Cette
expérience rappelle que la réaction immunitaire inflammatoire ne peut avoir lieu qu’aprés une
étape de stimulation impliquant d’une part la reconnaissance de 1’antigeéne et d’autre part, des

signaux d’activation (signaux de danger)

Ainsi, la reconnaissance spécifique du complexe CMH-I/antigene par le TCR ne suffit pas, il
faut un second signal pour induire une réponse immunitaire efficace. En 1’absence de ce

second signal, il n’y a pas de prolifération lymphocytaire, on parle ici d’anergie.

2. L’anergie

Le concept d’anergie a bien été illustré par des expériences chez I’animal. Des travaux
utilisant 1’expression transgénique d’ilots B par la cellule pancréatique ont montré que le
transfert de T conventionnels (Tconv) spécifiques d’une protéine virale pouvait induire la
destruction de ces ilots si on induisait I’expression de la protéine B7 ou de la protéine virale.
Inversement, ce transfert ne crée pas de destruction pancréatique dans la souris simple
transgénique B7 ou simple transgénique pour la protéine virale (Harlan et al., 1994).
L’activation d’un lymphocyte T sans second signal conduit donc a I’anergie, il ne prolifére

pas.

Les signaux de danger comme les PAMPs, que délivrent les agents infectieux, sont reconnus
spécifiguement par les PRR. Par exemple, les TLR (pour « Toll Like Receptors »),
appartenant a famille des PRR, sont des acteurs centraux de la défense contre les pathogenes.
En reconnaissant les PAMPs, ils induisent une réponse immunitaire innée et adaptative contre
les pathogénes (van Maren et al., 2008). En particulier, grace a leur capacité d’augmenter le
niveau d’expression de CD80/86, ils permettent I’induction d’une réponse inflammatoire

(Garza et al., 2000).

Il existe cependant un seuil d’activation qui, s’il n’est pas franchi, induit une anergie
lymphocytaire. Cependant, I’anergie est réversible puisqu’elle peut étre remplacée in vitro par
un état cellulaire activé si de fortes doses d’IL-2 sont ajoutées ainsi que des molécules de co-
stimulation (Schwartz et al. 1990).
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3. La délétion périphérique

Pour compléter les mécanismes d’ignorance et d’anergie, il existe un phénoméne dit de
« délétion » pour supprimer définitivement les T auto-réactifs. Ce mécanisme implique
I’interaction entre les molécules Fas et FasL présentent sur les T et les CPA (Kurts et al.,
1998; Suda et al., 1993). L’apoptose est induite aprés 1’activation de Fas a la surface des T via
Bim, un facteur pro-apoptotique (Davey et al., 2002).

4. Les mecanismes passifs de la tolérance musculaire:

Un nombre restreint de travaux ont été effectué spécifiquement sur la tolérance musculaire.
L’équipe de Boyer et coll. a mis au point une souris double transgénique (Calbo et al., 2008)

exprimant a la fois I’antigéne OVA et ce spécifiquement dans le tissu musculaire (SM-OVA)

croisé avec des souris ayant un TCR spécifique pour OVA (OTI/II). Ces souris OT-SM-OVA
ne développent pas de réponses auto-immunes musculaires car un mécanisme de tolérance sur
les CD4" spécifiques se met en place secondairement & un mécanisme d’ignorance. En effet, il
est possible de détecter en périphérie ces cellules. In vitro, ces cellules proliférent si I’on
ajoute au milieu de culture OVA. De plus, la surexpression de PD-1 (« Program cell death »)
sur les CD8" inhibe leurs fonctions cytotoxiques. Il existe donc d’autres mécanismes que ceux

cités ci-dessus.
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C. TREGS: LES MECANISMES ACTIFS DE LA TOLERANCE

Outre I’ignorance, 1’anergie et la déplétion, il existe un autre systetme de régulation de la
réponse auto-immune impliquant des cellules régulatrices spécialisées. On considére que les

cellules régulatrices principales sont les T CD4" régulateurs (Tregs).

Cependant, il faut citer 1’existence d’autres cellules régulatrices dont I’importance dans les
mécanismes de tolérance semble moindre : les lymphocytes B régulateurs, les cellules NKT,

T CD8" régulateurs et les lymphocytes T ¥ & et les cellules mésenchymateuses.

1. Historique des Tregs

La premiére expérience montrant ’existence de cellules immunorégulatrices thymiques
remonte a 1969. Dans ce travail, des souris agées de 3 jours sont thymectomisés. Cela
entraine de nombreuses manifestations auto-immunes qui peuvent étre bloquées par le
transfert de T CD4" de souris normales (Nishizuka and Sakakura, 1969) ; (Gershon and
Kondo, 1970).

S. Sakaguchi sera le premier & décourvir un marqueur membranaire CD5 pour ces cellules
régulatrices dans les années 80,. Il utilisa dans ses expériences des souris immunodéficientes
(athymique: « Nude »). Il démontra que la reconstitution du systéme immunitaire par le
transfert de cellule T CD5™"ne crée aucune pathologie. A Iinverse, le transfert de T CD5™"*
permettait 1’apparition de manifestations auto-immunes létales. Ces travaux ont permis de
mettre en évidence une population lymphocytaire T capable de contrdler les réponses auto-
réactives (cellules T CD5™" régulatrices) et de prouver qu’il existe a I’état basal des T auto-

réactifs circulants (Sakaguchi et al., 1985).

L’équipe de Sakaguchi découvrit ensuite un marqueur plus spécifique des cellules
régulatrices, le CD25. 1l s’agit plus précisément du récepteur de haute affinité a 1’IL-2, la
sous-unité a. Avec une approche similaire a son premier papier, il démontra que les cellules
régulatrices étaient CD4" CD25" (Sakaguchi et al., 1995). Cependant, il fut démontré que le

CD25 n’est pas exprimé uniquement sur les Tregs. Il est exprimé de fagon transitoire sur les
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Tconv apres leur activation (Kuniyasu et al., 2000) mais son expression reste inférieure a celle

des Tregs qui le garde toujours a un niveau élevé (Fisson et al., 2003).

Le premier marqueur spécifique des Tregs sera finalement FoxP3 (« Forkhead Box Protein
3 »). Son role a été montré chez les souris « scurfy » (Godfrey et al., 1991) et chez I’homme
souffrant du syndrome IPEX (« Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-
linked syndrome »). Dans les 2 cas, on observe un déficit d’expression de FoxP3 lié a une
anomalie génétique dans le géne FoxP3 (Bennett et al., 2001). Cela induit de 1’auto-immunité
et des allergies importantes, similaires a celles observées aprés déplétion des T CD4" CD25"
(Bennett et al., 2001).

Il fut démontré que FoxP3 est exprimé fortement par les Tregs (Yagi et al., 2004). De plus,
son expression induite dans des Tconv leur donne des propriétés immunorégulatrices (Hori et
al., 2003). Chez I’homme, FoxP3 n’est pas totalement un marqueur spécifique des Tregs. En
effet, il existe des Tregs qui n’expriment pas FoxP3 et aprés stimulation de leur TCR, des

Tconv peuvent I’exprimer (Tran et al., 2007).

Chez la souris, FoxP3 est plus spécifique des Tregs. Cependant, le marquage FoxP3 est intra
nucléaire, ce qui entraine la mort cellulaire. Pour pouvoir trier ces cellules sans

perméabilisation, on peut se contenter des marqueurs CD4* CD25™"

qui permettent une bonne
sélection des Tregs, mais il y aura probablement une contamination en Tconv activés
exprimant CD25. Le meilleur moyen aujourd’hui pour trier ces cellules est d’utiliser des
souris « Knock’in FOXP3-GFP » permettant de sélectionner les Tregs sur la base d’une

fluorescence verte 1ié a I’expression de FoxP3 dans la cellule.

2. La reconnaissance des Tregs chez ’homme

a. Le CD127

Chez I’homme, FoxP3 ou CD25 ne sont pas suffisant pour une bonne distinction des Tregs.
Le marqueur CD127 (récepteur de I’IL-7) est une cible intéressante car les cellules CD127
ont une expression de FoxP3 forte et des fonctions immunosuppressives importantes (Seddiki
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et al., 2006a). Malgre cela, des expériences ont montré que les Tconv aussi, pouvaient baisser

I’expression de CD127 rendant son utilisation pour définir les Tregs moins intéressantes

(Mazzucchelli and Durum, 2007); (Aerts et al., 2008).

b. Integrines et autres récepteurs aux chimiokines

Une autre approche chez ’homme serait d’utiliser le CD62L (L sélectine). En combinant
plusieurs marqueurs membranaires dont CD62L et CD127 on peut différencier les Tregs des
Tconv. Le marquage CD4" CD25" CD127 CD62L" permet de distinguer de maniére plus
spécifique les Tregs des Tconv activés qui sont CD62™""* (Hamann et al., 2000). Aujourd’hui,
beaucoup d’intégrines ont été observées a la surface des Tregs. Cependant, aucune ne permet
une bonne différenciation entre les Tregs et les Tconv. De plus, il existe une grande diversité

dans la population Tregs qui complexifie leur analyse.

c. GITR

Le GITR (« glucocorticoid-induced TNFR-related protein ») est une protéine exprimee de
facon constante a la surface des Tregs comme pour CTLA-4 (« Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4 »). Néanmoins, cette expression ne permet pas de séparer les Tregs des Tconv
activés (Fontenot et al., 2003). Nous pouvons aussi noter que pour différencier les Tregs
activés, la protéine GARP (« Glycoprotein A repetitions predominant, ») semble intéressante
(Wang et al., 2009a).

d. Marqueurs de fonctions suppressives

Des protéines ayant des fonctions suppressives sont aussi retrouvées a la surface des Tregs.
On peut distinguer notamment CTLA-4 et ICOS (« Integrated Carbon Observation System »).

Mais, comme discuté précédemment pour d’autres marqueurs, on peut aussi détecter ces
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protéines a la surface des Tconv actives. Néanmoins, ICOS permet la distinction entre deux
populations distinctes de Tregs. Les ICOS™ qui sécrétent du TGF B et les ICOS™ qui sécrétent
de I’IL-10 (Ito et al., 2008).

3. L’ontogénie des Tregs naturels et induits

Aprés avoir decrits les marqueurs importants des Tregs, nous allons différencier les Tregs en
deux groupes distincts. Les Tregs naturels (nTregs) provenant du thymus qui sont des leur
création suppresseurs et les iTregs induits en périphérie a partir de Tconv. Il faut noter que la

grande majorité des Tregs circulants sont d’origines thymiques.

Une thymectomie précoce induit une auto-immunité 1étale chez la souris, montrant 1’origine
des Tregs naturels (Nishizuka and Sakakura, 1969). Dans le méme sens, I’injection de cellules
T CD4" CD25" prévient la survenue des manifestations auto-immunes chez les souris
immunodéficientes (Itoh et al., 1999; Sakaguchi et al., 1995). Les Tregs sont détectables en

périphérie au bout du 3°™ jour chez la souris (Fontenot et al., 2005).

Dans la littérature, les premieres cellules exprimant FoxP3 sont décrites chez les simples
positifs CD4" (Fontenot et al., 2005). Des expériences suggérent que les Tregs sont créés dans
la médullaire thymique (Jordan et al., 2001) grdce notamment a AIRE («autoimmune
regulator »), un facteur de transcription qui permet aux cellules médullaires du thymus
(mTEC) [I’expression d’un nombre conséquent d’antigénes (Aschenbrenner et al.,
2007);(Klamp et al., 2006). D’ailleurs, les animaux développent des maladies auto-immunes

avec I’inactivation de ce géne (Anderson et al., 2002).

Comme pour les Tconv, I’identification par le TCR du complexe CMH-peptide est obligatoire
pour les Tregs. Il a été démontré que les Tregs ont une forte affinité avec leur antigéne
spécifique (Simons et al., 2010). Des expériences menées dans un modele murin ayant un
TCR anti-A, ont montré une augmentation du nombre de Tregs si 1’antigéne A est exprimé
dans le thymus (D'Cruz and Klein, 2005). Dans le méme sens, le nombre de Tregs augmente
dans des souris TCR-HA si I’on introduit un lentivirus exprimant HA dans le thymus
(Marodon et al., 2006).
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Cependant le TCR n’est pas seul. Les signaux de co-stimulation sont aussi prépondérants a la
genése des Tregs. Il a été démontré dans des souris CD80/86” ou son ligand CD28™, ce qui
entraine un nombre restreint de Tregs circulants (Salomon et al., 2000); (Tang et al., 2003).

En plus de ces facteurs de co-stimulation, des cytokines jouent aussi un réle déterminant pour
les nTregs, notamment 1’IL-2 et I’IL-15. Dans des souris déficiences en IL-2 dans le thymus,
le nombre de Tregs est réduit de 50% (Burchill et al., 2007); (D'Cruz and Klein, 2005), si I’on
ajoute la suppression de I’IL-15, le nombre de Tregs circulant est inexistant (Vang et al.,
2008). L’IL-15 permet en partie la génération de nTregs en absence d’IL-2 car elle se fixe sur
le méme récepteur que I’IL-2 (CD122-CD132) (Pandiyan and Lenardo, 2008) en induisant la
méme signalisation intracellulaire via la voie STAT-5 (« Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 »). Ce facteur de transcription est lui aussi indispensable pour 1’ontogénie des
nTregs. Sa délétion entraine une disparition des nTregs chez la souris (Yao et al., 2007). Pour
I’activation du geéne foxp3, la fixation de STAT-5 est indispensable, dans des souris
dépourvues de récepteur a I’IL-2 et I’IL-15, il a été montré que 1’expression induite de ce
facteur de transcription permettait le retour a un nombre normal de Tregs (Burchill et al.,
2007).

Outre ces deux cytokines, le TGF 3 (« Transforming growth factor beta ») joue un rdle
important. Dans des souris, la déplétion de son récepteur entraine une forte diminution a la
naissance des nTregs. Néanmoins, le taux de nTregs revient rapidement a la normale grace
notamment & une surexpression de I’'IL-2. Comme pour I’IL-2 et I’IL15, si I’on supprime le

TGF B et I’'IL-2, on ne retrouve pas de nTregs en périphérie (Liu et al., 2008).
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4. Tregs dans les compartiments cellulaires

Nous allons maintenant nous intéresser aux Tregs aprés la sortie du thymus dans un état

physiologique basal.

a. Tregs sortant du thymus

Les Tregs humains ont un phénotype assez homogene quand on les extrait du sang de cordon,
avec un phénotype majoritairement naif (CD45RA"™ CD62L" CCR7") (Fritzsching et al.,
20064a; Seddiki et al., 2006b). A I’inverse, chez des patients plus agés, leur phénotype est plus
diversifié (Miyara et al., 2009) du a I’activation d’une partie d’entre eux aprés la rencontre
avec leur antigene permettant une trés grande variété de sous populations Tregs ayant des

fonctions, des phénotypes et des sites de résidence différents.

b. L’entrée dans le ganglion, CCR7 et CD62L

Comme pour les Tconv, la reconnaissance de ’antigene spécifique a lieu dans les ganglions
drainants par la reconnaissance de 1’antigene par le TCR. L’adressage des Tregs se fait grace

aux intégrines qui permettent I’entrée dans les ganglions.

Une des molécules les plus importantes est I’intégrine CD62L (L-Selectine) pour la migration
lymphocytaire T dans les organes lymphoides secondaires. Contrairement aux souris
sauvages, les souris CD62L" ont un nombre de Tregs trés faibles (Venturi et al., 2007). De

méme, pour guérir une GVH, I’utilisation de nTregs CD62L™"

est plus efficace que
I’utilisation de nTreg CD62L™"" (Szanya et al., 2002) ainsi que dans la souris NOD, un

modéle de diabéte (Ermann et al., 2005).

Le « C-C chemokine receptor type 7 » (CCRT7): récepteur aux chimiokines CCL19 et CCL21
est aussi important pour les fonctions régulatrices que I’adressage ganglionnaire des Tregs.

Son absence empéche les Tregs de contréler une colite (Schneider et al., 2007). CCR7 est
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remplacé par « C-X-C chemokine receptor type 5 » (CXCRS5) apres 1’activation des Tregs,
cette chimiokine permet sa migration vers les follicules B et empéche une réaction des
cellules B induite par les CD4 conv (Lim et al., 2004).

C. L’anergie des Tregs

Des études in vitro ont montré en premier lieu que les Tregs étaient anergiques (Takahashi et
al., 1998). On n’observe pas de prolifération des Tregs apres stimulation par leur TCR (via un
anti-CD3), cette anergie peut étre levée si I’on ajoute dans le milieu de culture des molécules
de co-stimulation (anti-CD28) (Nakamura et al., 2001) ou de I’IL-2 (que les Tregs sont
incapables de produire) (Thornton and Shevach, 1998), ou de maniere plus physiologique
avec I’ajout de DC dans le milieu (Yamazaki et al., 2003). La prolifération des Tregs n’est

possible qu’avec des seconds signaux d’activation apres celui du TCR.

d. Prolifération des Tregs ganglionnaires a [’homéostasie

Dans les ganglions, il existe majoritairement deux populations de Tregs dans un état
physiologique normal, des Tregs naifs et des Tregs activés notamment avec le marqueur
d’activation, le CD44™" ce qui signifierait que ces Tregs ont déja rencontré leur antigéne (Lee
et al., 2007); (Huehn et al., 2004). Ils ont de plus, une prolifération supérieure aux Tregs naifs
(Min et al., 2007).

Dans une souris exprimant HA ou OVA spécifiquement dans le pancréas, les Tregs transférés
spécifiques anti-HA ou anti-OVA proliferent de maniére plus soutenue dans les ganglions
pancréatiques et de maniere comparable au Tconv (Fisson et al., 2003; Walker et al., 2003)
en P’absence d’inflammation. Chez une souris sauvage, on observe grace a l’injection de
BrdU, agent intercalant de I’ADN, une prolifération de certain Tregs. De plus, ces Tregs en
division expriment fortement CD44 (Fisson et al., 2003) et on peut supposer qu’ils sont
comme certains Tconv auto-réactifs (Darrasse-Jeze et al., 2009a).

Ainsi, I’ensemble de ces études émet 1’hypothése d’une population de Tregs auto-réacitfs,

permettant le contrdle de potentielles réponses auto-immunes venant des Tconv auto-réactifs.
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e. Tregs naifs et mémoires

Les données chez la souris ont donc montré qu’il existait une population de Tregs en

constante activation. Elles ont permis chez I’homme une meilleure différenciation des Tregs.

A ’état basal, une population Tregs CD4* CD25" CD45RA* FOXP3™P" est observée (Miyara
et al., 2009). Il existe aussi une population Tregs exprimant CD45R0O ayant un phénotype
mémoire. A noter que le CD45RA peut aussi étre présent sur certain Tregs activés.
Initialement, tous les Tregs ont un phénotype naif, CD4" CD25" CD45RA* FOXP3™ bl
comme cela est observé dans le sang de cordon maternel (Fritzsching et al., 2006b). Ces Tregs
expriment aussi le CD31, montrant qu’ils ont quitté le thymus récemment (Ito et al., 2008).
Ces cellules n’expriment pas le marqueur Ki67, que 1’on observe uniquement dans les cellules

en prolifération stimulées par leur TCR (Miyara et al., 2009).

Aux Tregs naifs ou au repos, on oppose les Tregs CD45RO* CD25™" FoxP3™" issus de la
population naive CD4" CD25" CD45RA* FOXP3™"*¢ Ces cellules proliférent peu in vitro
apres stimulation de leur TCR (elles sont anergiques (Jonuleit et al., 2001) et s’engagent dans
une voie apoptotique (Fritzsching et al., 2005). In vivo, ils expriment le marqueur d’activation
CD95 et expriment de fagcon prononcée le marqueur Ki67 (Miyara et al., 2009). A I’inverse
des Tregs naifs, ces Tregs sont principalement retrouvés chez les personnes agées (Miyara et
al., 2009).

Dans cette sous-population de Tregs effecteurs, on distingue les Tregs effecteurs 1COS*
(« Inducible T-cell COStimulator ») pouvant produire de 1’IL-10 et inhiber les DC, des Tregs
ICOS™ qui produisent du TGF 3 (Ito et al., 2008). De plus, on remarque qu’un 1/3 des Tregs
expriment un marqueur d’activation, le HLA-DR" (Baecher-Allan et al., 2001). Ex vivo, ces
Tregs proliferent plus et ont des propriétés immunosuppressives supérieures aux Tregs HLA-
DR’ (Baecher-Allan et al., 2006).
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5. Les Tregs induits en périphérie

En plus des Tregs venant du thymus, on retrouve une population de Tregs créés a la
périphérie. Des expériences ont démontré que des animaux A ayant recus une greffe B et
devenus tolérant a celle-ci, sont capables d’accepter une autre greffe venant de souris ayant un
fond génétique BxC s’ils regoivent un traitement permettant la déplétion des lymphocytes T
CD4 et CD8 (Qin et al., 1993). Ces expériences prouvent que 1’animal est devenu tolérant a la
greffe C grace aux cellules tolérantes venant de la greffe B, il y a eu un transfert de tolérance.

a. Induction de Tregs FOxP3" avec I’'IL-10 et de [’IL-35

Des travaux in vitro ont permis d’observer des cellules immunorégulatrices a partir de T naifs
humains ou murins en ajoutant au milieu de culture de I’'TL-10. Ces cellules ont la capacité
d’empécher la prolifération des Tconv. Dans un mod¢le murin, cette population créée permet
de guérir d’une colite en sécrétant des doses fortes d’IL-10 (Groux et al., 1997). De maniere
surprenante, cette population nommée Trl n’exprime pas FoxP3 malgré ses fonctions

régulatrices (Vieira et al., 2004).

Il existe aussi une autre sous-population de Tregs n’exprimant pas FoxP3, il s’agit des
iTregs35. Ces cellules permettent le blocage de la prolifération des lymphocytes grace a la
sécrétion d’IL-35 de maniére indépendante a 1’IL-10. Ces cellules sont retrouvées a la fois
chez la souris et I’humain. De plus, I’IL-35 permet la différentiation en iTregs de Tconv
(Collison et al., 2010).
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b. Tregs induits FoxP3™ et le TGF- 3
En plus des iTregs n’exprimant pas FoxP3, ils existent d’autres populations régulatrices
induites, exprimant eux le facteur de transcription spécifique des nTregs. On observe la
survenue d’une population FoxP3" dans des souris lymphopéniques aprés transfert de cellules
FoxP3" (Curotto de Lafaille et al., 2004).

