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INTRODUCTION

. Le systeme immunitaire

A. Le systéme inné et adaptatif

Le systeme immunitaire est composé de I'ensemble des cellules permettant de répondre a
des signaux de danger au sein de I'organisme. Ces signaux peuvent résulter de la présence
de pathogénes, virus ou alors de cellules cancéreuses. Il existe deux types de réponses
immunitaires ; la réponse innée et la réponse adaptative. Ces deux types de réponses vont
se coordonner afin d’éliminer le danger le plus efficacement possible.

La réponse immunitaire innée est permise grace a I'action des cellules du systeme inné. Les
macrophages et neutrophiles vont phagocyter les pathogenes et produire des cytokines
inflammatoires permettant de réguler la défense immunitaire (Aderem et al 1999). Les
pathogénes vont étre dégradés par un mécanisme de phagocytose et les produits de
digestion vont étre exposés a la surface des cellules présentatrices d’antigénes, permettant
I'activation du systéme immunitaire adaptatif. Le challenge des cellules immunitaires innées
est de faire la distinction entre les antigenes dangereux pour I'organisme et les bactéries de
la flore intestinale. Cette distinction est possible grace a la présence d’'un motif de
reconnaissance de pathogéne PAMP (pathogen-associated molecular pattern) qui va
interagir avec le récepteur PRR (pattern-recognition receptor) présent sur les cellules
phagocytaires (Aderem et al 2000). La reconnaissance du PAMP avec les PRR permet deux
types de réponses; celle induisant la phagocytose du pathogene et celle induisant la
production de cytokines telles que le TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et I'Interleukine-1pB (IL-
1B) (Medzhitov et al 1997) par les cellules phagocytaires. Ces cytokines inflammatoires ont
différents roles ; le premier est d’augmenter la perméabilité des vaisseaux sanguins aux
leucocytes présents dans la circulation. Le deuxieme role est d’induire un recrutement des
cellules de I'immunité innée telles que les neutrophiles et d’augmenter leur activité de
phagocytose.

Suite a cette réaction innée, une réponse adaptative spécifique va étre mise en place. Elle
fait intervenir les cellules T (CD4+ et CD8+) et B. Cette réponse adaptative est possible grace
a l'interaction entre les cellules T CD4+ et les cellules présentatrices d’antigénes telles que
les cellules dendritiques. Les cellules T CD4+ vont alors produire des cytokines permettant
I'augmentation de I'activité des cellules du systeme immunitaire inné, tels que les
macrophages. De plus, les cellules T CD4+ participent aussi a I'activation des cellules B et a
leur différenciation en cellules productrices des immunoglobulines. Les immunoglobulines
permettent ainsi une activation du systeme du complément et la lyse des pathogenes. Elles
permettent une meilleure reconnaissance du pathogene par les cellules phagocytaires. Les
cellules du systéme immunitaire adaptatif sont responsables de la mémoire immunitaire qui



va induire une réponse plus rapide et spécifique en cas de rencontre de novo avec un
pathogene.

Les systéemes immunitaires (inné et adaptatif) interagissent afin de permettre une
élimination durable des pathogénes et autres signaux de danger. Les études sur le systéme
adaptatif ont mis en avant le réle central des cellules T CD4+ dans la mise en place de cette
réponse.

B. Développement et activation des lymphocytes T CD4

La réponse adaptative est permise grace aux cellules T CD4+ qui ont un réle de chef
d’orchestre de la réponse immunitaire. Les cellules T CD4+ ont une réponse spécifique vis-a-
vis d’un antigéne permettant la mise en place d’une réponse ciblée et rapide. Dans cette
partie, nous allons donc développer la génération et le mode d’action des cellules T CD4+.

La réponse des cellules T CD4+ est permise grace a la présence, a la surface du lymphocyte T,
d’un récepteur reconnaissant un seul antigene. Ce récepteur est généré grace a des
réarrangements génétiques aléatoires des genes du T — Cell Receptor (TCR) (Muljo et al
2000). Ces réarrangements alléliques permettent, en théorie, la génération d’une infinité de
TCR et la reconnaissance d’autant d’antigénes.

1. Lymphopoiese T CD4

Les cellules T CD4+ proviennent de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques
(HSCs) au sein de la moelle osseuse. Les cellules souches hématopoiétiques se différencient
en progéniteurs multipotents (MPP) qui donnent naissance aux progéniteurs lymphoides
(CLP) a I'origine des cellules pro-T. Ces dernieres migrent alors dans le thymus afin de finir
leur maturation pour donner des cellules T CD4+ fonctionnelles. Au contraire des cellules T
CD4+ matures, les cellules pro-T n’expriment pas de TCR a leur surface. Ce n’est qu’au cours
de leur développement que les cellules CD4+ se mettent a exprimer le récepteur. La
formation du TCR est dépendante de réarrangements génétiques (Cobb et al 2006). Ainsi, la
formation du TCR est permise grace a I'action d’une recombinase portée par les protéines
Ragl et Rag2. L'absence d’une ou l'autre de ces protéines conduit a une absence de
lymphocyte T mature et a une immunodéficience des individus (Schatz et al 1992). Les
protéines Ragl et Rag2 agissent au niveau des séquences VDJ (Variable Diversity and Join)
qui représentent différents loci des génes VDJ et permettent grace a leur réorganisation
I’expression de différents TCR. De part et d’autres des différents loci, des séquences RSS
(recombination sequences signals) sont des séquences reconnues par les protéines Rag et
permettent la réorganisation des séquences. Des études ont mis en évidence que ce
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réarrangement est permis grace a une accessibilité différente des séquences. Selon les
étapes de développement, les séquences sont hyperméthylées empéchant une accessibilité
des séquences RSS par les protéines Rag et donc la réorganisation des séquences (Hrisavgi et
al 2013).

eme

La migration des cellules pro-T dans le thymus s’effectue dés le 117" jour de gestation chez

la souris et la 8°™/9°™ semaine de développement embryonnaire chez 'lhomme. Lorsque
les cellules migrent dans le thymus, elles n’expriment aucuns des margueurs connus pour les
cellules matures a savoir, le CD3, le CD4 et le CD8. Ces cellules sont alors caractérisées
comme double négative (DN). Pendant la phase précoce de développement, les cellules se
mettent a exprimer les marqueurs ckit, CD44 et CD25 permettant la prolifération et le
maintien des cellules dans le thymus. Cette phase de prolifération est suivie d’'une
diminution de I'expression du marqueur cKit inhibant I'expression du CD44. Les cellules vont
ainsi débuter le ré-arrangement de leur TCR en exprimant la chaine B du récepteur.
L’absence du gene ragl induit un blocage de la différentiation thymique au stade DN (Ezine
et al 1994). La chaine B réarrangée va s’associer au récepteur CD3 pour former le pré-TCR.
L’expression de ce pré-TCR va conduire a I'expression des molécules CD4 et CD8 par les
cellules permettant de définir les populations doubles positives (DP). Les cellules doubles
positives vont proliférer et réarranger la chaine a du TCR. Le réarrangement de la chaine a
est suivi d’une perte de I'expression des marqueurs précoces de développement a savoir le

CD44 et le CD25. Ces cellules vont ensuite exprimer sélectivement le marqueur CD4 ou CDS8.

Au cours de leur formation, les cellules CD4 vont subir deux sélections qui vont induire
I’élimination de pres de 95% des cellules et permettre la formation de cellules matures.
Cette sélection se fait seulement en présence d’antigenes du soi.

a) La sélection positive

Lorsque les cellules T CD4+ ont réarrangé leur TCRaB potentiellement fonctionnel, une
sélection thymique se met en place. Ainsi, la premiére sélection thymique consiste en une
sélection dite « positive ». Elle fait intervenir une interaction entre les cellules épithéliales
corticales du thymus et les thymocytes néoformés. Cette sélection consiste a maintenir les
cellules CD4+ et CD8+ dont le TCR a une bonne affinité pour le CMH présent sur les cellules
épithéliales. Les cellules dont le TCR ne reconnaissant pas de CMH couplé a I'antigéne vont
étre éliminées par apoptose. Cette sélection permet I'élimination de 95% des cellules et une
restriction du CMH a l'individu induisant ainsi une meilleure protection de I'individu.
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b) La sélection négative