In vivo, I’apparition de Tregs FoxP3" est notée dans divers conditions expérimentales,
notamment 1’administration orale d’antigénes (Coombes et al., 2007) ou dans des modéles
inflammatoires (Curotto de Lafaille et al., 2008). Ces expériences ont toutes en commun la

carence en signal de co-stimulation CD80/CD86 ou un niveau bas de stimulation du TCR.

Pour cette population de iTregs, le TGF B semble étre déterminant. En effet, en son absence,
dans des expériences in vitro et in vivo, la stimulation TCR et les signaux de co-stimulation ne
sont pas suffisants pour leur genése (Chen et al., 2003). Cette population régulatrice est
maintenant appelée iTregs FoxP3"*. De maniére similaire au nTregs, ces iTregs ne peuvent
survivent qu’en présence d’IL-2 (Curotto de Lafaille et al., 2004). Leur phénotype est tres
proche. Cependant, ces iTregs ont des fonctions régulatrices inferieures au nTregs et une
spécificité aux antigenes du soi moins importantes (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Il
existe des liens importants entre nTregs et iTregs FoxP3", les premiers étant capables
d’induire les seconds (Andersson et al., 2008)

Il faut noter la plasticité de ces iTregs, qui sont capables selon leur environnement de revenir
a I’état de Tconv. En effet, I’expression de FoxP3 est fragile chez ces iTregs a cause du gene
foxp3 ayant une mauvaise démethylation de la région TSDR (« Tregs-cell specific
Demethylated Region »). Sans la présence de TGF- ou I’ajout de ces iTregs a des souris

immunodéprimées, la transcription de FoxP3 s’arréte et ces 1Tregs redeviennent Tconv

(Baron et al., 2007).

En conclusion, méme si ces iTregs ont des fonctions régulatrices proches des nTregs, a cause
de leur plasticité, les nTregs restent les cellules les plus importantes pour maintenir la

tolérance en périphérie.
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LESLYMPHOCYTES T REGULATEURS : MECANISMES D’ACTION

Dans la partie précédente, nous avons décrit les mécanismes de tolérance périphérique et
expliqué la genese des Tregs. Puis, nous avons décrit le phénotype de ces Tregs chez la souris
puis ’homme. Nous allons maintenant nous intéresser aux mécanismes d’action mis en place
par les Tregs pour contrdler la réponse immunitaire dans les différentes situations
pathologiques. Nous verrons qu’ils sont trés nombreux, variés et redondants, afin de permettre
aux Tregs d’€tre efficaces dans des situations physiologiques et non physiologiques tres

diverses.

A. LES CONDITIONS D’ACTION DES TREGS ET L” « EFFET BYSTANDER »

La premiere expérience qui montra le réle immunorégulateur des Tregs eu lieu in vitro. Dans
cette étude, il fut démontré que les Tregs étaient capables de réguler la prolifération des
Tconv (Thornton and Shevach, 1998). Cependant, il fut démonté ultérieurement, que sans une
activation préalable de leur TCR, leur fonction immunorégulatrice était inopérante. Seuls les
Tregs activés sont des immunorégulateurs (Levings et al., 2001). Ce phénomene a été décrit
dans plusieurs modéles mais le premier a été 1’encéphalite auto-immune expérimentale
(EAE), un mod¢ele assez proche de notre modele MAE. Dans I’EAE, la maladie est
déclenchée par I’injection d’un adjuvant (le CFA) couplé a un anticorps de la gaine de
myéline (MOG ou PLP1 principalement). Il a été démontré qu’au cours de ’EAE, les Tregs
spécifiques de PLP1 était capables de diminuer la sévérité de la maladie quand
I’immunisation a lieu avec 1’antigéne PLP1. A I’inverse, ces Tregs spécifiques sont incapables
de réguler la maladie si les souris sont immunisées par le peptide MOG (Yu et al., 2005). Cela
démontre in vivo que sans activation des Tregs, ils n’ont pas de fonction immunorégulatrice.
Dans le méme sens, si 1’on active préalablement les Tregs spécifiques de PLP1 in vitro et que
I’on injecte ces cellules dans une souris EAE induite par le peptide MOG, les Tregs
permettent la diminution de la force de ’EAE en inhibant les Tconv spécifiques de MOG (Yu
et al., 2005). On appelle ce phénomeéne, I’effet « bystander ».
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Cet effet est important : les Tregs, une fois activés, peuvent inhiber les Tconv spécifiques du
méme antigéne mais aussi d’autres Tconv. 11 a d’abord été démontré in vivo (Yu et al., 2005)
puis in vitro dans ’EAE (Yu et al., 2005), puis au cours d’autres pathologies auto-immunes
comme le diabéte (Tarbell et al., 2004) notamment. L’effet « bystander » des Tregs leur
permet de réguler des réponses auto-immunes variées, susceptibles de déclencher a terme une

maladie auto-immune.

La concentration peptidique est aussi déterminante a I’activation des Tregs. La concentration
nécessaire a leur activation est 10 & 100 fois inferieure & celle nécessaire pour les Tconv
(Takahashi et al., 1998). Ainsi les Tregs ont un avantage important dans la compétition avec
les Tconv d’autant qu’ils ne représentent que 5 a 10% des CD4 totaux circulant. La balance
Tregs/Tconv activés est aussi importante pour le contrdle ou non de la maladie. Un nombre
limité de Tregs activés par rapport au Tconv ne permettra pas de réguler la réponse auto-
immune. Dans le modéle de souris diabétique (Non Obese Diabetic NOD), il faut utiliser un
grand nombre de Tregs, 10 & 20.10° pour prévenir la maladie (Masteller et al., 2005).
Cependant, en utilisant des Tregs spéecifiques du pancréas, le nombre de Tregs nécessaire est
drastiquement réduit (Tang et al., 2004), un ratio de 1:9 (Tregs :Tconv) est suffisant pour
réguler la maladie. Le taux de Tregs spécifiques des antigénes pancréatiques est en effet tres

limité au sein des Tregs polyclonaux : moins de 1%.

B. L’IMPORTANCE DES INTERACTIONS ENTRE TREGS ET TCONV

De maniére surprenante, il a été montré que les Tconv pouvaient, sous certaines conditions,
étre capables d’augmenter la prolifération et les capacités immunosuppressives des Tregs
(Grinberg-Bleyer et al., 2010b). Dans une souris exprimant le peptide HA spécifiqguement
dans le pancréas, le co-transfert de Tregs et Tconv, tous spécifiques du peptide HA est plus
efficace pour I’expansion et 'immunorégulation des Tregs que le transfert des Tregs seuls, on

appelle ce phénomene, 1’effet « boost »

C. LA MORT CELLULAIRE DES TCONV INDUITES PAR LES TREGS
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Outre d’empécher leur activation, les Tregs sont capables d’induire la mort des Tconv de
plusieurs manicres. Grace a la molécule d’adhésion CD18, les Tregs exercent un phénomene
de cytotoxicité avec les perforines et le granzyme A (Grossman et al., 2004). Les Tregs, au
cours du cancer notamment, peuvent induire la mort des CD8" et des NK grace a leurs
propres granzymes et perforines favorisant la croissance tumorale (Cao et al., 2007). Des
expériences nouvelles ont observé la mort des Tconv par les Tregs par un mécanisme utilisant
la voie TRAIL-DR5 (tumour-necrosis- factor-related apoptosis-inducing ligand—death
receptor 5) (Ren et al., 2007) ou la Galectine 1 (Garin et al., 2007). Ici, les mécanismes mis en

jeu sont ceux de I’apoptose.

D. LE BLOCAGE METABOLIQUE DES TCONV INDUITS PAR LES TREGS

Les Tregs, en plus d’étre capables d’empécher I’activation ou d’induire la mort des Tconv
(nécrose par cytotoxicité ou apoptose), sont capables d’interférer avec leur métabolisme

directement ou indirectement.

Pour la survie des Tregs, I’IL-2 est indispensable mais elle est aussi nécessaire pour la
prolifération des Tconv. Les Tregs ont un avantage par rapport au Tconv, ils expriment
fortement le récepteur de haute affinité a I’IL-2, le CD25. Il existe ainsi une compétition pour
I’IL-2 entre les Tregs et les Tconv (Thornton and Shevach, 1998). De plus, le gene codant
I’IL-2 par les Tconv peut étre inhibé par les Tregs (Sarween et al.,, 2004). Ces deux
mécanismes conduisent a 1’apoptose des Tconv par la privatisation de I’IL-2 (Pandiyan et al.,

2007).

Ajouter & I’TL-2, les Tregs utilisent 1’adénosine. Le CD39 permet la dégradation de I’ATP en
AMP (Adenosine Mono-Phosphate) dans le milieu extra-cellulaire et le CD73 dégrade
I’AMP en adénosine qui se lie au récepteur A2A des Tconv pour inhiber leur prolifération
(Sitkovsky et al., 2004). Les molécules CD39 et CD73 sont présentes sur les Tregs (Deaglio
et al., 2007) ;(Borsellino et al., 2007) et participent a I’inhibition de la prolifération des Tconv

grace a la production d’adénosine via le récepteur A2A.
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E. L’INHIBITION DES TCONV PAR LES TREGS CONCTACT-DEPENDANT

Il existe aussi des interactions directes entre Tconv et Tregs. Le CTLA-4 est toujours exprimé
a I’¢tat basal a la surface des Tregs. Il permet aux Tregs d’inhiber les Tconv par un contact
direct avec CD80/86 (Paust et al., 2004). La suppression de CTLA-4 a la surface des Tregs
conduit & une auto-immunité 1étale chez la souris dont 1’expression spécifique du géne CTLA-
4 a éte inhibée (Wing et al., 2008). Les fonctions suppressives des Tregs deviennent nulles.
D’autre part, la cytokine TGF-B[] dans sa forme soluble, une cytokine anti-inflammatoire,

serait aussi sécrétée par les DC en présence de CTLA-4 (Travis et al., 2007).

D’autre part le TGF-p membranaire est exprimé sur les Tregs et permet une
immunosuppression des Tconv par contact direct comme cela fut démontré dans la souris
NOD (Green et al., 2003) (Shull et al., 1992). .

F. PRODUCTION DE CYTOKINES INHIBITRICES PAS LES TREGS

Au contact cellulaire direct, s’ajoute les cytokines inhibitrices sécrétées par les Tregs. Le
TGF- 3 soluble peut aussi inhiber la prolifération des Tconv. Les souris invalidées pour le
géne du TGF B 7 meurent rapidement d’auto-immunité. In vitro chez 1’ homme, I’

inhibition du TGF- avec un Ac neutralisant amoindrie les fonctions des Tregs issus des
tumeurs (Strauss et al., 2007) et diminue chez la souris les fonctions des Tregs dans un
modele de colite inflammatoire (Fahlen et al.,, 2005). Néanmoins, il existe d’autres
mécanismes permettant de maintenir les fonctions immunosuppressives des Tregs en

I’absence de cette molécule (Piccirillo et al., 2002).

L’IL-10 est une autre cytokine anti-inflammatoire qui inhibe la prolifération et la maturation
des DC. Cependant, ses propriétés immunorégulatrices sont moindres puisqu’a I’inverse du
TGF- 8, les souris 1L-10"" ou IL-10R7/- ne décédent pas spontanément de manifestations
auto-immunes méme si elles présentent une colite (Kuhn et al., 1993) avec défaut de tolérance
de la flore intestinale (Uhlig et al., 2006). L’IL-10 est secrété par les monocytes, les

macrophages, les B et les T (Mosser and Zhang, 2008) dont les Tconv Th2 et les Tregs. La
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production d’IL-10 par les Tregs participe a 1’effet immunomodulateur des Tregs au cours de
I’EAE (McGeachy et al., 2005). Néanmoins, comme pour tous les mécanismes d’action des
Tregs décrits a ce jour, le role de I'IL-10 n’est pas indispensable car les fonctions

suppressives des Tregs persistent en son absence (Bettini and Vignali, 2009).

L’IL-35 est aussi une cytokine impliquée dans la fonction des Tregs (Collison et al., 2007).
Elle est fortement exprimée par les Tregs. Les Tregs issus des souris IL-357/" ont une perte
importante de leurs fonctions immunorégulatrices. De plus, I’expression de 1’IL-35 par les

Tconv leurs conferent des propriétés immunosuppressives (Collison et al., 2007).

A

FIGURE 2 : Mode d’action des Tregs. A: Les Tregs inhibent directement les Tconv avec le
contact de CTLA-4 & CD80 ou CD86 et de LAG3 au CMH-I11. Pour empécher la prolifération
des Tconv, CD73 et CD39 sécrétent de I’adénosine. CD95 peut induire la lyse des Tconv
ainsi que granzyme et perforine. B: L’inhibition des Tconv passe par des contacts indirects
comme la sécrétion d’IL-10, d’IL-35 ou de TGF j3 et peut permettre la conversion de Tconv
en iTregs. De plus, le CD25 crée une déplétion en IL-2 en la I’accaparant. C: Les mécanismes
indirects impliquent notamment les CPA. Les CPA peuvent étre inhibé par le CTLA-4, LAG-
3oule TGF . La lyse des CPA peut survenir grace aux enzymes cytotoxiques.
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Nous avons ¢étudié¢ la genese des Tregs, leur profil a 1’étal basal puis leurs mécanismes
d’actions globaux pour réguler la réponse immunitaire. Nous allons maintenant définir dans

chaque grande pathologie, les mécanismes d’actions des Tregs.

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

Dans tous travaux scientifiques, pour connaitre précisément le rdle d’une protéine, une des
premieres expériences a effectuer est de rendre cette protéine inactive ou non transcrite. Chez
la souris, une thymectomie ou I’utilisation de souris FoxP3”" induit la mort par divers atteintes
auto-immune (Brunkow et al., 2001). Chez I’homme, le syndrome IPEX, du a inactivation du
géne FoxP3 crée, de fagon similaire a la souris, des atteintes auto-immunes graves et létales a
cause notamment d’un diabéte, une thyroidite, et une anémie hémolytique et une colite

(Bennett et al., 2001).

Pour observer ’effet de la déplétion en Tregs a I’age adulte, il est obligatoire d’utiliser des
modeles transgéniques. Un modele intéressant est la souris FOXP3DTR (Diphtheria Toxin
Receptor, pour récepteur de la toxine diphtérique). Dans ces souris, tout les Tregs expriment
le récepteur a la toxine diphtérique a leur surface. On peut donc avec I’utilisation de cette
drogue induire la mort cellulaires des cellules régulatrices de maniéres spécifiques (Kim et al.,
2007). Cette injection entraine une rapide activation des Tconv en seulement deux jours, en
comparaison avec les nouveau-né, la disparition des Tregs induits des attaques auto-immunes
encore plus forte. L hypothese principale étant qu’a 1’age adulte, le systeme immunitaire et
plus complet, la proportion de Tconv auto-réactives de surcroit plus importante. Il faut noter
que I’injection dans ce modele de Tregs de souris WT apres la déplétion permet de contenir
les attaques auto-immunes (Kim et al., 2009). Cela démontre aussi que 1’effet néfaste est du

aux Tconv auto-réactifs et non a I’injection de la toxine.

De fagon similaire a FoxP3, I’inhibition de I’'TL-2, indispensable a la survie des Tregs, induit
rapidement une baisse drastique des Tregs chez des souris WT. Il en résulte une activation
rapide des Tconv auto-réactifs et la survenue d’attaques auto-immunes (Setoguchi et al.,
2005).

Dans des modéles plus physiologiques que les souris déplétées d’un géne ou [’utilisation

d’anticorps monoclonal, les modeles spontanés de maladie permettent de voir le role crucial
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joué par les Tregs. Notamment les modéles de diabete : Souris NOD, modeéle de lupus : Souris
NZW ou provoqué par des immunisations (Modéles de sclérose en plaques : Encépalite
expérimentale auto-immune ou de modéle de polyarthrite rhumathoide d’arthrite a collagene).
Dans toutes ces experiences il a été démontré que la suppression des Tregs induisait une
augmentation de la maladie et qu’a I’inverse, le transfert de Tregs permettait une baisse des
symptomes (Sakaguchi et al., 1995); (Frey et al., 2005); (Szanya et al., 2002); (Salomon et al.,
2000).

Chez ’homme, des résultats similaires ont été trouvés. On observe un biais quantitatif ou
parfois qualitatifs des Tregs dans beaucoup de maladies auto-immunes comme le syndrome
de Guillain Barré (Chi et al., 2007),la sclérose en plaque (Viglietta et al., 2004) le Lupus
(Zhang et al., 2008) et la myosite a inclusion (Allenbach et al., 2014).

2. Role des Tregs dans I’allo-immunité et la tolérance foeto-maternelle

Les Tregs ont un réle important dans la tolérance aux allo-antigénes. Des premiéres
expériences ont montré in vitro que des Tregs allo-réactifs, obtenus par culture avec des CPA
allogéniques ou présentant des allo-antigénes, sont capables d’inhiber la prolifération de
Tconv allogeniques (Taylor et al., 2001; Trenado et al., 2003). Ces Tregs permettent de guérir
la GVH apres une greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques (Cohen et al.,
2002; Hoffmann et al., 2002). Ces expériences ont été reproduites dans d’autres modéles pour
démontrer le roles des Tregs, notamment pour diminuer le rejet d’allogreffes de cceur (Tsang

et al., 2009) ou de peau (Joffre et al., 2008),

Le role bénéfique des Tregs a aussi été démontré pendant la grossesse. En effet, le foetus peut
étre considéré comme une « greffe » semi-allogénique, qui n’est pas, dans la majorité des cas,
rejeté au cours de la grossesse. Le nombre de Tregs augmentent durant la grossesse dans la
membrane utérine (Tilburgs et al., 2008). Chez la souris de fonds génétique différents, apres
une reproduction, on observe une augmentation dans le sang et les ganglions des Tregs
(Darrasse-Jeze et al., 2006; Zhao et al., 2007). Il a aussi été démontré qu’une souris
reconstituée par des cellules depétées en CD25 avorter systématiquement apres accouplement.

Cela n’est pas le cas si les souris sont reconstituées avec des cellules totales (Aluvihare et al.,
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2004). De méme, I’élimination des Tregs in Vivo par injection d’anticorps anti-CD25

provoque une drastique augmentation du nombre d’avortement (Darrasse-Jeze et al., 2006).

3. Régulation des réponses anti-infectieuses

De nombreuses études ont montré un role des Tregs dans la réponse aux infections avec selon

les cas, un effet positif ou négatif des Tregs.

Son role peut étre bénéfique en diminuant I’inflammation créée par la réponse anti-
infectieuse. Par exemple, dans le cas d’une infection par le virus HSV-1 dans Dceil, il a été
démontré que la suppression des Tregs induisait une augmentation des Iésions. Inversement,
le transfert de Tregs permet leur réduction (Suvas et al., 2004). Dans un autre modele
d’infection, HSV-2, il fut démontré que le ganglion drainant et les tissus cibles était
rapidement rempli de Tregs ainsi que des cellules effectrices. La déplétion en Tregs, permet la
aussi une augmentation de 1’infection et une mort rapide des souris (Lund et al., 2008). Les
Tregs auraient aussi un effet bénéfique sur la mémoire immunitaire apres une infection. Une
¢tude a montré qu’ils stoppaient la destruction totale du parasite Leishmania Major, favorisant
le maintien de I’antigéne a la périphérie et par conséquent la mémoire immunitaire dans le cas

d’une nouvelle infection (Belkaid et al., 2002).

Cependant, le role des Tregs n’est pas toujours bénéfique. Dans le cas d’une infection par
Mycobacterium tuberculosis, des études ont démontré une importante baisse du nombre de
bactéries dans les poumons aprés la suppression des Tregs (Scott-Browne et al., 2007). On
note un effet similaire avec le parasite L.Sigmodontis chez la souris (Taylor et al., 2005).

4. Régulation des réponses anti-tumorales

Il est maintenant certain que les Tregs jouent un réle néfaste dans le développement tumoral.
Sur le site tumoral, une partie des antigénes présentés étant du soi, il fut démontré que les
Tregs pouvaient étre activé et par conséquent inhiber la réponde anti-tumorale comme c’est le

cas dans les maladies auto-immunes (Nishikawa and Sakaguchi, 2010). En utilisant un
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anticorps déplétant anti-CD25 juste avant I’injection des cellules tumorales pour la
suppression des Tregs, on obtient dans divers lignée tumorale soit une diminution de leur
croissance soit leur rejet total (Onizuka et al., 1999; Shimizu et al., 1999). Dans le méme sens,
le transfert de Tregs spécifiques d’antigénes tumoraux permet aux tumeurs un développement
plus rapide (Nishikawa et al., 2005). Chez la souris, les Tregs augmentent fortement pendant
la croissance tumorale a la fois dans la tumeur mais aussi dans les ganglions drainants et le
sang (Darrasse-Jeze et al., 2009b). Des résultats similaires ont été observés chez 1’homme
(Wolf et al., 2003).

De plus, es Tconv infiltrant la tumeur peuvent se transformer en iTregs du aux grandes
quantités de TGF- /3 issue de la tumeur (Liu et al., 2007). Les Tregs seraient aussi capable
d’induire la mort cellulaire des T CD8" et des DC présent dans la tumeur (Boissonnas et al.,
2010; Cao et al., 2007) ou dans d’autres mod¢les d’inhiber les fonctions cytotoxiques des
CD8 et des NK (Shimizu et al., 1999). Enfin, il y aurait un recrutement préférentiel dans la
tumeur des Tregs CCR4" grace a son ligand CCL22 présent dans la tumeur (Nishikawa and
Sakaguchi, 2010).