La deuxieme sélection thymique ou sélection négative va tendre a éliminer les cellules ayant
une reconnaissance des molécules du soi ou ayant une réaction trop importante du TCR vis-
a-vis du CMH. Lors de cette sélection, les cellules présentatrices d’antigenes telles que les
cellules dendritiques et les macrophages, provenant de la moelle osseuse vont interagir avec
les cellules T CD4+. Les cellules dendritiques présentes a la jonction cortico-médullaire
captent les antigénes et les présentent via le CMH aux cellules doubles positives. De plus, les
cellules dendritiques peuvent exprimer la protéine AIRE (Auto-Immune-Regulator-Element)
permettant I'expression d’antigénes tissus-specific (TSA) par ces derniéeres. L'expression des
différents TSA induit la reconnaissance d’une multitude de néo-antigene et ainsi diminuer la
probabilité de développer des maladies auto-immunes (Anderson et al 2016).

Ces différentes sélections thymiques permettent la différenciation des cellules doubles
positives en cellules CD4+ et CD8+ du fait de la reconnaissance spécifique des CMH de type |
(par les cellules CD8+) ou de type Il (par les cellules T CD4+).
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Figure 1:La Lymphopoiese T CD4+ dans le thymus

Les cellules T CD4+ sont issues de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques
dans la moelle osseuse. Ces cellules vont se différencier en précurseurs lymphoides
communs qui donneront ensuite les cellules pro-T qui vont migrer dans le thymus afin de
finir leur maturation. Cette maturation va passer par différents stades de développement et
par la sélection de cellules CD4+ matures capables de mettre en place des réponses
immunitaires (d’aprés Weerkamp et al 2006).
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Une fois formées, les cellules CD4 et CD8 vont sortir du thymus, migrer dans I'’ensemble de
I'organisme et arriver au niveau des ganglions lymphoides ou elles vont étre activées en
présence de leur antigene cible.

2. Activation des [ymphocytes T CD4+

L’activation des cellules T et leur différenciation en cellules effectrices sont dépendantes de
2 signaux. Ces signaux sont transmis lors de l'interaction des cellules présentatrices
d’antigenes avec les cellules T CD4+.

Les cellules présentatrices d’antigenes sont des cellules capables de capter, de dégrader des
antigenes et de présenter leurs peptides immunogenes aux lymphocytes T CD4+. Ces cellules
regroupent des cellules du systéeme immunitaire inné telles que les neutrophiles et les
macrophages, mais aussi des cellules du systéme adaptatif telles que les cellules
dendritiques (Banchereau et Steinman 1998 ; Sato et al 2006). Ces cellules vont transmettre
les 2 signaux nécessaires a I’activation des lymphocytes T CD4+.

Le premier signal d’activation se fait suite a I'interaction entre le TCR et le complexe majeur
d’histocompatibilité couplé a I'antigene, porté par la cellule présentatrice d’antigenes.
Cependant, la liaison de ces deux complexes n’est pas suffisante pour induire un signal
intracellulaire. La transduction du signal est permise lorsque ces deux acteurs interagissent
avec un complexe CD3 composé de 6 protéines transmembranaires. De plus, les protéines
CD4 vont fixer le complexe et permettre ainsi la mise en place du signal 1 d’activation. Ce
signal se traduit par une phosphorylation des protéines du complexe CD3 et la transduction
du signal jusqu’au noyau.

Le deuxieme signal d’activation sert a amplifier la réponse émise suite au signal 1. En
absence de signal 2, les cellules sont conduites vers une voie apoptotique. Cependant, en cas
de réponse retardée du signal 2, les cellules sont orientées vers une voie tolérogénique. Le
8me signal d’activation est permis grace a des protéines de co-stimulation présentes sur la
cellule présentatrice d’antigene. Ces co-stimulateurs de la famille B7 (CD80/CD86)
interagissent avec leur récepteur CD28 présent sur la membrane des lymphocytes T CD4+.
Ces deux signaux induisent une prolifération des cellules, I'expression du récepteur de haute
affinité a I'lL-2 et la production d’IL-2 par les cellules T. L’interleukine 2 permet la survie des
cellules et leur orientation vers un profil effecteur. En absence d’IL-2, les cellules ne peuvent
pas s’activer et devenir des cellules effectrices ou mémoires. L'orientation des cellules vers
les différentes voies effectrices est dépendante de I'antigéne et de I’environnement de la
cellule. Ainsi, les autres cytokines inflammatoires et tolérogéniques (TNFa, IL-6,...) présentes
dans I’environnement cellulaire vont orienter les cellules vers les différentes voies effectrices
décrites (Alegre et al 2001).

La fin de la phase inflammatoire se traduit par une diminution de I’activité et du nombre des
cellules immunitaires. Le retour a I’'homéostasie est dépendant de molécules inhibitrices
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appartenant a la famille B7, notamment la molécule CTLA4. La protéine CTLA4 va étre
exprimée par les cellules T et va se lier aux protéines CD80/CD86. Cette interaction induit un
signal inhibiteur au sein des cellules T effectrices et les conduits vers une voie apoptotique
(Alegre et al 2001). Les seules cellules maintenues a la fin de la réponse immunitaire sont les
cellules mémoires. Leur mécanisme de maintien est encore en cours d’étude mais des
travaux ont montré que ces cellules sont retrouvées au sein de la moelle osseuse dans des
niches protectrices (Tokoyoda et al 2009).

L’activation des cellules T grace a leur interaction avec les cellules présentatrices d’antigenes
est le mécanisme d’activation majeur décrit a ce jour. Cependant, les travaux de Mercier et
al (2009) ont montré que l'activation des cellules T CD4+ humaines s’accompagne d’une
surexpression des molécules Toll-like receptor 1 et 2 (TLR1/2). Ces cellules activées
mémoires acquierent ainsi la capacité de répondre aux antigénes extracellulaires.
L’activation des cellules T CD4+ via le TLR induit I'expression du facteur de transcription NFkb
et la production de cytokines pro-inflammatoires. Il existe différents TLR permettant ainsi de
répondre a différents antigenes circulants.

Quelques soit le type d’activation, il aboutit a la naissance de cellules effectrices mais aussi
mémoires. Une fois le pathogéne éliminé, les cellules mémoires vont étre maintenues et
permettent le maintien d’'une protection durable et a long terme. Les cellules mémoires sont
nécessaires a la réponse immunitaire.
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Figure 2: Activation et inhibition du lymphocyte T CD4

L’activation des cellules CD4+ nécessite I'intégration de 2 signaux d’activation passant par la liaison
du CMHII avec le TCR et par les signaux co-activateurs transmis par I'interaction entre CD28 et
CD80/86. A la fin de la réponse inflammatoire, le récepteur inhibiteur CTLA4 interagit avec le
complexe CD80/86, induit un signal inhibiteur et permet I'arrét de I'activation des cellules T CD4+
(d’aprés Vasaturo et al 2013)

3. Les cellules T CD4+ mémoires humaines et murines

Les cellules mémoires sont garantes de I'immunité a long terme. Ces cellules vont étre
maintenues pendant des années au sein des tissus et des organes lymphoides secondaires
afin de permettre une réponse plus rapide et spécifique en cas de rencontre de novo avec un
antigene connu.

Chez 'Homme, il est possible de définir 3 phases immunologiques au cours de la vie de
I'individu; la génération de la mémoire, 'homéostasie et I'immuno-sénescence. A la
naissance de l'individu, les cellules mémoires ne sont pas encore formées et seules des
cellules CD4+ naives ont été décrites. Jusqu’a la fin de I'adolescence, la probabilité de
rencontrer des antigenes augmente et s’associe a la génération de cellules mémoires. Cette
phase d’expansion est ensuite suivie par une phase d’homéostasie ol un équilibre se crée
entre le nombre de cellules mémoires et naives produites. Au cours de cette phase
immunologique, le nombre de cellules mémoires atteint un plateau. Dés I’age de 15 ans, il y
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a une involution du thymus d’abord rapide puis plus lentement a partir de 30 ans. Cette
involution s’accompagne d’une diminution de la production de cellules naives et une perte
de I'équilibre entre cellules naives et mémoires entrainant une augmentation de la
proportion des cellules mémoires. De plus, cette phase de sénescence est associée a une
augmentation du risque de rencontrer des antigenes et donc de produire des cellules
mémoires accentuant aussi le déséquilibre. Ainsi, a partir de I'age de 70 ans environ, le
nombre de cellules mémoires atteint son maximum.

Au contraire des cellules naives qui circulent dans l'intégralité de l'individu, les cellules
mémoires sont retrouvées principalement au sein des tissus (Ganusov et al 2007). |l est ainsi
possible de distinguer 2 types de cellules mémoires; les cellules circulantes et les cellules
résidentes. Alors que les cellules mémoires représentent les cellules majoritaires dans les
tissus, que ce soit les muqueuses, l'intestin ou la moelle osseuse, les cellules mémoires
circulantes représentent environ 2% des cellules T du corps.