5. Les molécules importantes pour I’homéostasie des Tregs a 1’état basal

a. Les cytokines indispensable aux Tregs

Pour les Tregs, les cytokines pouvant ceux lier a leur récepteur CD122 ont un r6le important

dans leur homéostasie, notamment I’IL-2 et I'1L-15

i. IL-2

L’IL-2 a été longtemps été considérée comme essentielle a 1’activation des T en général,
son nom initial étant « T-Cell growth factor » (Smith, 1980). C’est seulement avec
I’apparition des souris IL-2"", on 1’on observe une lymphoprolifération importante causant la
mort des souris que 1’on compris le role déterminant de I’IL-2 pour les Tregs. En effet, ces
souris 1L-27" ont un déficit important en Tregs (Malek et al., 2002). De plus le transfert de
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Tregs dans des souris CD25" et CD1227 diminue I’auto-immunité (Malek et al., 2002).
Inversement, on observe une disparition des Tregs et la survenue d’un diabéte plus précoce
chez la souris NOD en utilisant un anticorps monoclonal pour neutraliser 1’IL-2 (Setoguchi et
al., 2005).

In vitro, I’IL-2 est indispensable pour levée ’anergie en ajoutant un anticorps anti-
CD3 ou CD28 (Thornton and Shevach, 1998). In vivo, I’IL-2 est indispensable a la survie et la
croissance des Tregs. Dans des souris immunodéficientes, le nombre et la survie des Tregs est
en lien étroit avec les doses d’IL-2 produit par les Tconv restant (Almeida et al., 2002). Sans
le récepteur CD25, les Tregs ne peuvent proliférer et finissent par mourir. Grace a la forte
expression de CD25 sur les Tregs par rapport aux Tconv, les Tregs ont un avantage pour
capter I’'IL-2. Il a d’ailleurs ét¢é démontré quand utilisant des faibles doses d’IL-2, on
empécher la prolifération des Tconv tout en permettant une prolifération des Tregs créant une
diminution de I’incidence du diabéte dans les souris NOD (Tang et al., 2008) (Grinberg-
Bleyer et al., 2010a).

Des expériences ont démontré que I’injection d’IL-2 couplé & un anticorps anti-1L-2 (clone
JES1.6), créé une forte augmentation du pourcentage des Tregs dans la périphérie (Boyman et
al., 2006; Webster et al., 2009). Le pourcentage de cellule exprimant FoxP3 passant a 50%
dans le compartiment CD4 contrairement au 10% a I’état basal. Ces résultats sont du a la
durée de vie fortement augmenter de I’TL-2 quand elle est couplé a cet anticorps. Quand toute
I’IL-2 a été consommée, sans une nouvelle injection, le taux de Tregs revient progressivement

a son taux normal.

. IL-15/1L-7

Comme nous ’avons vu, un déficit en IL-2 ne permet pas la disparition totale des Tregs. Il
faut combiner la désactivation de I’IL-2 et de 1’IL-15, qui on en commun le récepteur CD122
pour permettre la disparition quasi-totale des Tregs (Burchill et al., 2007). L’IL-15 aurait un
effet similaire a I’IL-2 dans la génération des Tregs. Cependant, son rdle n’est pas
indispensable car les souris IL-15" ou IL-15Ra™ présentent un nombre normal de Tregs et

n’ont pas d’atteintes auto-immunes (Burchill et al., 2007).
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Pour I’IL-7, méme si les Tregs expriment faiblement sont récepteur CD127 (Liu et al., 2006),
in vitro cette cytokine est capable d’induire I’expression de FoxP3 a partir de cellules
thymiques (Bayer et al., 2008). Néanmoins, in vivo le réle de I’'IL-7 est plus complexe. Les
souris 1L-7""ou CD1277 sont lymphopéniques et on observe une baisse du nombre de Tregs
(Mazzucchelli et al., 2008). D’autres expériences démontrent aussi que 1’IL-7 ne parait pas

permettre le maintien préférentiel des Tregs sen périphérie (Bayer et al., 2008).

b. Lafamille CD28

De facon similaire aux Tconv, pour une activation optimum des Tregs, il est nécessaire

d’ajouter au signal TCR, des signaux de co-stimulation.

i. CD28: une voie de co-stimulation critique dans 1’homéostasie

des Tregs

Le CD28 est exprimé chez tout les T, elle permet ’interaction avec ses ligands CD80 et
CD86. Le role de CD28 a été bien décrit chez les Tregs. Chez les souris CD28" et CD80/86™
on observe une absence quasi-complete des Tregs (Salomon et al., 2000; Tang et al., 2003).
De plus, CD28 est obligatoire pour la survie des Tregs en périphérie. En effet, I’injection
d’une molécule de fusion CTLA-4-1g, qui, en se fixant sur CD80/86, inhibe la signalisation
par CD28, permet une baisse drastique des Tregs en périphérie (Salomon et al., 2000). In vivo
la prolifération des Tregs est strictement dépendante de CD28 (Tang et al., 2003). 1l faut noter
cependant que dans les souris CD287", les fonctions suppressives des cellules régulatrices ne

sont pas différentes que des Tregs issues de souris WT (Takahashi et al., 2000);

ii.  CTLA-4 contrble la fonction des Tregs in vivo

Le CTLA-4 est un récepteur de méme famille que CD28 et ce fixe aux mémes récepteurs
CD80 et CD86 (Bour-Jordan and Bluestone, 2009) ; (Tivol et al., 1995). Il est exprimé
constitutivement sur les Tregs, mais aussi sur les Tconv activés (Salomon et al., 2000;
Takahashi et al., 2000). Grace aux souris CTLA-4"", le role de cette molécule fut mise en

évidence car ces souris développent une lymphoprolifération et une auto-immunité létale a
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I’age de 3-4 semaines (Tivol et al., 1995). Il fut aussi demontré un rdle inhibiteur du CTLA-4

sur I’activation des Tconv (Walunas et al., 1996).

On peut aussi noter que le CTLA-4 semble avoir un effet négatif sur la prolifération des
Tregs. En effet, chez les souris FoxP3“® X CTLA-4" le taux de Tregs reste trés élevée par
rapport aux souris controles (jusqu’a 50% de cellules FoxP3" parmi les LT CD4) (Wing et al.,
2008). Dans le méme sens, I’injection d’anticorps bloquant anti-CTLA-4 a des souris naives
crée une importante prolifération des Tregs (Farber JI 2008). Ces observations suggérent que
méme si le CTLA-4 est important pour le controle de 1’auto-immunité par les Tregs, il peut

aussi les réguler négativement pour empécher une trop forte prolifération.

iii.  1COS

La molécule ICOS (pour « Inducible CO-Stimulator ») est elle aussi issue de la famille
CD28 (Hutloff et al., 1999). Elle n’est exprimée que chez 20 % des Tregs mais aussi chez les
T CD4" et CD8" aprés activation, et seulement 20% des Tregs I’expriment a 1’état basal (Ito et
al., 2008). Elle reconnait son ligand, ICOS-L qui est exprimé sur les CPA (DC, macrophages,
B; (Yoshinaga et al., 1999).

Chez les souris ICOS™, le pourcentage de Tregs est diminué d’environ 30% & la périphérie
(Burmeister et al., 2008). Chez I’homme, environ 30% des Tregs expriment fortement ICOS
et dépendraient de ce signal pour leur survie, alors que les Tregs ICOS™ dépendraient plutét de
CD28 (lto et al., 2008).

iv. Lavoie PD-1/PDL-1-2

PD-1 (pour Programmed Death-1) est une molécule de co-stimulation de la famille CD28
exprimée par les T et B aprés leur activation. Elle se fixe a son ligand PDL-1, exprimé de
facon quasi ubiquitaire, et PDL-2, exprimés sur les lymphocytes et macrophages activés. Les
souris déficientes pour PD-1 développent une cardiomyopathie auto-immune ou un lupus
(Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001). Le blocage de la voie PD-1 accélere aussi
I’apparition du diabéte chez la souris NOD (Ansari et al., 2003) et aggrave I’EAE induite chez
la souris C57/BI6 (Salama et al., 2003). Une étude de 2007 montre que I’injection d’un

anticorps bloquant anti-PDL-1 diminue la proportion de Tregs en périphérie et empéche la
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prise d’une allogreffe de peau (Tanaka et al., 2007). Par ailleurs, il semble que la voie PD-1
augmente la fonction suppressive des Tregs. Le contact des Tregs avec des cellules
endothéliales exprimant PDL-1 augmente in vitro I’inhibition de la prolifération des Tconv
(Bedke et al.). De méme, le blocage de PD-1 augmente la réponse anti-tumorale en inhibant la

fonction suppressive des Tregs chez I’homme (Wang et al., 2009b)..

c. Les voies de signalisation des Tregs intracellulaires:
PI3K/Akt/mTOR et JAK3/STAT-5

La signalisation déclenchée par la fixation de I’'IL-2 sur son récepteur, et la signalisation
CD28, sont capables d’engager plusieurs voies de signalisation dans les lymphocytes T.
Parmi elles, on trouve les voies PIBK/Akt/mTOR, JAK1-3/STATS5 et MAPK (Zeiser et al.,
2008). Inversement des Tconv, les Tregs utiliseraient peu ou pas la voie PI3K/Akt/mTOR en
présence d’IL-2. En effet, des travaux ont démontré qu’Akt est peu phosphoryler aprés
activation via I’IL-2 in vitro (Bensinger et al., 2004). Ceci expliquerait 1’effet inhibiteur de la
rapamycine sur les Tconv mais pas sur les Tregs (Zeiser et al., 2008). Une des hypotheses est
que PTEN (pour « Phosphatase and Tensin homolog deleted »), un inhibiteur de la voie
PI3K/AKkt, est plus fortement exprimé par rapport aux Tconv chez les Tregs (Walsh et al.,
2006). Cela n’engendre pas une baisse du taux de PTEN chez les cellules régulatrices
comparées aux Tconv, cela expliquerait les voies de signalisation différentes dans les Tregs et
les Tconv (Zeiser et al., 2008). De plus I’activation constitutive d’AKT interfére avec
I’expression de FoxP3 (Haxhinasto et al., 2008), en séquestrant les facteurs Foxo dans le
cytoplasme, qui permet la transcription de foxp3 (Ouyang et al., 2010). Il a aussi été démontré
que I’inhibition de PI3K/Akt/mTOR conduit a 1’accroissement de 1’expression de FoxP3 dans
les Tconv (Sauer et al., 2008).

En fait, il semble que 1’activation de Tregs par I’IL-2 conduise plutét au recrutement de JAK3
et a la phosphorylation de STAT-5 (Zeiser et al., 2008). Le promoteur du gene foxp3 ayant
des sites de fixation pour STAT-5, cette donnée expliquerait le controle de 1’expression de
FoxP3 par I’IL-2 décrit précedemment (Zorn et al., 2006). De plus il apparait que 1’inhibition

de JAK3 par I’inhibiteur chimique AG-490 induit une forte baisse de I’expression de FoxP3
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en quelques heures (Murawski et al., 2006). Ceci établit donc un lien trés fort entre 1’IL-2, la
voie JAK3/STATS et les Treg. En effet miroir la voie PI3K/AKt est peu utilisée et méme
délétere pour les Treg. On notera enfin que la voie des MAPK semble également accessoire
dans les Treg (Zeiser et al., 2008).
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LES MYOPATHIES INFLAMMATOIRES IDIOPATHIQUES

I.  CLINIQUE

On distingue deux groupes de myopathies, les myopathies héréditaires d’origine génétique et
les myopathies acquises. La premiére myopathie héréditaire connue fut la myopathie de
géme

Duchenne au 1 siécle. A I’heure actuelle, nos connaissances font état de dizaine d’autres

mutations.

Les myopathies acquises peuvent étre secondaires a un agent connu (medicamenteux, toxique,
infectieux ou endocrinien) ou étre sans cause retrouvée, on parle alors de myopathie

inflammatoire idiopathique.

La dénomination « myopathie inflammatoire idiopathique » (MII) n’est apparue qu’au cours
des années 70 (Bohan and Peter, 1975) (« The major inflammatory myopathies of unknown
cause » (Carpenter and Karpati, 1981)). Les premiers cas supposes de ces myopathies ont été
décrits par Wagner en 1863 (Wagner, 1863) (Figure 3).

Le Dr Wagner crée le terme de Polymyosite (PM) en 1886 dans cet article «Ein fall von
acuter polymyositis » (Wagner, 1886-7). L’examen post-mortem des biopsies musculaires
montrait alors la présence d’un infiltrat inflammatoire. Steinert (Steinert, 1903) publia la

premiére revue sur les PM avec 28 cas décrits au début du XXM siécle.
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Figur 2.

Figure 3 : Illustration de I’examen anatomopathologique musculaire post mortem du patient
du Dr Wagner en 1886. (Wagner, 1886-7)

Au sein des MII, on a fini par distinguer Polymyosite (PM) et dermatomyosite (DM) sur la
base des présentations cliniques (signes dermatologiques) et histologique différentes, mais la
classification, jusque dans les années 70, restera confuse entre PM et DM notamment. C’est
avec la découverte d” auto-anticorps (auto-Ac) associés aux myopathies inflammatoires que le
cadre nosologique des PM se précise (Love et al., 1991). En effet, a cette période, on observe
que selon la présence ou non d’Ac, le phénotype des PM vari. Cette observation conduira a
une nouvelle classification sérologique. Dans cette classification, le terme de myosite de
chevauchement (MC) (Troyanov et al., 2005) est préféré a celui de PM, dénomination que les
auteurs préférent réserver aux patients sans Ac. Aujourd’hui, la quasi-totalité des PM sont
associees a des auto-anticorps (Allenbach and Benveniste, 2013). Ainsi, certains experts, dans
un éditorial intitulé « Unicorns, dragons, polymyositis, and other mythological beasts »

(Amato and Griggs, 2003), ont proposé 1’abandon de la dénomination PM.

Néanmoins, la derniére classification des MIl de « European Neuromuscular Centre »
(ENMC) conserve le terme de PM méme en présence d’auto-anticorps (Hoogendijk et al.,
2004) et la plupart des articles publiés utilise cette dénomination. Ainsi, nous garderons ici le
terme de PM.
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Aux groupes PM et DM, il faut ajouter un nouveau groupe : les myopathies nécrosantes auto-
immunes (MN) (Hoogendijk et al., 2004). La MN est caractérisée par 1’absence ou la faible
abondance d’infiltrats inflammatoires et la présence de fibres en nécrose est majoritaire. Ce
sous-groupe est notamment associé a la présence soit d’Ac anti-SRP (Miller et al., 2002a;
Reeves et al., 1986), soit d’Ac anti-HMGCcoA (Christopher-Stine et al., 2010).

Enfin, au sein des MII, il faut distinguer un dernier groupe : la Myosite a Inclusions (MI)
(Carpenter et al., 1978). Elle est considérée comme une myopathie inflammatoire mais la
présence de signes de dégénérescences musculaires (altération du protéasome, dép6t de Beta-
amyloide) en fait une entité a part que certains auteurs proposent d’exclure du groupe des MII

(Askanas and Engel, 2008).

a. Epidémiologie et facteurs de prédisposition

La prévalence des myopathies inflammatoires est estimée entre 0,6 et 1 pour 100 000
(Dalakas, 1991) (Hilton-Jones, 2001; Mastaglia and Phillips, 2002). Une étude au Canada a
estimé la prévalence des DM et PM a 21,5 pour 100 000 avec une prédominance chez les
femmes. (Bernatsky et al., 2009). A contrario, la MI est majoritaire chez les hommes (3 pour
1), avec une prévalence de 4,9 par million d’habitants (Mastaglia, 2008). A ce jour, seule la
DM a été observée chez les juveniles. Les PM sont le groupe majoritaire (Troyanov et al.,
2005), elles représentent 68% des myosites dans leur groupe étudié contre seulement 10%
pour les DM. Si la PM est la plus fréquente des myopathies inflammatoires avant 1’age de 50

ans, la MI est la myosite la plus fréquente apres 1’age de 50 ans (Badrising et al., 2000).

Au niveau génétique, quelques génes « Human Leucocyte Antigen » (HLA) ont été associés
avec la PM comme le groupe HLA DRB1*0301 (Shamim et al., 2000) ou les haplotypes
HLA-DRB1*03, DQA1*05 et DQB1*02 (Chinoy et al., 2006). Un haplotype est aussi
observé chez la MI HLA-DR 8 10301 (Koffman et al., 1998) ce qui suggére des

mécanismes physiopathologiques communs a ces deux entités. Inversement, les haplotypes
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retrouvés durant la DM sont différents (Chinoy et al., 2006; Reed and Ytterberg, 2002; Werth
etal., 2002).

b. Les manifestations musculaires

Les patients atteints de MII souffrent d’un déficit de la force musculaire plus ou moins sévere.
Typiquement au cours des PM, DM et MN, D’atteinte est bilatérale et symétrique. Le déficit
s’installe en quelques semaines ou moins. Au cours de la MI, I’installation est beaucoup plus
lente et le déficit musculaire est asymétrique proximal et distal. Ces caractéristiques font que

le diagnostic de MI repose principalement sur la présentation clinique.

Au cours des MII, I’origine musculaire du déficit moteur est en outre suggérée par I’¢lévation
du taux sérique d’enzyme musculaire CPK (créatine phosphokinase) (Dalakas and Hohlfeld,

2003) ; cependant ce taux peut étre normal en particulier au cours de la DM.

Dans tous les cas, la biopsie musculaire reste indispensable pour affirmer le diagnostic de Ml
et préciser le cadre nosologique (Dalakas, 1991; Hilton-Jones, 2001; Mastaglia and Phillips,
2002). Au cours des MIIL, on peut observer trois grands types d’anomalies : la présence
d’inflammation musculaire, des anomalies des fibres musculaires et/ou du réseau capillaire

musculaire.

La présence d’infiltrat inflammatoire permet d’orienter vers le diagnostic de myosite et donc
vers le diagnostic de PM, DM ou MI. L’infiltrat est majoritairement présent dans
I’endomysium au cours des PM et MI (Dalakas, 1991). I est fréquent d’apercevoir des fibres
envahies non nécrotiques, dont certaines peuvent étre « tunellisées » par les cellules
inflammatoires. A D’inverse, l’infiltrat est majoritairement péri-vasculaire ou inter/péri-

fasciculaire chez les DM (Mastaglia and Phillips, 2002).

Au cours de la PM et de la MI, I’infiltrat est principalement constitué de lymphocytes T CD8”
et de macrophages. On observe également des lymphocytes B qui semblent prédominer chez
les patients atteints de DM (Dalakas, 2002). A 1’opposé, au cours des MN, il n’y a pas ou peu
d’infiltrat inflammatoire (Miller et al. 2008, Bloch et al. 2009). En revanche, ce sont les
anomalies des fibres musculaires qui dominent avec la présence de nombreuses fibres en

nécrose et ou en régénération.
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Au cours des PM, DM et M1, les fibres musculaires ré-expriment le CMH-1. Contrairement a
la majorité des cellules, a 1’état physiologique, les fibres musculaires n’expriment pas le
CMH-I (Singer and Maguire, 1990). Cependant, la présence du CMH-I sur les fibres
musculaires chez les patients PM et MI (van der Pas et al., 2004) est un signe d’inflammation

musculaire.

Au cours des M1, on observe dans les fibres musculaires des vacuoles bordées de 3 a 30 um
de diametre. Ces vacuoles contiennent notamment des inclusions amyloides (Griggs et al.,
1995; Mendell et al., 1991). En effet, ces dépdts sont composés de diverses protéines mais
principalement de protéines 3 amyloides et t phosphorylées (Arahata and Engel, 1986). Les
vacuoles bordées, témoins de la dégénérescence musculaire, sont des éléments decisifs pour le
diagnostic de MI (Griggs et al., 1995).

Les anomalies des fibres peuvent aussi concerner leur taille. L’atrophie des fibres musculaires
est un élément diagnostic important. Si elle est fréquente et sans topographie particuliere au
cours des MII, elle est typiquement péri-fasciculaire au cours des DM donc elle est un des
criteres diagnostiques (Dalakas, 1991; Dalakas, 2002).

Enfin, les anomalies du réseau capillaire peuvent aussi orienter le diagnostic. C’est au cours
de la DM qu’elles sont les plus caractéristiques. On observe une raréfaction des capillaires
associés a des dépdts, en leur sein de complément (C5B9). Ces dépdts de complément
témoignent d’une activation de la fraction C3 du complément provoquant la formation de

C3b, C4b et du complexe d’attaque membranaire constituée par le C5-b9 (Chen et al., 2010).

Malgré tout, la biopsie ne permet pas toujours un diagnostic précis et la présence de

manifestations extra-musculaires et des Ac en particulier est alors déterminante.
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c. Expression extra-musculaire squelettique

i.  Expression extra-musculaire

Outre I’atteinte musculaire observée au cours des MII, il est fréquent d’observer des atteintes
extra-musculaires. Non seulement, elles sont un élément d’orientation diagnostic, mais elles

peuvent aussi modifier le pronostic des patients en particulier en cas d’atteinte respiratoire.

Tous les sous-groupes de MII peuvent étre exposes a des atteintes respiratoires en raison de
I’atteinte musculaire respiratoire. Une atteinte spécifique parenchymateuse pulmonaire peut
aussi étre observée. C’est le cas au cours de la PM, DM et MN. 1l y a une forte variation (5 a
64 %) en fonction des séries (Frazier and Miller, 1974; Miller et al., 2002b; Takizawa et al.,
1987) de la prévalence des pneumopathies interstitielles aux cours des MIl. Néanmoins, elle
est estimée a 30% des cas au cours des MN (C. Bloch Queyrat 2008; Douglas et al., 2001)
alors qu’elle est trés fréquente au cours des PM avec le syndrome des anti-synthétases (70 a
90 %) (R Stanciu, 2008 Richards et al., 2009) et de certaines DM associées a 1’auto-anticorps
anti-MDAJS. L’atteinte respiratoire peut étre parfois trés séveére et responsable de détresse

respiratoire engageant le pronostic vital, elle doit donc étre dépistée précocement.

L’atteinte cardiaque est 1’autre atteinte grave extra-musculaire squelettique. Des cardiopathies

spécifiques ont été rapportées au cours des M1l (Haupt and Hutchins, 1982).

Les atteintes cutanées au cours des myopathies inflammatoires sont fréquentes. Ils concernent
principalement les DM (Troyanov et al., 2005). Chez les patients souffrant de DM, elles sont
un critére diagnostique majeur et leurs caractéristiques sont souvent spécifiques. Au cours de
certaines PM, les manifestations cutanées peuvent orienter vers des sous-groupes de Mil
(Syndrome des anti-synthétases cf ci aprés) bien qu’elles soient moins spécifiques (Mains de

mécaniciens) (Santmyire-Rosenberger and Dugan, 2003; Sontheimer, 2002).

Enfin, il existe une augmentation de la prévalence du cancer (Zantos et al., 1994;) au cours
des MII. Ce risque concerne principalement les DM (Sigurgeirsson et al., 1992) et en
particulier les patients présentant la présence d’Ac-anti-TIF1- ¥ (Selva-O'Callaghan et al.,
2010; Trallero-Araguas et al., 2010).
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ii.  Anticorps associes aux myosites

La découverte d’auto-Ac au cours des myosites a bouleversé les classifications traditionnelles
(PM, DM, MI). En effet, ils sont associés a des sous-groupes de MII ayant une présentation
clinique, histologique homogene et une évolution commune. Ainsi ’hétérogénéité observée
au sein des 4 grands groupes de MII, a été grandement diminuée depuis 1’indentification des
auto-Ac. Si bien qu’une nouvelle classification en grande partie fondée sur I’analyse
sérologique sera certainement développée. Les Ac au cours des MII sont un outil diagnostique
fondamental.

En effet, 60 a 80 % des MII sont associées a des auto-anticorps (Koenig et al., 2007) et plus
d’une trentaine de cibles antigéniques nucléaires ou cytoplasmiques ont été identifiées. 1l faut
distinguer les auto-anticorps spécifiques des myopathies (ASM) idiopathiques des auto-
anticorps associés aux MII (AAM). Les ASM ne sont observés qu’au cours des MII et ne sont
présents que dans 30 a 58 % des cas (Arnett et al., 1981; Koenig et al., 2007) alors que les
AAM sont aussi présents au cours d’autres maladies auto-immunes comme la sclérodermie, le
lupus érythémateux systémique ou le syndrome de Gougerot-Sjogren par exemple. Chez un
patient donné, il n’existe qu’un seul ASM en regle générale qui peut parfois étre associé a un

ou plusieurs AAM.

Depuis les années 1980, date de découverte du premier ASM, de nombreux autres ASM ont
été identifiés. Et comme nous allons le voir, chacun d’entre eux est associé¢ a un type de MII
particulier et au sein d’un groupe de MII, ils sont associés a des phénotypes particuliers de

maladie avec des pronostics qui leur sont propres.
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Nom de I'anticorps Fréquence au cours des MIl (%) Myosite associée
ASM
Anti-Jol 15 Syndrome anti-synthétases
Anti-PL-7 5 Syndrome anti-synthétases
Anti-PL-12 1 Syndrome anti-synthétases
Anti-0J <] Syndrome anti-synthétases
Anti-EJ <1 Syndrome anti-synthétases
Anti-MiI2 & DM
Anti-TIF1y & DM
Anti-MDAS & DM
Anti-SRP 3 MMAI
Anti-HMGR & MMAI
.|
AAM
Anti-Ro52 30 PM, DM, MI
Anti-Ro-60/554 11 P, DA, MI
Anti-La/S5B 13 PM, DM, MI
Anti-Ku 23 PM
Anti-RMNP 15 PM
Anti-PM-5cl 9 P, MNAI
Anti-Mitochondrie 10 PM

Tableau 1 : Auto-anticorps au cours des myosites inflammatoires idiopathiques

1) La polymyosite et les auto-anticorps

Le premier anticorps ASM décrit fut en 1981, chez un patient ayant les initiales J.O. souffrant
d’une polymyosite (Arnett et al., 1981). L’Ac était spécifique de 1’histidine-ARN (acide
ribonucléique)-t-synthétase qui a un rdle dans la synthése protéiqgue. On dénombre
aujourd’hui 7 autres anticorps qu’il est possible de quantifier (anti-Jo-1, PL-7, PL-12, EJ et
0J). Cependant, Ac-Jol est le plus répandu, on le retrouve chez 20 % des patients MII
(Brouwer et al.,, 2001) et est 4 a 5 fois plus présents que les autres anti-ARN-t-
synthétases (Koenig et al., 2007). La présence d’Ac anti-ARN-t-synthétases est associée au
syndrome des anti-synthétases qui regroupe outre la myosite, des mains de mécaniciens, des
arthralgies, et une pneumopathie interstitielle. Ces Ac délimitent un sous-groupe de MII tres
bien caractérisé avec en particulier des anomalies histologiques propres, et un pronostic
dominé par ’atteinte respiratoire. Ainsi, il a été proposé de créer un groupe a part de Mll,
distinct de la PM, définit par la présence d’Ac anti-ARN-t-synthétases. L’ entité imprécise de
la PM, laisse donc peu a peu la place a des sous-groupes déefinis selon le statut serologique.
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La présence de I’AAM : anticorps anti-mitochondrie (habituellement associé a la cirrhose
biliaire primitive) est observée chez 10 % des malades classés PM (Maeda et al., 2012). Sa
présence est associée a une atteinte histologique particuliere (myosite granulomateuse) et une

augmentation de la fréquence de cardiopathie spécifique (Maeda et al., 2012).

L’anticorps anti-R0-52 est ’AAM le plus fréquemment rencontré (30 % des MII) (Koenig et
al., 2007; Ronnelid et al., 2009) dans le groupe PM et n’est pas associé¢ a une forme de PM
specifique, sinon un risque discrétement plus élevé de pneumopathie. Dans 1 a 20% des M|,
I’Ac-Ku est présent (Koenig et al., 2007; Selva-O'Callaghan et al., 2006). Sa présence
délimite un groupe de patients dont les caractéristiques sont proches du syndrome des anti-
synthétases (Rigolet et al., 2012).

Des anticorps anti-ULRNP peuvent aussi étre détectés au cours MIl (10 % des cas) (Koenig et
al., 2007; Selva-O'Callaghan et al., 2006). Ils s’intégrent alors dans le cadre du syndrome de
Sharp ou de connectivite mixte (Coppo et al., 2002). Ils sont associés a une myosite de bon
pronostic.

2) Ladermatomyosite et les auto-anticorps

Des ASM sont aussi retrouves chez environ 20 % des malades avec une DM (Hamaguchi et
al., 2011). L’ anticorps anti-MI-2 est le premier d’entre eux a avoir été associé spécifiquement
a la DM. 1l est trouvé dans 4 a 6 % des patients avec une MII (Koenig et al., 2007) et 10 a
20 % chez les DM (Selva-O'Callaghan et al., 2006). La présence de I’Ac anti-MI2 est
associeée un sous-groupe de patients DM ayant une forme classique, sans association avec un

cancer ou une pneumopathie (Muro et al., 2012).

Plus récemment, la présence d’anticorps anti-TIF1- ¥ a été spécifiquement retrouvée au cours
des DM. Environ 11% des patients DM ont un Ac anti-TIF1- ¥ (Fujimoto et al., 2012). Il est
spécifique de TIF1- ¥ (« transcription intermediary factor 1 family proteins ») un facteur de
transcription nucléaire engagé dans la signalisation du TGF- /3. La positivité a cet Ac a une

valeur prédictive dans 42% des cas pour I’association avec un cancer (Chinoy et al., 2007).
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L’anticorps anti-MDA-5 (« melanoma differentiation-associated gene 5 ») est le dernier ASM
de DM. Cet Ac cible une protéine de I'immunité innée impliquée dans les défenses anti-
virales. Il est observé dans 10 a 20% des DM (Hamaguchi et al., 2011; Muro et al., 2011). Sa
présence délimite un sous-groupe de DM caractérisé par 1’absence ou la faiblesse de 1’atteinte
musculaire alors que les manifestations extra-musculaires sont au premier plan avec une
atteinte respiratoire souvent sévere et responsable du taux élevé de mortalité de cette maladie
(20%).

3) Anticorps et myopathie nécrosante auto-immune

L’anticorps anti-SRP, décrit pour la premiere fois en 1986 (Reeves et al., 1986), est présent
chez 3 a 6 % des patients ayant une MII (Koenig et al., 2007) et 17 % des patients ayant une
MN (Christopher-Stine et al., 2010). Typiquement, ces myopathies associées a 1’anticorps
anti-SRP se distinguent des autres MII par un déficit moteur dés le début important et une
élévation importante des CPK. Histologiquement, la nécrose musculaire prédomine alors que
I’inflammation est faible ou absente définissant ainsi une MN sur le plan histologique. Les
patients ayant 1’Ac anti-SRP souffrent donc d’une myopathie sévére alors qu’il existe peu ou
pas de manifestation extra-musculaire a la différence des PM ou DM. Si on peut parfois

observer une pneumopathie interstitielle, elle est asymptomatique et peu sévere.

Un autre auto-Ac découvert par 1I’équipe de Mammen dans les MN, I’anti-HMGCR est
retrouvé chez 42 % des patients ayant une MN (Christopher-Stine et al., 2010) et 6 % des
MII (Mammen, 2011). Les patients HMGCR+ partagent avec les patients SRP+ les mémes
caractéristiques musculaires (sévérité de I’atteinte motrice et myopathie nécrosante
histologique). Les myopathies HMGCR+ sont aussi dominées par la présentation musculaire
puisqu’a ce jour, il semble qu’aucune manifestation extra-musculaire ait été rapportée
(Mammen et al., 2012). Il faut souligner que chez les patients HMGCR+ il existe une
proportion importante (40-75%) d’exposition aux statines (Allenbach and Benveniste, 2013;
Mammen et al., 2011).
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4) Anticorps et myosite a inclusion

Il n’existe pas encore au sens strict d’ASM spécifique durant les MI. Cependant, un Ac dirigé
contre un antigéne musculaire a été trouvé dans 52% des patients M1 (Salajegheh et al., 2011).
Il a ensuite ét¢ confirmé que cet Ac ciblait ’enzyme 5° -nucléotidase cytosolique qu’on
retrouvait dans environ un tiers des cas de myosite a inclusions (Larman et al., 2013). Au
cours de la MI, des AAM sont retrouvés. Il s’agit fréquemment d’anticorps anti-SSA (Rojana-
Udomsart et al., 2012).

Il.  PHYSIOPATHOLOGIE DES MYOPATHIES INFLAMMATOIRES

Il y a beaucoup d’arguments qui suggerent 1’existence des mécanismes auto-immuns dans la

physiopathologie des MII, notamment I’immunité cellulaire pour les MI et PM.

1. Immunité Innée et les cellules présentatrice d’Ag

Les macrophages sont les cellules les plus abondantes au cours des MII, quelques soit le type
de MII. (Greenberg et al., 2005; Page et al., 2004). Leur réle dans la physiopathogénie des
MII a été encore peu étudié. lls assurent certainement la détersion des fibres nécrosées comme
on peut I’observer fréquemment, en particulier au cours des MN, avec des images de

myophagocytoses.

Les macrophages CD11c™® |ocalisés au niveau des lésions musculaires secrétent des
chimiokines comme MCP-1 (Gherardi, 2011). Ainsi, ils permettent I’arrivée des monocytes-
macrophages CCR2" qui se différencient en cellules présentatrices d’antigénes (CPA)
CD11c™*" et pourraient ensuite migrer ensuite vers les ganglions drainants en tant que CPA

pour présenter les antigénes musculaires.

Les cellules dendritiques (DC) sont aussi des CPA. Elles sont présentes dans 1’infiltrat
musculaire des PM et DM (Page et al., 2004) et MI. En particulier, un sous type de DC de
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type plasmacytoide (CD4") est retrouvé de fagon importante aux cours des PM et DM. Les
pDC sont caractérisées par leur capacité a produire de I’IFN-alpha (Greenberg et al., 2005
200). En accord avec cette observation, il a pu étre montré a partir d’analyse transcriptomique
que les génes impliqués dans la réponse immunitaire stimulée par I’IFN étaient parmi ceux
qui étaient les plus transcrits (Greenberg et al., 2005 200). Cette signature IFN a été observée
dans le compartiment musculaire et sanguin des patients atteints de DM et de PM. Au cours
de la DM elles sont particulierement abondantes. A noter, que les DC myéloides sont aussi

présentes, mais dans une proportion moindre (Greenberg et al., 2007).

2. Cellules musculaires comme CPA

La fibre musculaire pourrait-elle jouer le réle de CPA? Il a été démontré que, dans un
environnement cytokinique pro-inflammatoire tel que: IFN-y, TNFa, IL-1a IL-18,
MIP1- @ (Marino et al.,, 2001; Nagaraju et al., 1998), les myoblastes en culture peuvent
exprimer le CMH-I. Des études in vitro et in vivo (Hohlfeld and Engel, 1991; Inukai et al.,
2000) ont permis de prouver dans la MI, que les T étaient capable de reconnaitre des

antigenes grace aux CMH-I présent sur fibres musculaires.

Cette présentation antigénique ne crée une réaction immunitaire seulement s’il y a un second
signal et des molécules permettant des interactions avec des lymphocytes. ICAM-1 permet
notamment le lien entre les fibres musculaires et les lymphocytes (Marino et al., 2003) grace
au récepteur LFA-1 exprimés par les lymphocyte T CD8" (Figarella-Branger et al., 2003).
Cependant, il n’y a pas d’expression des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 sur les
fibres a contrario de ICOS-ligand (Schmidt et al., 2004).

Comme les CPA, les « Toll Like Receptor » (TLR), notamment les TLR3 et 7 peuvent étre
exprimés a la surface des fibres musculaires (Tournadre et al., 2010) mais cette observation
n’a été faite qu’en environnement cytokinique pro-inflammatoire. En particulier, la
stimulation des TLR musculaires induit la production musculaire de cytokines pro-

inflammatoires comme 1’interleukine 6 (IL-6).
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3. Profil cytokinique

Tout d’abord, pour les chimiokines, des molécules permettant la migration des cellules du
systtme immunitaire, on observe une expression importante de chimiokines 3 (présent
uniquement sur les lymphocytes et monocytes) au cours des MII dans les fibres musculaires
(Tournadre and Miossec, 2009). Dans les PM en particulier, des molécules comme
CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1 o, CCL5/RANTES et leurs ligands CCR2, CCR1, CCR5 ont été
trouvés (Civatte et al., 2005).

Il 'y a une grande variation dans le profil cytokinique durant les MIl. On observe une variation
du profil ayant d’une réponse plutét Thl (réponse cellulaire) a une réponse plutét Th2
(réponse humorale). On observe notamment la présence de cytokines avec des capacités pro-
inflammatoires comme 1’1L-1f3, 1’IL-6 ou le TNFa aux cours des MII (Lepidi et al., 1998),
notamment chez les patients PM et MI. Il a aussi été démontré que les cellules musculaires,
dans des conditions pro-inflammatoires pouvaient produire des cytokines comme 1’IL-6
(Nagaraju et al., 1998).

Les différents travaux effectués montrent des conclusions différentes entre réponse cellulaire
et réponse humorale. (Figarella-Branger et al., 2003). Cependant, une majorité de travaux
vont dans le sens du réle important des cytokines de la réponse cellulaire (Thl, IL-2, IFN-y)
pour le groupe PM (Adams et al., 1997; Allenbach et al., 2014; Cid et al., 1996; Tews and
Goebel, 1996). A la suite de la migration des CD8+ dans le muscle, il y a une reconnaissance
des antigenes du soi musculaire par certain CD8+ grace avec ’expression du CMH-I présent
sur les cellules musculaires. 1l est possible que le biais de répertoire des CD8+ observé chez
les patients PM soi en cause (Benveniste et al., 2004; Nishio et al., 2001). Le role cytotoxique
des CD8+ durant la PM est au cceur de la réponse immune. Des travaux ont prouvé dans un
modéle murin que I’absence d’activation des CD8+ par le CMH-I (grace a des souris Beta(2)-
microglobuline™) permettait une baisse forte de la maladie dans un modéle de myosite
(Sugihara et al., 2010). Cette étude montre aussi que la réponse immune est orientée vers Thl
comme cela est observé dans la PM chez ’homme. D’autres travaux chez I’homme montrent

aussi un profil Thl pour la Ml (Allenbach et al., 2014; Tournadre and Miossec, 2009).

52



A Tinverse, durant la DM, la réponse observée est de type Th-2, notamment grace a la
présence de DC plasmacytoides (permettant la sécrétion d’IFN-1 dans des proportions
importantes). On observe aussi de I’'IFNa dans le muscle et le sang (Walsh et al., 2007). Une
étude a montré que le transcriptome issu de biopsie musculaire et de lymphocyte du sang
avait un profil Th-2, avec une «signature » INF-a. (Greenberg et al., 2005) semblable aux
observations faites dans le Lupus (Blanco et al., 2001). On note aussi, chez quelques patients,

un infiltrat composé de lymphocyte B (Yokoyama et al., 2013)

4. Les mécanismes de dégénérescences musculaires

La MI est un cas a part. On observe des vacuoles bordées intra-cytoplasmiques (allant de 3 a
30uM de diamétre) dans les cellules musculaires normales, parfois atrophiques. Les protéines
composant ces vacuoles sont de fagon tres surprenante quasi-similaire a celle retrouvée dans
le cerveau durant la maladie d’alzheimer, ce sont notamment des dépots amyloides. Des
travaux ont démontré la relation entre ces agrégats protéiques dans la fibre musculaire ou dans
le systeme nerveux central avec un disfonctionnement du protéasome 26S (Lehman, 2009),
une élévation du stress du réticulum endoplasmique (Vattemi et al., 2004), un stress oxydatif
(Askanas and Engel, 2005) et des mécanismes empéchant le bon fonctionnement de
I’autophagie (Hamano et al., 2008; Nogalska et al., 2010b). Cette accumulation de protéine
est toxique pour la fibre musculaire notamment A 3 -42 (Nogalska et al., 2010a; Terracciano
et al., 2010). La raison de la survenue de ces anomalies reste inconnue, mais le vieillissement
joue probablement un réle négatif (Ciechanover, 2006). Ainsi les molécules A3 -42 et T au
ont une action délétere sur le bon déroulement du protéasome et de la formation de
I’autophagosome (Nogalska et al., 2010b). Ces observations vont dans le sens de I’inefficacité
des traitements immunosuppresseurs dans la MI. Il y a une coexistence des mécanismes
dysimmunitaires et dégénératifs dans la MI sans que ’on connaisse le premier phénomene
mis en jeu. Cependant, il y a un lien, il a été démontré in vitro que les protéines amyloides
permettaient une sur-expression de 1’IL-6 provenant des fibres musculaires (Baron et al.,
2001). De plus, on constate in vivo une localisation similaire entre I’IL-1f (cytokine pro-

inflammatoire) et des précurseurs amyloides (Schmidt et al., 2008).
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5. Modéle murin de myopathies inflammatoires

Les modeles expérimentaux permettent de préciser les mécanismes physio-pathologiques et
en particulier, il a été développé des modéles expérimentaux de myopathies auto-immunes.
De longue date, il existait une myosite « allergique » expérimentale (MAE) chez le rat (Esiri
and MacLennan, 1974) par immunisation par la myosine, finalement semblable dans son
concept aux mode¢les d’arthrite a collagéne ou d’encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE). Notre équipe a adapté ce modéele animal chez la souris qui s’apparente

a une PM chez I’homme (Allenbach et al., 2009).

Un autre modéle a été mis au point. L’approche méthodologique est proche de celle utilisée
dans le modéle précédant mais les immunisations sont réalisées, non pas avec de la myosine
enrichie, mais avec la «protein C Induce Myositis», c’est le modéle CIM. Les
caractéristiques de la myosite sont similaires a celles des souris MAE. En particulier, on note
une expression du CMH-I qui reste limitée (Sugihara et al., 2007). D’autres auteurs ont
cherché a exprimer spécifiquement le CMH-I par un promoteur musculaire (MCK) sur les
fibres (Nagaraju et al., 2000). Ces souris présentent une myosite avec de I’inflammation et la
présence de fibre en nécrose. Cependant, cette inflammation est faible, comparée au modele
MAE ou CIM et linfiltrat est presque exclusivement constitué de cellules de I'immunité
innée. En outre, ces travaux ont montré que I’expression du CMH-I est exclusivement
intracellulaire, mais pas exprimé a la surface de la fibre musculaire comme cela est observé
chez I’homme. Ainsi, les auteurs n’ont pas pu montrer que des auto-antigenes musculaires
pouvaient étre reconnus de fagon spécifique par des CD8" auto-réactifs. Ce modéle a surtout
démontré 1’effet cytotoxique du CMH-I quand il est fortement exprimé a ’intérieur des fibres
musculaires. L’équipe de Boyer et coll, a aussi montré dans une souris immunodéficiente

(RAG™) que I’expression du CMH-I créée de graves myopathies (Freret et al., 2013).

Dans le modele MAE, on observe une diminution drastique de la force musculaire et un
infiltrat important constitué majoritairement de macrophages (CD11b") et de lymphocyte T
CD8" et dans une moindre mesure de lymphocyte T CD4". De méme, on a constaté une
expression du CMH-I par certaines fibres musculaires. Dans notre modele, nous retrouvons

sous certaines conditions (déplétion en Tregs) des xéno-anticorps anti-Hystidil ARN-t-
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synthétase (anti-JO-1) survenue probablement aprés les lésions musculaires. En effet, dans
notre modéle comme dans celui de la souris CMH-I induite, il existe des Iésions musculaires
importantes que 1’on sait enrichies en ARN-t-Hystidil transférase. Une équipe a démontré
(Casciola-Rosen et al., 2005) que I’ARN-t-aminoacide-transférases pouvaient étre libéres
dans le muscle par les myocytes en nécrose et étre exprimeés a la surface des fibres
musculaires des myosites. Une réponse anti-Jo1 (ou PL7) est possible grace a I’inflammation,

on pourrait considérer que ceux sont des auto-Ac et non de xéno-Ac.

Dans tous les modeles cités précédemment, les auteurs utilisent une protéine musculaire pour
induire une myosite, comme la myosine (pour la MAE), la protéine C (pour la CIM) ou la
laminine, une protéine musculaire extracellulaire (Nakano et al., 2005). Ils existent donc de

nombreuses cibles antigéniques capables d’induire une myosite.

Le modele MAE utilise un fort adjuvant, ’adjuvant complet de Freund (CFA), pour rompre la
tolérance et lever le contrdle sur les T conventionnels auto-réactifs. Il permet 1’arrivée de
cytokines pro-inflammatoires pour permettre la rupture de la tolérance périphérique
musculaire, méme si cela est loin de la physiopathologie chez I’homme. Deux autres
approches expérimentales donnent des résultats originaux sans I’utilisation d’adjuvant. Le
modele SM-OVA-OTI (Calbo et al., 2008). Dans ce modele, le muscle exprime
spécifiquement OVA, la tolérance n’est pas rompue par les Tconv OTI (CMH-I-OVA
spécifiques). Il n’y a pas de modification des Tregs dans ce modele mais une surexpression
notamment de PD-1 sur les lymphocytes T CD8" cytotoxiques. Grace a I’antigéne Jo-1, une
autre équipe a obtenu une myosite (Soejima et al., 2011). Néanmoins, Jo-1 peut avoir des
propriétés similaires a un adjuvant en activant les TLR (Katsumata et al., 2007; Plotz, 2003)
et grace a CCR5 pourrait attirer des DC et des lymphocytes (Howard et al., 2002). De plus,
I’injection est intramusculaire et seul le muscle du lieu de I’injection est analysé. Ce modéle
se résume plutdt a une réaction inflammatoire musculaire régionale, secondaire aux propriétés

inflammatoires de Jo-1 et aux Iésions musculaires qui en découlent.

Ainsi, I’analyse des différents modeles expérimentaux montre que seul un fort adjuvant est
capable de provoquer une myosite. Dans le méme ordre d’idée, I’infection chronique par

Leishmania infantum, qui joue le role d’adjuvant chez le hamster, crée aussi une myosite
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proche de celle observée chez ’homme (Paciello et al., 2010). Ainsi, la rupture de la tolérance

musculaire ne peut étre obtenue qu’en présence de forts adjuvants.

Dans le modele MAE, le r6le des Tregs est primordial, leur déplétion aggrave la sévérité de la
maladie et a I'inverse, le transfert de Tregs diminue significativement la sévérité de la
myosite, renfor¢ant ainsi I’importance de leur rdle (Allenbach et al., 2009). Malheureusement,
cette thérapie cellulaire chez ’homme avec des Tregs polyclonaux n’est pas encore possible.

Il faut donc mettre au point des techniques alternatives pour augmenter les Tregs in vivo.

Malgré les similitudes entre notre modele murin avec la PM et la MI d’un point de vue
immunitaire, notre modele ne reproduit pas les phénomenes de dégénérescences protéiques
présents dans la MIL D’autres études ont voulu créer un modele reproduisant ces
caractéristiques. Ces études se sont basées sur celles effectuées pour reproduire la maladie
d’alzheimer chez la souris. Le but étant de faire exprimer de fagon tissu-spécifique (ici un
promoteur musculaire) la protéine B 42. Malgres la présence de cette protéine en grande
quantité¢ dans le muscle, on n’observe pas la présence de cellules du systéme immunitaire
dans ces modeéles (Fukuchi et al., 1998). Un autre modéle a été créé par 1’équipe de Frank
Laferla (Kitazawa et al., 2006). Dans ces travaux ils croisent des souris PS1 (pour preseniline
1 mutée) avec des souris exprimant I’A B -42 toujours sous contrdle d’un promoteur
musculaire. Ces souris doubles transgéniques expriment fortement 1’A 3 -42 dans le muscle
grace a la modification de I’activité de la ¥ -sécrétase contrélé par PS-1. De plus, on observe
parfois un infiltrat inflammatoire composé de CD8+ mais dans des proportions beaucoup plus

faible que la MAE. Malheureusement, il n’y a pas de sur-expression du CMH-1 sur les fibres

musculaires ni de fibres tunnellisées.

Ainsi, le modele de la MAE est un des meilleurs modeles pour reproduire les phénomenes
inflammatoires musculaires observés au cours de la PM ou de la MI et tester des traitements
qui pourraient réguler la réponse immunitaire, en augmentant les Tregs, qui sont aussi
diminués dans ces maladies chez I’lhomme (Allenbach et al., 2014) et réactive le protéasome

pour diminuer 1’agrégation de protéine pathogene.
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6. Traitement des myopathies inflammatoires

Avant tout, il faut préciser qu’il existe trés peu d’essais thérapeutiques de bonnes qualités
(Gordon et al., 2012). Cela est di, d’une part aux difficultés d’évaluation des patients, et
d’autre part a I’inclusion de groupes de patients hétérogénes dans ces essais. Ainsi, les
recommandations reposent souvent sur un niveau de preuves modestes. Le but de ces
traitements est d’améliorer la force musculaire du patient tout en évitant au mieux les effets

secondaires qui sont souvent inévitables.

La kinésithérapie a montré son efficacité. Pour la MI, c’est le seul traitement recommandé a
ce jour dans la mesure ou aucunes molécules, en particulier les immunosuppresseurs, n’ont

montré leurs efficacités (Benveniste et al., 2011; Johnson et al., 2009).

La corticothérapie est la base du traitement (excepté pour la Ml). Elle débute a forte dose (1
mg/Kg/j) et est diminuée trés progressivement. On observe une amélioration clinique sous
corticoides dans 60 a 70% des cas (Bohan et al., 1977). Cependant, les effets secondaires sont
lourds comme la prise de poids, le déréglement endocrinien ou des troubles digestifs. Ce
traitement est inefficace pour les MI (Dalakas, 2006). Une étude a méme démontré
(Benveniste and Hilton, 2011) non seulement que celle-ci est inefficace, mais pourrait étre

méme délétere.

Avec la corticothérapie, on associe fréguemment un immunosuppresseur. Les
immunosuppresseurs en premiere ligne restent discutés (Choy et al., 2005). Néanmoins, a la
vue du risque trés important de rechute (Stanciu et al., 2012), ils sont souvent utilisés dés la
premiére ligne, a visée d’épargne cortisonique. Le Méthotrexate et 1’azathioprine ont été les
plus évalués et utilisés (Choy et al., 2005). Le micofénolate mofétil, la cyclosporine ont
montré des effets en particulier dans les formes réfractaires en deuxiéme et troisieme ligne. Le
cyclophosphamide est le traitement des formes séveres qui est réservé aux patients présentant
des atteintes respiratoires graves ou cardiaques.

Les immunomodulateurs, notamment les immunoglobulines polyvalentes par voie
intraveineuse (IglV) ont une place importante dans le traitement des MII. Les IglV semblent
efficaces (Dalakas and Hohlfeld, 2003; Saito et al., 2008) sauf pour la Ml (Benveniste and

Hilton, 2011; Needham and Mastaglia, 2007). Elles sont proposées en cures mensuelles
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pendant 3 a 6 mois pour la prise en charge de patients présentant des signes de gravité

musculaire (Elovaara et al., 2008; Patwa et al., 2012).

L’anticorps monoclonal anti-CD20 (rituximab) est aussi un traitement immunomodulateur
important ayant montré son efficacité. Une étude a montré qu’il était efficace au cours des
MII réfractaires (Oddis et al., 2013). Les facteurs de réponses étaient en particulier la
présence d’ASM de type Jo-1 et MI-2 (Aggarwal et al., 2014).

En conclusion, il n’existe pas de recommandations basées sur les preuves pour le traitement
des myosites. Ils ne sont pas toujours efficaces et entrainent la plus part du temps des effets
secondaires importants. De plus, leur colt peut étre élevé (IglV, rituximab). Il est donc
important de mettre au point de nouveaux traitements, d’abord dans notre mod¢le animal, qui

pourront ensuite étre applicables chez I’homme.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Dans un premier temps nous avons décrit les phénomeénes généraux permettant la tolérance au
soi avec notamment le réle primordial joué par les Tregs. Dans un deuxieme temps nous
avons définis les myopathies auto-immunes d’un point de vue clinique puis immunologique.
Nous avons démontré, comme dans d’autres maladies auto-immunes, la rupture de tolérance
et le rble des Tregs est crucial. Dans notre modéle animal (MAE), Les Tregs sont aussi
important avec une augmentation de la maladie par déplétion des Tregs et une amélioration de

la force des souris en injectant des Tregs avant les immunisations (Allenbach et al., 2009).

A ce jour, il n’existe pas de traitement miracle pour les myosites. Ils ne sont pas toujours
efficaces et entrainent la plus part du temps des effets secondaires importants, il est important
de trouver des nouveaux traitements. Pour cela, notre modele animal peut servir de premiére

approche, comme tous les modéles pré-cliniques.

D’une part, nous étudierons différent traitement pharmacologique pour augmenter les Tregs in

vivo chez la souris et ainsi améliorer leur force musculaire, notamment la rapamycine.

D’autre part, nous étudierons ’effet des IgIV dans ce mod¢le afin de déterminer leur

mécanisme d’action afin.

La finalité de ces travaux de thése est la mise en place de nouveaux traitements thérapeutiques
chez les patients ayant une myopathie inflammatoire pour éviter le recours aux traitements

existant ayant des effets secondaires importants.

59



RESULTATS
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ARTICLE 1

Beneficial role of rapamycin in experimental autoimmune myositis

Nicolas Prevel, Yves Allenbach, David Klatzmann, Benoit Salomon, Olivier Benveniste
PL0S One. 2013 Nov 12;8(11):e74450.

A Theure actuelle, il n’est pas possible d’utiliser les Tregs en thérapie cellulaire chez
I’homme. Pour augmenter les Tregs in vivo dans notre modele animal, nous avons cherché des
traitements pharmacologiques permettant leur croissance dans le compartiment CD4+.
Plusieurs études ont démontré que la rapamycine, un immunosuppresseur utilisé depuis
plusieurs années chez les patients greffés permettait une augmentation des Tregs dans ce
compartiment. La rapamycine a pour fonction d’inhiber la voie mTOR, cette voie est
déterminante pour la croissance et la prolifération des Tconv. Cependant, les Tregs sont
moins dépendants que les Tconv a cette voie de signalisation grace a une voie alternative
régulée par FoxP3. Il a notamment été démontré in vivo que 1’ajout de rapamycine au milieu
de culture n’affecte pas la prolifération des Tregs contrairement aux Tconv, et permet de plus,

un meilleur pourcentage de Tregs dans la culture finale (Guillot-Delost et al., 2008).

Une premicére série d’expérience dans notre modéle animal a eu pour but de montrer I’effet de
la rapamycine en traitement préventif. 1l a débuté le méme jour que la premiére immunisation
par gavage et a continué jusqu’a la fin de I’expérience. Nous avons observé qu’avec ce
traitement, les souris ont augmenté significativement leur force musculaire et diminué
I’infiltrat inflammatoire. De plus, par une analyse en cytométrie en flux, on observe une
diminution importante du nombre absolu de T dans les ganglions drainants et la rate comparée
au traitement controle. Cela n’est pas le cas pour les B. Dans les sous-populations T, les
CDA4+ et CD8+ baissent de fagon similaire. Cependant, dans la sous-population CD4+, le
pourcentage de Tregs est fortement augmenté sous rapamycine, comme dans les données de la
littérature. Dans la sous-population de TCD4+ activés, le pourcentage de Tregs passe de 30%
chez les souris contrdles a plus de 50% avec la rapamycine. L’analyse montre aussi une
difference de prolifération entre les Tregs et les Tconv (Ki67+). Enfin, chez les Tconv, sous

rapamycine, on observe une augmentation du facteur de transcription KLF2 ainsi que du
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CCR7 qui est controlé par KLF2. Cette voie de signalisation importante pour 1’adressage des

lymphocytes dans les ganglions et le tissu cible semble modifiée par la rapamycine.

Une deuxiéme série d’expériences a déemontré que la rapamycine en traitement curatif crée
également une diminution de la sévérité de la maladie avec notamment une augmentation du

ratio Tregs/Tconv.

Toutes ces analyses permettent d’envisager la rapamycine comme traitement alternatif pour
les myopathies inflammatoires en favorisant la prolifération des Tregs par rapport aux Tconv

auto-réactifs.
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Introd uction

Idiopathic inflammatory myopathies are a heterogensms group
of different diseases, classified into foor main categories derma-
DTt s, peol vy fis which frequendy muhpcﬂl.ﬂmm:cm't
timne diseases, Immune-mediaed necnotizing  myopathy, and
spomadic inchsion body myosits [1-3]. Pohmmosits  pressts
endomysial inflammatory cell infiltrates (rich in ODE Toell),
swrounding and imading non-necrotic muscle fihres, in parallel
with a diffuse hismoompatihility class [ overexpression [#]. The
trextment of pohymyesits comiss of corficosternids frequently
smociatd with othe immunosppressive drugs [5]. The obliga-
iy and offen severe side effects of these dmgs, which have o e
wken for several months or years, prompred ns o proposs
alternafive treatments, which were tested in experimental animal
mindeds,

FLOS OME | wearwpllosone.ong

mune mymwits (EAM) in mice by immunization wih partaly-
purifisd myosin [6]. This EAM mode] mimics clossly paol ymryositis,
showing muscle weakness and inflammation, and extensive CDH"
T cells and maorophages infilmates. We further demonstrated that
it was posible to induce the disesse by adoptive trensfer of
umsarted hymiph node cdls or e ribe restimomlsted sored CD4+ T
cells in wild type mice. In this EAM moded, we abo demonsimaied
that regulainry T oelk (Treg) can amefiomie the disease phenotype
[&]-

Tregs represent around 10% of CIM™ T cels. Tregs in mice
amd himamns express the tremscriptional facior FoxP3 encoding for
the frkhesd/winged-helx mamcripton Gcor sourfn [7-9].
Candtittive or qualitative deficits in the Treg compantment have
heen reported in many mouse models of annimmune diseases and
in himmans [10-14].
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prevent graft rejection [15]. Je rom, apamycin has been described
© increase the percentage of Treg [16-18].

The aim of this smdy was © st the efficacy of apamycin e me
in our EAM maodel and to investigate the efiects of the drug on
d&mmucdmbwﬂnau,whthenhmpald’

Joping a new therap approach for polymyositis.
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Methods

Mice

Six to ®en-week-ald female BALB/c mice were purchased from
Janvier Labaramries. All mice were kept under specfic pathagen
free conditions and manipulated accarding to European coundl
directive 86/609/EEC. The smdy was approved by the Regiomal
Frhical Committee 3 of De-de-France.
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Evaluation of Musde Strength

Musde srength was evahmed using an inverted soreen test s
descrihed previowsl v [, 19] one day hedone mice sacrifice. Briefly, a
mamse was plared ot the center of 3 wine mesh screen, which was
inverted hormontally and the tme o Gl off the soeen was
recoded. Al mice were evaliated independently by one
investigator who was blinded to the immunimton protocol.

FLOS OME | wearwpllosone.ong

Preparation of Myosin

Myosin was partially purified acmrding to the method
previously reporied [6]. Briefly, A otal of 30ml of chilled
03 MYL K30 15 MYL sodimm phosphate bufler (pH 635) was
added to 10 g of minced muscle fzme and kept on ice for
45 minues. This homogenate was cenmrifiged at 15,000 rpm for
30 minuies at 40, snd the sopematant coll sohed. The flime was
then diluted with 15 volumes of chilled Mill-C)-ftered Millipore,
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Framce)] purified waer to precpimte the myosin The precipizied
myosn was onllected by centrifugation at 5000 rpm, disolved in
05 MYL KL and sored af =807,

Mice Immunization Protocol

Nefice wene immunized 3 times, af l-week nervak, with 200 pl
of phosphate-buffered safine (PES) contining 1 mg myosin (or
with 200 gl of FBS in control groups) emulsified with an equal
voinme of compler Freund's adjuvant (CFA , Sigma). My osin was
purifisd from moms mmcke, an esximmo oonteining 0% of
mrynsne. These emmbsified prey Gons were injected on bilaeral
sides of the hind fhotpads | firstimmuni zton), the @i base (second
immmnization), and fanks (third mmamizstion). Perfussis toxin
(Sigma) was injected intra-peritoneally (500 ng in 200 pl of saline)
during the first Immmmnization. Ten days affer the Lt immmnizs-
tion, muscle hlocks were collecied for histology.

Treatments of mice

In the preventive treatment (Figure 51A), mice received daily
ozl placeho (200 pl of water only, referred i a5 controls) by fonre-
feeding with a cannula, 1 mgd' kg day of rapamycin (refermed to e
Rapa 1 mg), or 3 mg/kg/day of mpamycin (refemred o o5 Rapa
3 myg) dheed in 200 pl of water, from the day hedore the first
myoan Immumization to dey 10 affer the thind myosin fmmmani-
zation (date of their sacrifice). In mmative treatment (Figure S18),
mice received daily oml mpamycin (3 mgfkg'd) fom one day
after the third myosin immuomm=ton (2 a date where ofl mice
presmted nflammatory infiltrates within muscle, Figure 524) o
day 10 after the last immunizaton (date of their sacrifice). Control
animal resived 200 pl of water daily.

Histological Grading of Inflammatory Lesions and
Innmun chisto dhemistry

For each animal, pamaffin secfions from three mascles (gasroc-
the presence of monomiclear cell infiltrates and necrosis of muscle
fibers. For each sampile, eight groups of serial secfions were out at a
A pmi dhisiance. From each group, one 5 pmethick section was
e for hematoendin and eosin staining. All fields of each section
were analyssd The histological severity of inflammation in each
musde block wes graded as previously desorihed [20] by
.Y ot Grade 1=1 wni of a single muscle fiber or
<5 muscle fihers, grade 2=a lesion mvolving 5 to 30 mmsclke
fibers; grade 3 =a kesion involving a mmscle Bscionhs; and grads
+=diffuse, exiensive kesions. When muliple lesions with the same
grade were famd in & single miscle block, 0.5 points were added
i the grade. All shdes were svaliaied ndependently by hao
investigators who were bfinded to the Immunization pootoco] that
had been mwed. When results wene discordant, the shdes wene re-
evahiata] by two pathologiss and & consensmal soore was given
after review. For each muscle analysed, only the highest smre was
repuorted. The maximmm smne is 4 5. Theonetically, the maximmm
soare & 4 (Le. diffuse, extensive lesions] but when mmiple lesions

FLOS OME | wearwpllosone.ong

with the same grades were found in & single mmscle block, 05
points were added to the grade. If the score is different, the shides
are discussed during a pathologists meefing and & comsensmal scone
B ghven afer review

For immunohistological analyses, serial orymsections were fxed
with cold acetone and immunostained with rat anf-mouse CDH
(clone RNH-5, BD Bicsciences), mt anfi- monse CDEh (clone 53-
538, BD Biosciences), mat anfi-mouse CIMSE /B2 (cdone RAS-
682, BD) Bitsciences), rat ant- mouse CD11b (clone M1-70L15,
ED Binsdences) monoclonal antihodies (BDY Bimsciences), and
rabbit anti-laminin (Sigma) pohelonal antbodies. APC and PE
comjugated anti rat (Ehinscienoes) and FITC-conjugaed goat anti-
mbhit Iglr (HL, Jackson ImmunoRessarch) werse msed o=
semndary antibodies Mucki were coumterstained with &6
diamiding- 2-phenyiindole (IMAFT) and appeared in hiue.

Flow Cytometric Analysis

The fallswing anfibodies were nssd for fiow cyipmery analyss
PEAsheled ani-CIH (RM4-5, BD Biowiences), ang-{D8 (clane
33-6.7 BID Bisciences), anti-CI9 (clone 1103, BT Bimciences),
anf-CDAZL jclone MEL-14, BD Bimcisnces), anfi- FoxP3 (FTEK16-
semond, eBiosdence), ami-Ki-67 (BolA 15, Fhiosdences), FITC-
Laheded ami-CIH (clone RMH-3 BD Bimciences), anti-OTH (clone
MEL-14, B} Bimciences), APC-lihelsl anti-CD35 (clone PO
B} Bisciences), Percl CTH (clone RAMH-5, BID Biosciences), and
hintinylaed an-(1235 (chone TTM, BI) Biosdences) revealed wit
streptanidin-Cy-Chrome (B} Binsciences) and approprise Sonpe
anhady controls. At least 100,000 everts were acquired on 2 FACS
LERII | Becinn D¥ckinson) aned analymed using Flow]o software.

Suppression Assays

Spennoytes harvesied from connol or raparmycn freated mice,
wer e irrachiated (20 Gy)and plated onin 9-well plates {107 cella/well).
T efecan cells (Teff, nade cells harvested Hom nafve mice at 2
miwtant mumibser (107 cells’well) were then added with & varying
e of fe s expanded Treg oells (CTH+ CD25+ sorted cells) i
provide Tefl Treg matios of 140, 1:1,2:1, X1, and 1k 1. Saluble and-
CDD3 mAb (145-201 1, FharMingen) at & conentation of 2 pgiml
povided the polyclonal stimuls for proffersfion. Cells wers
incnhated in BFMI with 10% &l bovine ssmm in a el volnme
af 200 pl. Afier 3 days of culinre, 1 G of SH-thymidine (Amemsham
Binariendes)| was acded for the final 12 hors o asses prolbdemdion.

Quantitative PCR

Total RMNA was extracted from tisues or purified ol populations
with TRIzn] reagent (Invitrogen) according i the mamctrer's
insructions, reated with IDNase using & DMA-fres kit Ambion) and
suhjecied to revers tenscrption with SoperSoipe I reverse
tramscripase and random hexamers (hoth from Imvirogen). dONA
was anahzed in duplicate by QPCR amphfiction using Power
EYBR Gresn PCR Masger mix (Applied Biosystems].

Data were analyzed by comparafive quantification with MxFro
software (Genomics, Agilent Tadhnal ogies).
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Senefical Role of Rapamyan in EAM
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Primer sequences

We looked at the expression of KIF2 in differemt cell
populatons wsing the following primers forward 5'-AGCC-
TATCTTGCCGTCCTTT-3', reverse 5'-CGOCCTCGGGTT-
CATTTC-3'. We normalized owr results with the expression of
hypoxanthine-guanine phaspharibosyl transferase (HGPT) in the
same cells, using the following primerss forward 5'CT-
TOCCTCCTCAGACCGCOTTT 3!, reverse 3-ACCTGGTTC-
ATCATOGCTAA-S.

Statistical Analysis

Dan are presented as mean (£ SD) for continuous variables and
percentage for qualitative variables. Nonparameric Mann-
Whitney test was wed to compare variables. A p value<0.05
was considered signifiant. Statistical analyses were performed

PLOS ONE | wwwplasonearg

Ht;).Cdsd muscular nfammatry infitrates xe stained with anth CD4

wing GraphPad Prism version 4.0 and Instat version 30 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

Results

Preventive treatment with rmpamydn results in a
reduction of inflammatory infiltrates parallel to an
inaease in muscle strength

The first s&p in owr study was © investigate preventive efiects of
rapamycin on EAM by #sting two dases of the drug: 1and 3 mg/
kg/day.

Rapamyan was very well talerated by all mice for the entire
durason of the administration protocal, for instance no weight loss
was observed (data not shown).
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Fgure 5. Change in KLUF2 poathway inducsd by rajpaem yoin treatmm ent. A
dtveaited (3 mg /g /day) mice showing naihe T oll subset inT-D& ™

mm plot of the shift of OCR7 expeesion in conirols and
B Shifft of (CHT expresdon in conirols and epamyan-

opamydn
weated {3 mgeglay) mice in raive T celk (nTDEA" P D44™) an achated T el (T ™ D4 & GHTHOR of KL in nave T ol
ITCDEZ PN acthated T cells faT: (D& CD44"®), mive requbtary T cellc inTegCD6" ), activated Teeg cels faTeg: CO6F"% in

mntmks and epamydn tested (3 mg/ig/day) mice
doi 10,1371/ journal pone 0074450 gids

Compared with controls, a dose-dependent increass in muscle
sirength was olwerved (fime to &1k controls fifit 46 seconds, Fopa
1 mg 138 280 seconds peciulh; Rapa 3 mg 32521001 seconds;
poLd0] for contol vs Rapa 3 mg, Figure 1A) This was
aroompanisd with a pamlle] dermeass in mmscle inflarmmation
atiested by a lower hisnlogical smre in EAM animals resiesd with
rapamycin (controls, 3552067, Rapa 1mg, 1ASE05,
P00l Rapa 3 mg, 0922065 p<0.00]1 for onmol vs Rapa
3 mg, Figure 1B and Figure 10 In the reaed snd conrol
animalk, dinical and pathalogical smres showed good mmmelation
R = =545, poi0l], Figure 103

Preventive treatment with rmpamydn induced a general
reduction in frequency of T celks

To explore the mechanisnrs involved in the improvement of
s e inflamn mation, we snahysed hmphocyte populaton changes
indnced by rapamycin in different hmphoid organs. As shown in
Figure 2, by comparison to comrolk, mpamycin induced a

significant dectease in the abwoluie number of lymphocyes in
every ested hmphoid organ (dmining or non dmdning hmph
nades amd spleen, Figure 2 A) with o dose effect For instance, in
was 21 8£6.9x¢10% in control mice compared © 115227 % 10°
(p-=0.007) in Rapa 1 mg-treated animals,

The ymphopenia observed in rapamycin-treaed mice was doe
o 2 decrease in CTH and CDE T cell populations, ies among
3T cells, the decreass in number was equally partitionsd
hetween OIH" and CIEA™ T cells (Figure 2B, keading to a
significant decrease in the overall T cell frequency (Figure 200).
Rapamycn had no effct on B cell whoss sheclie number
remained sable (Figure 28 and percent relative to T cells
increased (Figure 28) due i the reduoction in T cell frequency.
CIH O™ T cells matio was not different in Rapa 1 and 3 mgd
kg day compare to the mnra group (fgure 28).

In the CIM T cell compartment, we chserved an incresse of
preachaed CIM T (06T in poplital draining lymph nodes

— 'A' L B ek
i~ . anes
i " L T] % nas
£ am g L L
= a0 * L] H LELLE 1] a
- —_— e 2
-an e =
£ . e wr T =
JJ =5 . " r 1
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T T H T T
i A (=4 -db‘
o A i Gl
'Q'&a "'\.lh:ii°I
Fgure & Benefical effect of mpanmycin (3 mgikgiday] in oursti ve of EAM. Rapamycin {or water for oon inol animals) was given

arally for 10 days at 2 dose of 2 mg/hg. A& stength of mice evahated by Inveried soreen test (#me o &l in seconds). & Gastooamius musde
nfammatary nfiraes evauated by hisological grading after haematanyln-esin staining. C: Percent of Teg cells (D3 C04COZS Fac?3) In
draining hymph nodes from coninols and rapamycin- reated (3 mg/iog/day) mine.

dol 101371 /journal pone 0074450 giis
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in mpamycin treated mice, 14.1£1 5% = 74£2.6% in contmb
mikce (pl001) (Bgure JT0).

Despite C04* T cells decrease, rmapamydn spares Tregs
Becamse changes were more marked in animals fresded with
mapamycin 3 mg /g fday (Rapa 3 mg), we osed our effrs in
comparing this group to contol mice. An incressed percent of
Treg (defined as OTH D25 FauPT T cells) was olserved in the
CIMT cells compartment in R 3mg mice compare W
conrol (16.9222% ws. 93214%, po00D], Figue 3 A) in
draining hy nodes. In the activated CTH™ T cells compariment
(IS0 a higher proporfion of Treg was observed in
maparmycin treated mice (Figure 38). In the Treg the
percentage of achaed Treg (CDEIL"CIME“FTreg) was
increased in mpammycin reawd mice compare @ conrol
(501 £5.78% wa. 33.1£7%, p<iL0D], Figure 303
As mpamycin incressed the relative frequency of Tregs, we
tested the mppressive activity of this miwet of T cells. To st Treg
function, suppressor sssays were performed, showing that reguls-
wmay functions of Treg were not madified by rapamycin reamment
m':‘)u:d.mmhﬂ (37% v 39% d'rum'ulimat&]
suppressor effector ratio, Figure 3I8
In the activated regulamry T cels (O FoaxPTCDEILYMT
cells), we ohserved (Figure 3E) a decrease of Ei-67 cells (1921 6 vs
17 £1.4, p<iL05) in rapamydn reated mice compared to control
mice. We obssved the some effed in effector T cels
[CIM FoxP3 "ODEILYAT cellk, Fgure 3E). Furthermmore, inhi-
hifion of poliferation under rapamycin & more impor@nt in
efiector el compared to Tregs cells (p<0U05). Becase rapamy-
cin freaied mice have an increase percentage of Treg in drining
hmiph nodes, we wanted then to analyse Treg infilration within
mmsdes. Infiltrates were mainly composed by macrophages
(O b}, and OIMH T cells {data not shown). Some CIH™ T
cells were also observed (figure 4A), but Treg (CTH Fox PT™ cdls)
remained sparse (fGgure +A) Like fr tofal ODMH+ T cells in
draining lymph nodes, there was a demease in the ahsolute
mumber of Tregs within the muscle fllowing trestment with
in even if the pereentage seemed to remain stable For 5
difierent mice in both groups (rapamydn reaed and control), one
fve crymmection was sdeced from the most inflamed
mmsde and FoxP3 and CTH positive cells were counted. In control
mice, on 5 mtive sections, we counted 16 FoxP3 positive
cdls oui of 31 EDl-pniﬁltnd]:.Trq’mpu‘uﬂitihm % of
UM+ cdk. In in ireated mice, we counded significanthy
less (TH and FouP3 positive cells since 2 mice had no detectable
inflammatory infilirade and the 3 remaning had 7 FoxP 3 cells on
37 CIM+ cells), but the percentage remained roughly the same,
19% vs 20'% in treated v control mice [p=L 1 Figure +H).

Rapamycin modified the KLF2 pathway

An increase in the percent of Treg but also in the fequency of
Fﬁdi\ntdﬂﬂﬁ?dicbrT cells (figure 21 was ohserved in
draining lymph node of Rapa 3 mg mice wheress mmscular
inflra®es decreased. Therefnre, we hypothesized that a T cel
wrafficking modification under mpamycin treatment could repre-
sent ome of the mechanisms of action of the drug.

KlFﬂ'naumun".pﬁnlﬁ:m'u&ﬁchmtﬁﬂruhpn'mt
genes for mphocyte haming: the integring CCRT and CDEIL,
invalved in the entry of T cells in lymph nodes, and S1P 1, imvoived
in their exit [21]. mTOR & nown to negatively regulate KIF2™ .
We have then tesied § mpamycin is ahle o modulate these
proteins. Affer 25 days of treatment with mpamydn, an up-
regulstion of OCRT was observed at the suree of CDH4™
CDEITM nafve T cell (8374 126 mean fuorescent units [mdi] in

FLOS OME | wearwpllosone.ong

Benefical Aole of Fapmemydn in A

contral mice v, 1332+414 mfi in mpamycin teated mice in
draining lymph nodes, p=<0L001) but akso in CDEIL™ COH445
activated T cells (320221680 mf ve 1243533 mfi, pilis,
Figure 54 and B). This resnlt & in fine with the ohserved increase
level af KLF2 tramscripts (Figure 50) in CIM4™ CDAZLMS mive
Teell (L0520 va. 212014, fold change over HFR'T; pei 5]
and in CDEILS™ CIMA™® actvated T cell (2008 w
L2+ 18, fold change over HFRT; p-<il03). In naive

T cells, we ohserved an incresse of KLF2 (120,15 vs 2052019,
peoili) but ot in actvaied Tregs (Figure 50).

Curative treatment with mpamydn allows for a reduction
of inflammatory infiltrates, inoease in Treg frequency,
and a simultaneous increase in musde strength

The final step of our study was to test the effect a cumative
trextmient in mice with establshed EAM {Le. once EAM & induced
presemted inflammamnry infiltrates within mmscle (Figure 524).
Compared & contral mice, we chserved an increase of muscle
strength with r in (Gme to fallb 64245 seconds v
134270 seonds, pi0], Figure 6A) and & demesse of muscle
inflammatory  infiltrates (35206 w 22405 pe00],
Figure 6B). However, mascular infilia® was higher in the
curafive treated mice than the tive treated mice (22205
vi 924068, p000]) In the treated and control animals,
clinical and smres showed good omelation | Figure
578) bke dwring the preventive treatment As in the preventive
treatmient, we ohserved an increase in Treg frequency in draining
hmph nodes of rapamycin treated mice (11.9£1.92% of Tregs)
compared fo contral mice (9332 14% of Tregy p<001,
Figure 6] However, mmtive treatment had no significant
impact on the KIF2, COR7 cell surface expression compara ively
D preventive treatment (dam not shown). As for the preventive
treatment, we ohserved around 20% of Treg (FoxPH) among the
CIH cells within the mmcle inflammatory infilitrates in freaied
and untrested mice (data not shown).

Discussion

myosits (hoth dinical and pathaol ogical end points of the disese] in
our made of EAM. This was achieved with hath praventive and
curadive reatment. The amefioration of the disease phenotype was
amnciatd with & decrease in efiector T cells (T efl] which was not
compensaied by an increase of profiferation of activated cells and a
relative increase of Treg cels in dmining ymph nodes. In
addifion, there & a change in the KLF2 pathway in preventive
reximent.

A heneficial rale of rapamycin in mice models of sunimmrune
diseanes fke experimental autoimmame encephalomyelith (EAE)
[17], ao-immame arthrifis [22], or NOD mice (dahetic mode])
[23] have already e reported Mechanizm invohed in disease
improvement inclides a lymphopenia [21] a5 we observed in our
smdy. Unfike other publication [24], we obsrved only a
madulation of T cells, but not of B cell. Such disorepancy mayhe
explained by the fact that rmpamycin inhibits mainly proliferating
cell [6,21]. Rapam ycin alo induced an incresse in the frequency
of Treg cells in draining lymph nodes of EAM mice. (hthers have

such observation in human and mice for other diseases
ut not fr EAM and polymyosits [16—-18,23].

The resson why ant-prolierafive effect of mpamycin spare
Treg may be explained by the fact that mTOR pathway & nat
cmial fr Treg profiferation [24], differendy from effecior T cell.
It & confirmed by the greater decresss of K367 (prolieratve)
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cells amang Tedf cells compared to Tregs. (On the other hand, we
did not observe an increase percentge of Treg in mmscular
compartment This is in contrast with other modes, in parficular
in EAE [17] in which Treg were strongly inoressed in the central
nervous systemn and to a ks exend in dmining hmph nodes.
D¥ifferences in immunisation protocol, in the sie of inflarmmation
(muscles vi cemmal nenwas sysem), and in the weatment
regimens, may induce different patterns of T cells prolieration
and traffidking [25].

In our study, we also chserved an increase in the expression of T
cedl homing marker KIF2 in rapamcin weawd mice (n
meﬂ.miamfﬂ:u&ﬁnﬁ
positively regulate the expression of the inegrin CDG2L and the
dﬂm&mmpmﬂﬂﬂﬁmminm:mwdhnphnqm'
]y:n:‘)hrl.mh [26-39]. Notably KIF? ™~ mice have decreass
maitve T cell and aconmmlation of T cells within fismues especially
mmsdes hecase of an over expression of OOR-3 an OCR-5 [30].
Indesd, recent in nirs doat showed that the KIF2 & down
regulated by mTOR pathway and that apamycn increased its
expression [31]. For the first Gme, we show e mw an increase of
KLFZ, upu'mnmnntardzﬂ'andhw:ﬂlﬂu
administration of mpamycin,

Thas together our data suggest that rapamycin improved EAM
by inhihiting effector T cell respomses, inchuding sumreactive T
edls profiferation (Kif7" cells), bag alo maintaining effector T
cels in draining hmph nodes. Furthermore, by sparing Treg
prafiferation in dmining hmph node, rapamycin pamis D
increase Tregd Teffector cells rafio which is cmcial o improve
Treg-mediated immmnosuppression [24].

Curative treatment alo permitied to decrease the severity of the
mﬁﬁlbﬂhﬂrﬁmdﬂ:ﬁmﬂtpnﬂﬂtmmﬂﬂ_
This discrepancy & prolebly due to the fact that in crative
regimen muscular inflammation i already established wheneas by
definition in preventive setfings fTemments awvoid mmscular
infltrates andfor that the domtion of eatment & bnger in the
preventive proamcol.

RapuwnnhabﬁuimﬂymadHMu tin

Benefical Aole of Fapmemydn in A

effect of mparmycin on Tregs [32] has promoded the inifaton of
several chinical friak in which the dmg hes hesn tesied in
aminimrmne diseases ke diabhetes (Rapa mune in Type 1 Diahetes,
Mafional Institmte of Allergy and Infecfions DNseases, number
NOTHEZSAEAY. To dae, no cases were reported in which
mapamycin was wed o freat pohmmyositis, nevertheles, fwo cases
of refractory dermatomyosits meaded by in with good
resubs have heen pubfished [33, 3], mggesting that the dmg conld
have a heneficial effect in patient affected by swbimmune
myasis.

Condusion

These chservations suggest that mpamycin may represent an
effective new therapeutic approach in patients with pal ymryositis,
allpwing to reduce steroid administration. This approach may be
particulardy heneficial in this patient population, a5 a defidency in
Treg frequency has been reported in individuak affected by
polymynsiti [35]-

Suppaorting Information
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ARTICLE 2

Intravenous immunoglobulin decreases experimental autoimmune myositis by Th2 pathway

Prevel Nicolas, Allenbach Yves, Louiza Arouche-Delaperche, Damien Amelin, Benveniste Olivier

Le traitement par injection intraveineuse d’immunoglobulines humaines polyvalentes (IgIV)
permet de moduler la réponse immunitaire en contrélant la réaction auto-immune sans
exposer le patient aux complications dues a I’immunosuppression. Au cours de la PM, les
IglV (Cherin et al., 2002), en particulier dans les formes réfractaires de la maladie, ont fait la

preuve de leur efficacité néanmoins, les mécanismes d’action impliqués restent indéterminés.

Au cours de la PM, la présence d’auto-Ac est observée dans 60 a 80% des cas (Mammen,
Nature Rev. 2009). Certains de ces auto-anticorps (auto-Ac) sont dits « spécifiques des
myosites » (ASM). Les ASM de type Ac anti-synthétases sont les plus fréqguemment retrouves
(Targoff, 2002). S’il existe des arguments cliniques et expérimentaux indirects pouvant
suggérer ’imputabilité des ASM dans la physiopathologie de la maladie (Targoff, 2008) ;
(Stone et al., 2007); (Richards et al., 2009) ;(Casciola-Rosen et al., 2005); (Levine et al.,
2007), a ce jour aucune preuve formelle de leur pathogénicité n’a été faite, en particulier le

transfert des ASM a I’animal ne confére pas de maladie.

Si le réle pathogene ASM est discuté dans la physiopathologie de la PM, les IglV peuvent
théoriquement controler leur effet pathogéne par de plusieurs maniéres: en favorisant
élimination des auto-Ac (Bussel et al., 1993), par un effet anti-idiotypique (Kazatchkine and

Kaveri, 2001), ou en permettent 1’augmentation de récepteurs inhibiteurs.

Il existe peu de données publiées concernant I’effet des IglV sur les Tregs et certaines sont
contradictoires (Zhu et al., 2006) ; (Ephrem et al., 2008). Cependant, le traitement par IglV
permet une expansion significative des Tregs (Ephrem et al., 2008) et une diminution treés
significative de la sévérité de maladie. De plus, les propriétés immunomodulatrices des Tregs
peuvent étre augmentées par le traitement par IglV. (Ephrem et al., 2008), (Kessel et al.,
2007).
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Nous allons étudier dans notre modele murin, 1’effet des IgIV sur la MAE. En particulier,
nous étudierons I’impact de ce traitement sur les Tregs au cours de la myosite ce qui n’a, a ce

jour, jamais été réalisé.

Une premiére série experimentale était destinee a tester 1’effet prophylactique de I’injection
intra péritonéale a 1g/kg/j pendant 2 jours d’IgIV (J-2 et J-1). Avec ce traitement, nous
n’observons pas d’effet bénéfique statistiquement significatif, d’un point de vue clinique et

histologique. L’infiltrat reste aussi important.

A T’inverse, une deuxiéme série expérimentale a été effectuée, testant cette fois I’effet curatif
de I’injection intra péritonéale de 1g/kg/j pendant 2 jours d’IgIV a J14 et J15 (au décours des
immunisations), jusqu’a 1’euthanasie a J24. A J14, toutes les souris sont malades. On
remarque un effet bénéfique de ce traitement au niveau du score clinique et histologique. Ce
score est corroboré par une augmentation significative du pourcentage de Tregs dans les

ganglions drainant. De plus, nous observons un switch du profil Thl vers Th2 sous IglV
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Abstract

Treatment with intravenous human polyvalent immunoglobulins (IVIg) modulates the immune
response through still debated different mechanisms, but without exposing patients to complications
due to immunosuppression. In a mouse model of experimental autoimmune myositis (EAM)
mimicking polymyositis that we developed, our aim was to test the efficacy of IVIg in vivo, to
investigate their effects on different immune cell sub-populations and cytokine environment. Under
curative treatment (2 g/kg at day 15, once the myositis was induced), an increase of muscle strength
was observed with in parallel a decrease of muscle inflammation. Among T cells, the frequency of
Treg was increased in IVIg treated mice in draining lymph nodes, which were mostly activated
regulatory T cells (CD62L"°“CD44"") compared to effector cells. In IVIg treated mice, inhibition of
proliferation (Ki-67%) is more important in effector T cells compared to Tregs cells. Moreover, IVIg
also induced a TH1 to TH2 switch. IVIg showed an efficacy as curative treatment in our murine
model of experimental myositis by modifying the balance of regulatory T / T effector cells and

inducing a TH1/TH2 switch.
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Introduction

Idiopathic inflammatory myopathies are a heterogeneous group of different auto-immune
diseases. Polymyositis (PM) which are now frequently considered as an syndrome because
of extramuscular involvement (most frequently the chest) is the first cause of autoimmune
myositis before 50 years (Troyanov et al., 2005). The hallmark of PM is muscle weakness
leading sometimes to a severe handicap, but also other potentially life-threatening
complications, in particular those due to interstitial lung disease (Banker, 1975; Dalakas,
2007; Marie et al.,, 2002; Troyanov et al., 2005), justifying the combined used of
immunosuppressive and/or immunomodulatory therapies including [VIg. [VIg have
demonstrated some efficacy in PM, and their used is recommended in refractory cases

(Elovaara et al., 2008).

IVIg are a collection of IgG pooled from the plasma of over thousand healthy bloods donors.
IVIg exerts a number of immunoregulatory functions through its interaction with innate and
adaptive immune system (Durandy et al., 2009) and thereby imposing immune homeostasis
notably during rheumatic diseases, nevertheless its precise mechanisms of action are not yet
fully understood (Bayry et al., 2011). Furthermore, IVIg do not expose patients to

complications due to immunosuppression (Bussel et al., 1993).

Insights in mechanisms of action of IVIg may provide the development of alternative immune
targeted treatments in PM patients. However to our knowledge such mechanisms have not

been yet investigated in PM patients.

Based on pathological analysis, muscular damages in PM involved auto-immune Th-1
responses with cytotoxic CD8 T cells against muscle fibers over-expressing the CMH-1 at

their surface (Hoogendijk et al., 2004). Th-1 response may be controlled by regulatory T cells
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or inhibited by Th-2 cytokines (Sakaguchi et al., 2008). Recently, it has been demonstrated
that IVIg can induce a switch from Th-1 polarization to Th-2 (Anthony et al., 2011). Treatment
with IVIg allows also an expansion of Treg (Trinath et al., 2013) and an increase of their
immunomodulatory properties (Ephrem et al., 2008; Kessel et al., 2007; Tha-In et al., 2010).
Treg cells are central players in the control of autoimmunity (Sakaguchi, 2000) and are
playing an active role in the maintenance of peripheral tolerance (Sakaguchi et al., 2008) as
demonstrated in several animal models (Darrasse-Jeze et al., 2006; Frey et al., 2005; Hsu et

al., 2006; Scalapino et al., 2006; Terrada et al., 2006).

We previously develop an experimental autoimmune myositis (EAM) model of PM in mice
(Allenbach et al., 2009; Prevel et al., 2013) and demonstrated that Treg can improve the

disease (Allenbach et al., 2009) (Prevel et al., 2013).

The aim of this study was to test the efficacy of I1VIg in vivo in our EAM model and to
investigate the effects of this biotherapy focusing on immune adaptative system including

Treg and Th-1/Th-2 balance.
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Methods

Mice

Eight to ten-week-old female BALB/c mice were purchased from Janvier Laboratories. All
mice were kept under specific pathogen free conditions and manipulated according to

European council directive 86/609/EEC.

Evaluation of Muscle Strength

Muscle strength was evaluated using an inverted screen test as described previously
(Allenbach et al., 2009; Contet et al., 2001) one day before mice sacrifice. Briefly, a mouse
was placed at the center of a wire mesh screen, which was inverted horizontally and the time

to fall off the screen was recorded.

Preparation of Myosin

Myosin was partially purified according to the method previously reported (Allenbach et al.,
2009). Briefly, A total of 30 ml of chilled 0.3 M/L KCI-0.15 M/L sodium phosphate buffer (pH
6.5) was added to 10 g of minced muscle tissue and kept on ice for 45 minutes. This
homogenate was centrifuged at 15,000 rpm for 30 minutes at 4°C, and the supernatant
collected. The filtrate was then diluted with 15 volumes of chilled Milli-Q-filtered (Millipore,
France) purified water to precipitate the myosin. The precipitated myosin was collected by

centrifugation at 5000 rpm, dissolved in 0.5 M/L KClI, and stored at -80°.
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Mice Immunization Protocol

Mice were immunized 3 times, at 1-week intervals, with 100 pl of phosphate-buffered saline
(PBS) containing 1 mg myosin emulsified with an equal volume of complete Freund’s
adjuvant (CFA, Sigma) for the first immunization (day 0), followed by incomplete Freund’s
adjuvant (IFA, Sigma) for the second (day 7) and third ones (day 14). These emulsified
preparations were injected on bilateral sides of the hind footpads (first immunization), the tail
base (second immunization), and flanks (third immunization). Pertussis toxin (Sigma) was
injected intra-peritoneally (500 ng in 200 ul of saline) during the first immunization. Ten days

after the last immunization (day 24), muscle blocks were collected for histology.

Treatments of mice

In the preventive treatment, mice received IVIg 2 days straight (1g/kg), starting one day
before the first myosin immunization. In curative treatment, Mice received IVlg 2 days
straight (2x1g/kg), starting the day after the last myosin immunization (days 15-16, referred
to as IVIglx), with for some mice a second injection at days 20-21 (referred to as IVIg2x.

Control animals received the same volume of PBS.

Histological grading of inflammatory lesions and immunohistochemistry

For each animal, paraffin sections from three muscles (gastrocnemius, quadriceps, and
triceps) were examined histologically for the presence of mononuclear cell infiltrates and

necrosis of muscle fibers. For each sample, eight groups of serial sections were cut at a 200
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pm distance. From each group, one 5um-thick section was used for hematoxylin and eosin
staining. All fields of each section were analysed. The histological severity of inflammation in
each muscle block was graded as previously described (Kojima et al., 1997) by Matsumoto:
Grade 1 = involvement of a single muscle fiber or <5 muscle fibers; grade 2 = a lesion
involving 5 to 30 muscle fibers; grade 3 = a lesion involving a muscle fasciculus; and grade 4
= diffuse, extensive lesions. When multiple lesions with the same grade were found in a
single muscle block, 0.5 points were added to the grade. All slides were evaluated
independently by two investigators who were blinded to the immunization protocol that had

been used. For each muscle analysed, only the highest score was reported.

Flow Cytometric Analysis

The following antibodies were used for flow cytometry analysis: PE-labeled anti-CD4 (RM4-5,
BD Biosciences), anti-CD8 (clone 53-6.7, BD Biosciences), anti-CD62L (clone MEL-14, BD
Biosciences), anti- FoxP3 (FJK16-second, eBioscience), anti-Ki-67 (SolAl15, Ebiosciences),
FITC-labeled anti-CD4 (clone RM4-5, BD Biosciences), anti-CD44 (clone MEL-14, BD
Biosciences), APC-labeled anti-CD25 (clone PC61, BD Biosciences), anti-CD44 (clone IM7
eBiosciences) and appropriate isotype antibody controls. At least 100,000 events were

acquired on a FACS LSRII (Becton Dickinson) and analyzed using FlowJo software.

Cell sorting and Quantitative PCR

EAM mice were sacrificed 10 days after the last immunization. Draining lymph nodes
(inguinal and popliteal) were collected. After staining, CD4'CD25CD62°“CD44""
lymphocytes were isolated by a cell sorter (Aria-Il). Using Total RNA was extracted from

purified cell populations with Trlzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
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instructions, treated with DNase using a DNA-free kit (Ambion) and subjected to reverse
transcription with SuperScript 1l reverse transcriptase and random hexamers (both from
Invitrogen). cDNA was analyzed in duplicate by QPCR amplification using Power SYBR
Green PCR Master mix (Applied Biosystems). Data were analyzed by comparative

guantification with MxPro software (Genomics, Agilent Technologies).

Primer sequences

We looked at the expression of Tbet in different cell populations using the following primers:
forward 5-AACCAGTATCCTGTTCCCAGC-3’, reverse 5-TGTCGCCACTGGAAGGATAG-3’;
and Gata3: forward 5'-GCGGGCTCTATCACAAAATGA-3, reverse 5-

GCTCTCCTGGCTGCAGACAGC -3..

We normalized our results with the expression of hypoxanthine-guanine phosphoribosyl
transferase (HGPT) in the same cells, using the following primers: forward 5’-

CTTCCTCCTCAGACCGCTTT-3', reverse 5-ACCTGGTTCATCATCGCTAA-3'.

Statistical Analysis

Data are presented as mean (£SD) for continuous variables and percentage for qualitative
variables. Non-parametric Mann—-Whitney test was used to compare variables. A p value <
0.05 was considered significant. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism

version 4.0 and Instat version 3.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

82



Results

No beneficial effect on muscle strength and muscle inflammation with 1Vlg was observed after

a preventive treatment

The first step of our study was to investigate preventive effects of IVIg on EAM by injection 2

days straight (1g/kg/d), starting one day before the first myosin immunization.

Compared with controls, no increase in muscle strength was observed (time to fall: controls 137+59
seconds, IVIg 115+60 seconds, p=NS; Figure 1A). This was accompanied with a similar level of
muscle inflammation attested by histological score in EAM animals (controls, 3.2+0.41, 1VIg, 3+0.56,
p=NS Figure 1B). At day 9, a transient increased of the peripheral blood percentage of Tregs
(examined every three days) was observed in EAM mice compare to controls (controls, 11.3+0.41%,
IVIg, 15.6+£1.56%, p<0.05, day 9). No significant differences in muscle inflammatory infiltrates was

observed (controls, 11.5+3.5%, 1VIg, 11.4+4.1%, p=NS).

Curative treatment with IVIg allowed for an increase in muscle strength and a simultaneous

reduction of inflammatory infiltrates

The second step of our study was to test the effect of a curative treatment, in mice with already
established EAM. At the third immunization, all mice presented inflammatory infiltrates within muscle

(data not shown (Allenbach et al., 2009)). Compared to control mice, an increase of muscle strength
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was observed with IVIg (time to fall: 105£41 seconds vs. IVIglx 135+ 62 seconds, p<0.01, and
IVIg2x 128+ 53 seconds, p<0.01 Figure 2A) and a decrease of muscle inflammatory infiltrates (3.2+
0.41 vs. IVIglx 2.7+ 0.62, p<0.001, and IVIg2x 2.4+ 0.43, p<0.01 Figure 2B). We did not observe any

additional effect with the second series of IVIg injection on strength nor muscle infiltrates (Figure 2B).

IVIlg inhibited effector CD4" T cells compared to Tregs cell

In draining lymph nodes, the percentage of naive effector T cells (CD4'FoxP3
CD62L"""CD44"") was increased in IVIg treated mice compare to controls (46+ 12.1% vs. 1VIglx
66.8% 9.9%, p<0.05, and IVIg2x 73.34+ 14.3%, p<0.05, Figure 3C). Furthermore, the opposite result
was observed with activated effector cell (CD62L"" CD44"") (52.6+ 10.9% vs. IVIglx 32.1+ 9.3%,
p<0.001, and IVIg2x 25.66+ 4.3%, p<0.05, Figure 3D). A decrease of Ki-67 cells was observed
(22.9+£3.9% vs. IVIglx 20.1+ 2.5, and IVIg2x 15.85+ 3.9%, p<0.05, Figure 3E) in IVIg treated mice

compared to control mice only in those who received the double IVIg dose.

By the meantime, the Treg frequency in draining lymph nodes of IVIg treated mice (IVIglx
15.2+ 3.4% and IVIg2x 15.59+ 4.3% of Tregs) was increased compared to control mice (11.52+ 3.3%
of Tregs; p<0.01, Figure 4C). The percentage of activate Tregs cells
(CD4'FoxP3*'CD62L"" CD44"") increased in IVIg treated mice compared to controls (58.6+8.9% vs.
IVIglx 71+10.2%, p<0.01, IVIg2x 78.38+ 7.5%, p<0.05, Figure 4D). Also an increase of Ki-67
positive cells (35.05+7% vs 1VIglx 43.8£4.8%, p<0.05 and [VIg2x 45.86+ 5.8%, p<0.05, Figure 4E)
was observed in IVIg treated mice compared to control mice. Conversely, the percentage of naive
Tregs cells (CD4'FoxP3'CD62L""CD44°") was decreased in IVIg treated mice compared to

controls (40.3£9.55% vs. IVIglx 28+13%, p<0.001, IVIg2x 20.62+ 3.6%, p<0.05, Figure 3C).
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IVIg permitted a TH1/TH2 switch

Compared to control mice, IVIg treated mice have a decrease of the INF v levels (the

hallmark of Th-1 cytokine) in the serum (355+124 pg/mL vs IVIglx 260+89 pg/mL, p<0.001 and
IVIg2x 179+46 pg/mL, p<0.05, Figure 5A). In the same way, IVIg treated mice have a decreased
level of the transcription factor T-bet (the master regulator of Th-1 differentiation program) in draining
lymph nodes effector T cells (21+5.3% vs. IVIglx 11.6+3.4%, p<0.001, Figure 5B and IVIg2x 9.8+

2.1%, p<0.05).

Inversely in the serum, levels of the Th-2 cytokine IL-4 was increased in IVIg treated mice
compared to control mice (37+21 pg/mL vs IVIglx 87.5+14 pg/mL, p<0.001 and IVIg2x 89.8+41
pg/mL, p<0.05, Figure 5C). In line with these results an up-regulation of the major Th-2 transcription
factor GATA3 was observed in effector CD4"FoxP3 T cells in IVIg compared to control mice
(11+5.4% vs. IVIglx 21.6+3.4%, p<0.001, Figure 5B and IVIg2x 19.8+ 2.2%, p<0.05, Figure 5D).
Finally, we observed in IVIlg treated mice an increase of seric levels of the Th-2 cytokine IL-33

(4251339 pg/mL vs IVIglx 915+237 pg/mL, p<0.001 and 1VIg2x 878+418 pg/mL, p<0.05, Figure 5E)
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Discussion

In this study, we showed that 1VIg decreased the severity of myositis (on both clinical and
pathological end points) in our model of EAM with curative treatment but not in preventive treatment.
Among T cells, the frequency of Tregs and especially the activated Treg was increased in 1Vig

treated mice, whereas proportion of effector T cells was decreased.

In IVIg treated mice, inhibition of proliferation (Ki-67") is more important in effector T cells
compared to Tregs. Previous studies (Frey et al., 2005; Kessel et al., 2007; Scalapino et al., 2006)
have shown the beneficial effect of IVIg in preventive treatment in different mouse models including
improved activation of Tregs in a murine model of skin allograpft, reduces disease in an asthma
model with lungs infiltrate decrease. In an EAE model, near our model in terms of disease induction,
IVIg treatment induces increase of Tregs in the lymphoid organs, an increase in their suppressive
function in vitro, increased secretion of IL-10 and a decrease of inflammatory infiltrate in CNS
(Ephrem et al., 2008). Similar results are observed in a model of myasthenia gravis (Zhu et al.,

2006).

However, in these studies, treatment with 1VIg was made every day continuously, a regimen
not similar to the one used in humans. This may explain why the preventive treatment does not work
in your model unlike other animal models (Ephrem et al., 2008) (Zhu et al., 2006). In mice, the effect
of human IVIg is transient, probably due to a xeno-reaction of the murine immune system against
humans IVIg, and in models of daily preventative treatment, this xeno-reaction may be overpassed
by daily injection of important quantity of IVIg inducing an anergy. In your study, there has been a
rapid increase in Tregs, with a peak at D9 but their levels becomes similar to control 5 days later. For

these reasons, our study cannot be compared to others where 1VIg injections were made every day.

On the other hand, we did not observe an increase of Treg percentage in muscular
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compartment by immunofluorescent (data not show). This is in contrast with other models, in
particular in EAE (Achiron et al., 2000; Ephrem et al., 2008), in which Tregs were strongly increased
in the central nervous system and to a less extent in draining lymph nodes. Once again, this may be
due to the number of injections of 1VIg which differs greatly between the two protocols. Furthermore,
differences in immunisation protocols, in the site of inflammation (muscles vs. central nervous

system), may induce different patterns of T cells proliferation and trafficking.

Another possible action of 1VIg are Tregitopes, Tregitopes are linear sequences of amino acids
contained within the framework of IVIg, especially, Tregitopes 289 and 167, both in the heavy chain
of IgG (De Groot et al., 2008). When added in vitro to a culture of PBMC cells, these Tregitopes led
to an expansion of the number of Tregs and an up-regulation of FoxP3 expression in previously
FoxP3- negative T cells. Moreover, T cells responding to some Tregitopes exhibit a T regulatory

phenotype (CD4+CD25+FoxP3+) and secrete IL-10, TGF-/3 and MCP-1 (Elyaman et al., 2011).

The reason why anti-proliferative effect of IVIg spared Treg may be also explained by the cytokine
environment, which seems to be more favourable for Tregs compare to effector T cell, with a
significant increase of IL-4 which is important for the proliferation of Tregs (Maerten et al., 2005). It is

confirmed by the greater decrease of Ki-67" (proliferative) cells among Teff cells compared to Tregs.
In our study, we also observed an increase of IL-33. A recent study (Anthony et al., 2011)

showed an effect of IVIg through IL-33. Immunoglobulins would bind on myeloid cells through their
receptor CD32b. This would allow the secretion of IL-33. This cytokine promoted an anti-
inflammatory response of macrophages which then secreted IL-4 and a Th2 polarized response. This
mechanism is consistent with our results in this model of myositis. It would be interesting to know the
levels of IL-33 in patients before and after IVIG treatment and whether this level is correlated with the
beneficial effect of treatment. These observations will allow to consider IL-33 as a potential new

therapeutic approach in patients with polymyositis, permitting maybe to reduce steroid administration
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and administration of IVIg. This approach may be also particularly beneficial in this patient’s
population, since a deficit in Tregs has been reported in individuals affected by polymyositis (Banica

et al., 2009).

In conclusion, IVIg is beneficial in this model for curative treatment, and it seems now important to

correlate their effect in humans with 1L-33 levels
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Figure 1. Preventive administration of IglV does not alter severity of EAM.

A: strength (time to fall) in control or IVIg-treated mice. B: gastrocnemius, quadriceps, and
triceps muscle inflammatory infiltrate size evaluated by histological grading after
hematoxylin-eosin staining. C: Kinetics of the percentage of Tregs (in CD4 + cells ou T cells
selon que t as du CD3 en plus) in the le serum c’est sans les cellules donc blood ici of
control or IVIg-treated mice.
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Figure 2. Curative administration of IglV permits to decrease severity of EAM.

A: strength (time to fall) improvement in IglV-treated mice (once or twice) compared to
controls. B: gastrocnemius, quadriceps, and triceps muscle inflammatory infiltrate size
evaluated by histological grading after hematoxylin-eosin staining.
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Figure 3. Effect of IglV on effectors T cells

Representative dot plot of flow cytometry analysis of draining lymph nodes for percentage of
Teff (CD4'CD25FoxP3) in CD4" (A) and in CD4*CD44"™" (B) in control and IVIg treated
mice. C: Percent of CD62L"" cell in effector T cells in control and IVIg treated mice in
draining lymph nodes. D: Percent of CD62L"°" cell in effector T cells in control and IVIg
treated mice in draining lymph nodes. E: Percent of Ki-67positive cells (i.e. proliferative cells)
in effector T cells in control and IVIg treated mice in draining lymph nodes.
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Figure 4. Effect of IVIg on Treg cells

Representative dot plot of flow cytometry analysis of draining lymph nodes for percentage of
Tregs (CD4'CD25'FoxP3") in CD4" (A) and in CD4*CD44"9" (B) in control and IVIg treated
mice. C: Percentage of Tregs cells in control and 1VIg treated mice in draining lymph nodes.
D: Percentage of CD62L"%" cell in Tregs cells in control and IVIg treated mice in draining
lymph nodes. E: Percentage of CD62L"" cell in Tregs cells in control and IglV treated mice in
draining lymph nodes. F: Percent of Ki-67positive cells (i.e. proliferative cells) in Tregs cells
in controls and IglV treated mice in draining lymph nodes.
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Figure 5. IVIg allows a switch Th1/Th2.A: Levels of INFgamma in serum in controls and
IglV treated mice. B: Q-RT-PCR of Tbet in CD4 T cells in draining lymph nodes in controls
and IglV treated mice. C: Levels of IL-4 in serum in controls and IglV treated mice. D: Q-RT-
PCR of Gata3 in CD4 T cells in draining lymph nodes in controls and IglV treated mice. E:
Levels of IL-33 in serum in controls and IglV treated mice
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ARSENIC TRIOXYDE DANS LA MAE

Le Trisenox (ou Arsenic trioxyde) est une forme oxydée de 1’arsenic. Le trioxyde d'arsenic est
tres toxique, la dose mortelle étant de 0,1 g. A ’origine le trioxyde d'arsenic est un
médicament de chimiothérapie utilisé pour traiter un type de leucémie myéloide aigué appelée
leucemie aigué promyeélocytaire (Lazo et al., 2003). Il est utilisé comme premier traitement
pour les personnes souffrant de leucémie aigué promyélocytaire. Le Trisenox fonctionne en
accélérant la mort des cellules leucémiques. 1l a été démontré dans de nombreuses lignées
tumorales que le Trisenox permettait I’arrét en phase G1 des cellules tumorales (Chen et al.,

1996), I’induction de cycline entrainant la mort par apoptose.

Cependant, il a était montrait récemment que le Trisenox pouvait avoir un role bénéfique dans
les maladies auto-immunes. Dans un modele de polyarthrite rhumatoide, la souris MLR/Irp
(Bobe et al., 2006). Le traitement par Trisenox permet la disparition compléte de la
lymphoprolifération, des atteintes cutanées, pulmonaires et rénales. Les souris MLR/Irp ont de
plus une durée de vie similaire aux souris sauvages. De plus, chez les souris n’ayant pas
encore développe la maladie, le traitement par Trisenox empéche son apparition. Dans ce

modele, le Trisenox a un effet en préventif et en curatif.

Pour ces raisons, nous nous sommes intéressé au Trisenox dans notre modeéle. Ce son des

données préliminaire qu’il faudra approfondir.

Une premiére série expérimentale était destinée a tester I’effet prophylactique et curatif de
I’injection intra-péritonéale a 5 mg/kg/j pendant toute la durée du protocole d’immunisation.
Le traitement A commencera deux jours avant la premiére immunisation et le traitement B
trois jours apres. Ces deux traitements préventifs sont actuellement testé dans le modele EAE
(donné non publié). Seul le traitement A permet une amélioration dans leur modele. Enfin, un
traitement curatif, le C sera effectué en méme temps dans un autre groupe de souris, il
commencera & J14, aprés la derniére immunisation, a cette date, toutes les souris sont

malades.
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Figure 1. Description of preventive treatment (A) or (B) and curative treatment (B) by
Trisenox in the EAM model.

Avec ces différents traitements, nous observons un effet bénéfique statistiquement significatif
uniquement avec le traitement A, d’un point de vue clinique (Grille Test, 9558 sec. vs
155459 sec, p<0.05), comme au niveau du score histologique (3,6£0,5 vs 2.9+0,6, p<0.05).
Ces résultats sont similaires a ce qui est démontré dans le modéle EAE. Le traitement par
Trisenox semble efficace uniquement lorsqu’il est commencé avant la premiere
immunisation. Dés que la réponse immunitaire ce met en place, il n’est plus efficace dans

notre modéle.
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Figure 2. Preventive (A) administration of Trisenox permits to decrease severity of
EAM.: Strength (clinical socre) improvement in Trisenox-treated mice. Gastrocnemius and
quadriceps muscle inflammatory infiltrates evaluated by histological grading after
hematoxylin-eosin staining (Histological grade).
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Enfin, nous nous sommes intéresses a 1’effet lymphopénique du Trisenox. De fagon similaire
aux resultats précédent, une lymphopénie significativement différente est observeé uniquement
avec le traitement A dans les ganglions drainants (20.10°+2,5 vs 13.10%+3, p<0.05) et la rate
(480.10%+2,5 vs 310.10%+3, p<0.05). Malgré une baisse avec les traitements B et C, elle n’est

pas suffisante pour étre significative.
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Figure 3. Trisenox treatment induced a lymphopenia in preventive treatment. Absolute

lymphocyte number in draining lymph nodes and spleen.

Tout ces résultats son préliminaire et devront étre approfondi. Dans les futures expériences,
nous devrons analyser les causes de cette lymphopénie. Le role de 1’apoptose sur les cellules
de I'immunité sera analysé en étudiant spécifiquement le role de FAS et FASL comme cela

fut étudié dans la souris MLR (Bobe et al., 2006).
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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LE MODELE ANIMAL

Comme nous 1’avons décrit dans I’introduction, notre modele animal reproduit de fagon
proche la physiopathologie de la PM chez I’homme et pour la partic immunitaire, de la MI
aussi. On constate dans ’infiltrat inflammatoire, la présence majoritaire de macrophage et de
T CD8+ qui peuvent envahir les fibres musculaires. On observe aussi, en moindre nombre des

T CDA4+. Cet infiltrat est en lien avec la sur-expression du CMH-I sur les fibres musculaires.

Cependant, comparé a la PM chez I’homme, 1’expression du CMH-I sur les fibres musculaires
est moins forte dans notre modéle animal. Dans les autres modéles de myosite développés
chez la souris, notamment la CIM, I’expression du CMH-I sur les fibres musculaires n’est pas
plus diffuse (Sugihara et al., 2007). Il faut donc noté ici que malgré la rupture de la tolérance
due a ’immunisation par la myosine couplée au CFA, nous n’observons pas une expression

forte du CMH-I dans le muscle comme chez I’homme.

Il a été démontré dans ce modele, le rbéle prépondérant joué par les Tregs (Allenbach et al.,
2009). Quand ils sont détruits avant la premiére immunisation, la maladie est plus forte.
Inversement, I’injection de Tregs polyclonaux avant chaque immunisation réduit la maladie.

Cela illustre leur role dans le contrdle de 1’auto-immunité au cours de la MAE.

De nombreuses publications ont montré chez 1’animal, I’effet bénéfique des Tregs en

préventif ou en curatif par le transfert des Tregs dans des modeles auto-immuns.

11 est donc logique de vouloir essayer cette stratégie chez ’homme, cependant, le passage de
I’animal a I’homme pose de trop gros problémes pour que cette stratégie soit efficace. En
effet, notre tentative d’isolement des Tregs en conditions GMP de 5 patients atteints de MI a

été un échec.

Comme nous I’avons vu dans I’introduction, le nombre de Tregs doit étre important pour
contrer les Tconv auto-réactifs. Il est donc nécessaire de transférer un nombre important de
Tregs pour observer un effet positif. Chez ’homme, les Tregs ne représentent qu’environ 4%
des T CD4+ circulants dans le sang (Takahata et al., 2004), pour envisager une thérapie
cellulaire, il est nécessaire d’expandre leur nombre in vitro d’un facteur 1000, ce qui n’est pas

réalisable aujourd’hui.
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Il est important de souligner ici que cette stratégie de transfert de Tregs polyclonaux a des
résultats variables selon les modéles animaux. lls sont parfois inefficaces comme dans le cas
de modéle spontané de diabete chez la souris NOD (Tang et al., 2004), ou a I’inverse
efficaces dans un modele de GVH (Trenado et al., 2003). Dans ce modeéle, les résultats sont
plus importants que dans notre modele MAE, car ici cette thérapie cellulaire ne parvient pas a

éradiquer la maladie MAE, elle permet simplement d’en diminuer I’intensité.

Cette différence d’efficacité variable peut s’expliquer par la spécificité des Tregs. Dans notre
modele, le nombre de Tregs activés par les auto-antigenes est limité, le nombre de Tregs
activés, dans les cellules transférées, capables de réguler I’auto-immunité est faible,
contrairement au modele de GVH ou le nombre d’antigénes mise en jeu est beaucoup plus
important (Suchin et al., 2001). Par conséquent, le nombre de Tregs polyclonaux activés est
plus important. Chez ’homme, pour une thérapie cellulaire efficace, la spécificité antigénique

des Tregs cultivés est déterminante pour 1’effet thérapeutique.

L’autre solution serait d’utiliser des Tregs spécifiques. Seulement 10° Tregs spécifiques
d’ilots est nécessaire pour prévenir le diabete dans les modeles murins, la quantité est 10 fois
supérieure en utilisant des Tregs polyclonaux (Jaeckel et al., 2005) (Tang et al., 2004). En
fonction des modéles, I’effet bénéfique des Tregs varie mais reste assez faible, de : 2.10° dans
les études de Green (Green et al., 2002) & 5.10° dans celle de la prévention du diabéte (Tarbell
et al., 2004). Pour obtenir des Tregs spécifiques, il faut les faire croitre de maniere
préférentielle in vitro. Cela suppose de connaitre les antigenes impliqués dans la réponse auto-
immune. Dans les modéles transgéniques, leurs identifications sont faciles, mais cela devient

plus problématique dans des modeles spontanés.

Chez I’homme, sans I’identification des antigénes engagés dans la réponse auto-immune dans

les myosites, il est difficile de mettre en place une sélection de Tregs spécifiques.

Pour toutes ces raisons, il est difficile de mettre en place une thérapie cellulaire ciblée sur les
Tregs. Les travaux de these ont consisté a utiliser différents agents pharmacologiques pour
essayer d’augmenter le nombre de Tregs in vivo dans le modéle MAE afin d’arriver

rapidement a une application clinique chez I’homme.
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Une premiere approche a été d’utiliser I’IL-2 pour augmenter les Tregs. Les T ont besoin
d’IL-2 pour survivre et pour leur prolifération (Smith, 1988). Des modéles ont montré que les
Tconv produisaient I’IL-2 qui aurait un effet paracrine trophique sur les Tregs. En effet, les
Tregs sont incapables de produire de I’IL-2 (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach,
1998) et ils utilisent 1’IL-2 des Tconv. Des études récentes ont démontré que 1’ajout de faible
dose d’IL-2 (25 000 Unités) permettait la prolifération des Tregs préférentiellement aux
Tconv du a la suppression du récepteur CD25 sur les Tregs par rapport aux Tconv (Grinberg-
Bleyer et al., 2010a). Les auteurs ont démontré que ces doses faibles permettaient la
régulation du diabéte dans des souris NOD. Ces résultats ont depuis était reproduits chez
I’homme (Saadoun et al., 2011) chez des patients ayant une vascularite. Cependant, dans
notre modele, avec un protocole similaire a la souris NOD, nous n’avons observé aucun effet
bénéfique sur la maladie et les Tregs. Ceci pourrait signifier que 1’IL-2 a faible dose n’est pas
une solution pour tous les modéles animaux et/ou les maladies auto-immunes. Nous avons

donc du tester d’autres approches.

L’EFFET DE LA RAPAMYCINE

A Torigine, la rapamycine fut découverte dans un champignon (Streptomyces hygroscopicus)
(Dennis et al., 1999) et utilisée pour ces propriétés antibiotiques. Cependant, il est apparu que
ces propriétés antibiotiques étaient faibles mais qu’elle avait un fort pouvoir

immunosuppresseur.

La rapamycine inhibe la prolifération lymphocytaire en bloguant la voie mTOR (« mammilian
target of rapamycine »). Cette voie est impliquée la signalisation de NF- x B. Elle bloque
donc la prolifération cellulaire. Elle permet I’arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et S
(phase d’activation a synthése de I’ADN) apres ’activation de la voie Akt-mTOR (Delgoffe et
al.).

Nous avons observé dans notre modéle MAE que la rapamycine a un pouvoir lymphopénique.
L’une des caractéristiques du systéme immunitaire est son besoin en énergie important, qui
serait comparable a celui des cellules cancéreuses (Fox et al., 2005). Ces modifications

métaboliques pour la recherche d’énergie est aussi sous la dépendance de la voie mTOR
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(Frauwirth et al., 2002; Frauwirth and Thompson, 2004). En bloguant mTOR, méme apres
activation des Tconv par le TCR, les cellules ne pourront pas proliférer par le blocage du
métabolisme cellulaire (Jones and Thompson, 2007).

Un autre role important de la rapamycine est le blocage de la voie KLF2 qui est normalement
inhibée par mTOR. Dans ces travaux, nous avons constaté une sur-expression de CCR7 et du
facteur de transcription KLF2 qui régule CCR7 chez les souris ayant recue la rapamycine. Ces
molécules sont impliquées dans la migration lymphocytaire des organes lymphoides vers le
tissu cible.

KLF2 régule I’expression membranaire de CCR7 et CD62L notamment (Fabre et al., 2008)
par Foxol (« Forkhead box protein O1 ») (Kerdiles et al., 2009). Sans rapamycine, Foxol
reste a I’extérieur du noyau et ne peut pas activer KLF2. Sous rapamycine, comme démontré
dans notre modéle MAE, le blocage de la voie mTOR permet la transcription de KLF2 et

I’augmentation de CCR7 a la surface des T.

Nous avons donc émit I’hypothése que les Tconv sous rapamycine pouvaient étre séquestrés
dans les ganglions drainants et ne pas migrer aux sites enflammés. En effet, chez des souris
ayant des T KLF27, I’expression de CD62L et CCR7 est fortement diminuée conduisant a
une baisse de lymphocytes T naifs circulants ainsi qu’une expression abusive de chimiokines
comme CCR3 et CCR5 permettant leur migration dans des tissus non lymphoides en absence

d’inflammation.

En plus du réle de KLF2 sur CCR7 et CD62L, KLF2 régule aussi I’expression de S1P1
(« Sphingosine 1-phosphate »). Cette molécule a un rble prépondérant dans la migration
lymphocytaire (Carlson et al., 2006). Une étude a démontré que le contact entre S1P et S1P1
est indispensable pour permettre aux lymphocytes de sortir des organes lymphoides mais
aussi du thymus (Matloubian et al., 2004);(Chi and Flavell, 2005). Cette liaison entre aussi
dans I’activation de la voie Pi3K-Akt-mTOR (Ishii et al., 2004).

Il a donc été émis I’hypothése que le blocage de la voie Pi3K-Akt-mTOR par la rapamycine
permettrait aussi de maintenir les Tconv activés dans les ganglions drainants. Dans notre
modeéle murin, nous avons testé cette hypothese. Des Tconv activés provenant de ganglions

drainants de souris MAE traitées a la rapamycine ou avec le placebo ont été transféré a des
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souris contréles. Les résultats n’ont pas montré de différence significative dans 1’apparition
d’une myosite. Il existe plusieurs hypothéses pouvant expliquer ce résultat négatif. La plus
probable est que méme si ’activation de KLF2 est clairement démontrée, son augmentation
n’est peut-étre pas encore suffisante pour empécher la séquestration des Tconv dans les

ganglions via S1P1.

Pour les Tregs, le role de mTOR est tout autre. L’expression de FoxP3 est sous la dépendance
de Foxol qui est régulé par la voie Pi3K-Akt-mTOR. La rapamycine, par I’inactivation de
mTOR, permettrait 1’activation de FoxP3 (Harada et al., 2010) et augmenterait les fonctions
suppressives des Tregs comme cela fut démontré dans I’EAE (Esposito et al., 2010). Dans
notre mod¢le, les Tregs n’ont pas leurs fonctions suppressives augmentées. Ceci peut
s’expliquer par le fait que nous avons utilisé les Tregs issus des ganglions drainants et non du
muscle. Dans I’EAE, les Tregs testés sont issus du compartiment malade, le systeme nerveux
central. Il est impossible dans notre modéle, a cause de I’infiltrat péri-fasciculaire causé par le

CFA, de trier spécifiquement les cellules de 1’infiltrat musculaire.

Des études chez ’homme ont aussi démontré 1’effet bénéfique de la rapamycine. Une étude
portant sur des patients ayant subit une transplantation rénale, avec un traitement a la
rapamycine montrent un taux de Tregs qui augmentent de facon significative apres 1 an,
passant de 5 a 20% (Hendrikx et al., 2009).

Ainsi, dans notre modele, I’effet lymphopénique de la rapamycine sur les Tconv, ajouté a
I’effet trophique sur les Tregs facilitent la balance Tregs/Tconv auto-réactif, et permettent

d’expliquer I’effet bénéfique du traitement dans la MAE.

La rapamycine pourrait étre une alternative aux traitements actuelles des myopathies
inflammatoires en permettant une diminution du ratio Tconv autoréactifs/Tregs comme le

montre nos résultats dans notre modéle murin.
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RAPAMYCINE ET MYOSITE A INCLUSIONS

La MAE présente tous les phénomenes immunitaires de la MI. Cependant, elle ne reproduit
pas les agrégats protéiques retrouvés chez I’homme : il n’y a pas d’inclusion. Il serait

intéressant de créer un modele animal qui reproduit tous les aspects de la MI.

Des études précédentes ont essayé de reproduire un modéle de MI. Comme cela fut le cas
pour la maladie d’Alzheimer, ces travaux ont sur-exprimeé de fagcon transgénique la protéine

B -amyloide chez la souris. Ces études ont permis ’expression de la protéine S -amyloide
dans le muscle grace a un précurseur spécifique. Méme si cette expression de /3 -amyloide est

visible en immunohistochimie, il n’est pas rapporté d’infiltrat inflammatoire dans ce modele

(Fukuchi et al., 1998).

Un autre modéle est celui publié par 1’équipe de Frank Laferla (Kitazawa et al., 2006). Dans
cette étude, les auteurs croisent des souris PS1 (pour preseniline 1 mutée) avec des souris
exprimant I’A 3 -42 dans le muscle grace a un promoteur musculaire MCK. Cette souris
double transgénique exprime a des niveaux tres fort I’A 8 -42 dans le muscle di au
changement de D’activité de la ¥ -sécrétase régulé dans des conditions normales par PS-1.
Comparé au précédent modele, on peut observer un infiltrat inflammatoire composé de CD8+
mais dans des proportions beaucoup plus faible que dans la MAE. De plus, on n’observe pas

ici de sur-expression du CMH-I sur les fibres musculaires, ni de fibres tunnellisées par les

infiltrats inflammatoires comme observé chez les patients MI.

Nous avons démontré que notre modele murin est tres proche de la partie auto-immune
constatée chez les patients avec une MI. Il serait intéressant de combiner ces modeéles
transgéniques avec notre modele. Cependant, ils sont tous réalisés avec des souris C57Black/6
alors que la MAE est faite avec la souche Balb/C. Nous avons essayé a plusieurs reprises de
transférer notre modele dans les souris C57Black/6 sans grand succes. L hypothése avancée
est la différence de fond génétique entre les deux souris. Pour arriver a un bon modele de Ml,

il faudrait créer la souris double transgénique A 3 -MCK-PS1 dans un fond Balb/C.

Cependant, méme sans un modéle animal reprenant toutes les caractéristiques de la Ml, on

peut considerer que la rapamycine est intéressante pour les patients.
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En plus de ces fonctions immunosuppressives, la rapamycine, via 1’inhibition de mTOR,
permet de controler I’autophagie. Ce phénomene peut étre d’intérét dans les maladies neuro-
dégénératives mais aussi la myosite a inclusions. En effet, mMTOR a de multiple role dans la
cellule (Sarbassov et al., 2005) (Guertin et al., 2006). mTOR est en lien avec la formation de
I’autophagosome indispensable a 1’autophagie. Ce phénomeéne est indispensable pour la
dégradation des protéines dans la cellule (Menzies et al., 2006). Ce phénomeéne est tres
important notamment pour la dégradation des agrégats protéiques, notamment I’ A B 4, qui
est responsable de la cytotoxicité dans la MI et la maladie d’ Alzheimer (Rubinsztein, 2007).
Des études ont démontré que durant la MI, I’autophagie n’est pas optimum (Nogalska et al.,
2010b) mais qu’elle peut étre réactivée en bloquant la voie mTOR via la rapamycine (Diaz-

Troya et al., 2008).

Dans un modele murin ou la protéine A f3 4, est exprimé dans le muscle grace a un promoteur
spécifique du cerveau, reproduisant les phénomenes de la maladie d’ Alzheimer (Mucke et al.,
2000), I’ajout de rapamycine de fagon chronique permet 1’inhibition de mTOR, entraine une
diminution de la maladie via une baisse du taux A /3 4, et une meilleure mémoire des souris.
De plus, les auteurs observent dans ce modeéle une croissance de [’autophagie sous

rapamycine (Spilman et al., 2010)

Il est possible d’envisager que la rapamycine aura un double effet bénéfique pour les patients
MI, en permettant une diminution de I’infiltrat inflammatoire et aussi une augmentation de

1‘autophagie.

Une des perspectives majeures de notre travail est d’avoir pu obtenir un financement par la
DGOS (direction générale de I’offre de soins) et 'INSERM (appel d’offres médecine
translationnelle) pour réaliser 1’essai de la rapamycine contre placébo chez 44 patients atteints

de MI. Cet essai va débuter a I’automne prochain.
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L’EFFET DES IMMUNOGLOBULINES INTRAVEINEUX

Dans I’article 2, nous avons montré¢ 1’effet bénéfique des IglV dans notre modéle MAE en
traitement curatif. Le traitement par IglV induit une modulation de la réponse immunitaire

mais sans exposer le patient aux complications dues a I’immunosuppression.

Les travaux déja publiés dans d’autres modeles montrent des effets semblables des IgIV dans
I’auto-immunité. Dans un modele de greffe et d’asthme, un traitement préventif d’IglV
permet une diminution de la maladie (Frey et al., 2005; Kessel et al., 2007; Scalapino et al.,
2006) grace a une meilleure activation des Tregs et une augmentation de leur pourcentage. De
méme, dans le modele EAE, un traitement préventif des IgIV permet de diminuer I’infiltrat
dans le systeme nerveux central et d’augmenter le pourcentage de Tregs dans les ganglions
drainants (Ephrem et al., 2008). Une autre étude, dans un modéle de myasthénie montre le
méme effet (Zhu et al., 2006).

Dans I’article 2, nous n’observons pas d’effet bénéfique des Tregs en préventif contrairement
a Particle rapamycine. Il faut noter ici que nous avons utilisé une simple double dose d’IglV
(2x1g/kg) comme cela est réalisé en clinique chez I’homme. Tous les articles précédents
utilisent des doses quotidiennes durant tout le développement de la maladie, ces conditions

sont peu physiologiques et inapplicable chez I’homme.

A I’inverse, dans le traitement curatif, I’effet bénéfique est notable. On observe en effet, une
augmentation des Tregs sous IgIV. Un mécanisme qui pourrait expliquer I’expansion des
Tregs a partir d’un traitement aux IglV sont les Tregitopes. Il y a certains €épitopes conservés
dans la région Fc des 1gG qui seraient présentés a la surface des CPA, sur les molécules du
CMH-II, et permettraient 1’induction de Tregs naturel (Elyaman et al., 2011). Ces peptides
nommeés Tregitopes seraient conservés chez ’homme et la souris. Initialement, deux
Tregitopes (289 et 167) ont été décrit (De Groot et al., 2008), ils sont capables d’activer
spécifiquement les Tregs et peuvent augmenter 1’expression de FoxP3 dans des cellules qui ne
I’exprimaient pas au début in vitro. Apres ’ajout de Tregitopes & une culture de cellules

humaines, les Tregs nouveaux sécrétent de I’'TL-10 et du TGF 3 (De Groot et al., 2008).
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Il serait intéressant d’étudier plus précisément le role des Tregitopes dans le modeéle MAE.
Des expériences en cours ¢tudient maintenant 1’effet des Tregitopes contenu dans un AAV

dans notre modele murin comparé aux IglV habituelles.

Dans D’article 2, le dernier point abordé est I’augmentation de 1’IL-33. Un article récent
montre une possible voie d’action des IgIV (Anthony et al., 2011). Dans cet article, les
auteurs demontrent que les IglV sont capables de se fixer sur les cellules myéloides et les DC.
Cette fixation entrainerait la sécrétion d’IL-33 qui créerait une réponse anti-inflammatoire
avec notamment la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10, en polarisant la réponse vers Th2. L’IL-33
permettrait I’augmentation du récepteur CD32b sur les macrophages par rapport au CD32a
entrainant une réponse anti-inflammatoire. Ce récepteur CD32b varie uniquement avec le
récepteur CD32a par sa partie intra-cytoplasmique, il a une partie inhibiteur (ITIM ;
« immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ») contre une partie activateur (ITAM ;
« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») pour CD32a. Malheureusement, il n’est
pas encore possible de regarder chez la souris 1’expression de CD32b a cause de son
mimétisme avec CD32a. Cependant, il serait intéressant de regarder la sécrétion d’IL-33 apres

I’injection d’IglV et voir sa corrélation ou non avec 1’effet du traitement.

CONCLUSION

Nos travaux vont donc se poursuivre par un essai clinique sur 1’effet de la rapamcyine dans
les MI. Durant cette étude, un immuno-phénotypage précis sera réalisé pour caractériser la
réponse immune et notamment les modifications du compartiment Tregs sous rapamycine
comparé au placebo. Ensuite, nous étudierons le réle des Tregitopes dans notre MAE et

analyserons le niveau d’IL-33 chez les patients sous IglV.
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RESUME
Les myopathies inflammatoires sont des maladies acquises caracterisées par un déficit moteur

impliquant une atteinte musculaire auto-immune. Elles sont responsables d’un handicap
invalidant et peuvent s’accompagner de complications engageant le pronostic vital. Les
traitements, quand ils existent, reposent sur 1’utilisation de corticoides a fortes doses et au
long cours. Cependant, 60% des patients rechutent et 20 a 30 % sont d’emblée
corticorésistants. D’autres traitements immunosuppresseurs sont alors nécessaires
(méthothrexate, azathioprime, cyclosporine). Les effets secondaires de ces traitements sont
inévitables et parfois sévéres, c’est pourquoi 1’¢laboration de nouvelles approches
thérapeutiques est essentielle. Afin de tester ces nouvelles approches, le laboratoire a
développé un modéle murin de Myosite Auto-immune Expérimentale dont les caractéristiques

cliniques et histologiques sont similaires a celles de la polymyosite.

Dans ce modéle nous avons étudié I’importance d’une population aux capacités
immunosuppressives, appelée les lymphocytes T régulateurs, ayant un réle primordial dans la
tolérance périphérique. Afin de contrbler les manifestations auto-immunes, ne pouvant
reproduire les mécanismes d’action des Tregs, nous avons cherché a les amplifier in vivo,
pharmacologiquement.

Dans un premier temps, nous avons constater la baisse de la sévérité de la maladie,
notamment une baisse de D’infiltrat inflammatoire avec la rapamycine ainsi qu’une forte
diminution du ratio Tconv/Tregs en faveur des Tregs.

Dans un second temps, nous avons montré le réle bénéfique des immunoglobulines en
intraveineux dans ce méme modeéle en traitement curatif.

Enfin, nous nous sommes intéressés a 1’effet de ’arsenic trioxyde (Trisenox) dans ce modele
animal.

Ainsi, ces résultats ont permis d’améliorer nos connaissances sur le role des IglV dans les
myopathies inflammatoires et d’envisager un essai clinique chez les patients avec la

rapamycine.

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

rapamycine, immunoglobulines intraveineux.

139