En fonction de la localisation des cellules mémoires, il est possible de définir différentes
populations. Ainsi, certaines cellules ont été décrites comme circulantes car capables de
passer depuis les tissus jusque dans la circulation sanguine. D’un autre c6té, certaines
cellules sont retenues au sein des tissus afin de permettre une protection durable, rapide et
in situ. Toutes les cellules mémoires partagent certaines caractéristiques. En effet, bien qu’il
existe une dichotomie entre les cellules mémoires circulantes et résidentes, les cellules
mémoires partagent toutes des caractéristiques communes.

a) Caractéristiques des cellules CD4+ mémoires

Au contraire des cellules effectrices éliminées aprés la fin de la réponse inflammatoire, les
cellules CD4+ mémoires sont maintenues dans I'organisme.

Les cellules CD4+ mémoires ont été décrites comme ayant une augmentation du niveau
d’expression des intégrines Bl (CD29, CD49e et CD49d), B-2 ainsi que des molécules CD2,
CD44, CD58. L'expression de ces molécules d’adhésions permet |'entrée des cellules
mémoires au niveau des sites inflammatoires.

La différence entre les cellules naives et les cellules mémoires se fait a deux niveaux. Tout
d’abord, I'activation des cellules mémoires se fait plus rapidement que celle des cellules
naives. Ces cellules mémoires sont moins dépendantes que les cellules naives de la présence
des signaux de co-stimulation (Curtsinger et al 1998). En effet, des niveaux de
concentrations inférieures d’antigénes permettent I'activation des cellules mémoires. De
plus, I'activation des cellules mémaoires est suivie par I'acquisition par ces cellules d’un profil
effecteur de facon plus précoce que les cellules naives.
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Au contraire des cellules naives qui ne peuvent circuler qu’entre les différents organes
lymphoides, les cellules mémoires ont une capacité d’extravasation vers les tissus non
lymphoides tels que la peau, le poumon ou encore l'intestin (Revue Berard et al 2002).

Enfin, bien que les cellules mémoires aient de nombreuses caractéristiques communes, il est
possible de définir différentes populations mémoires au sein des cellules circulantes et
résidentes.

b) Les cellules CD4+ mémoires circulantes

Au cours des 20 derniéres années, il a été décrit deux types de cellules CD4+ mémoires ; les
cellules effectrices mémoires et les cellules centrales mémoires. Ces cellules se distinguent
par la présence ou |'absence du récepteur de chimiokines CCR7 et de la L-selectin CD62L
(Sallusto et al 1999).

Ainsi, les cellules CCR7+ CD62L+ sont décrites comme des cellules centrales mémoires (CM)
alors que les cellules CCR7- CD62L- sont des cellules effectrices mémoires (EM). Les cellules
centrales mémoires, du fait de I'expression de ces molécules de surface, peuvent migrer au
sein des organes lymphoides. En effet, le marqueur CD62L se lie aux molécules d’adressage

eres

présentes sur les vaisseaux sanguins et initie les 17 étapes d’adhésion des cellules T CD4+
aux vaisseaux. Le récepteur CCR7 va quant a lui controler la réponse aux chimiokines et
I'entrée des cellules dans les vaisseaux sanguins (Revue Berard et al 2002). Les cellules
centrales mémoires ont une plus grande capacité de prolifération que les cellules naives,
elles peuvent redonner des cellules effectrices en présence de facteurs de différenciation.
Au contraire, les cellules effectrices mémoires ne peuvent pas migrer dans les tissus
lymphoides mais répondent plus rapidement aux signaux d’activation afin de donner des
cellules effectrices que ce soit les cellules effectrices ou centrales mémoires. Ces cellules
permettent une réponse rapide et spécifique face aux pathogénes (Pepper et al 2011 ;
Muller et al 2013). Ces cellules mémoires peuvent ainsi migrer dans I’ensemble de
I'organisme afin de répondre rapidement en cas de rencontre avec un antigéne et jouent un
réle dans I'immunosurveillance.

L'interaction des cellules mémoires avec les molécules d’adhésion permet I'entrée des
cellules au sein des différents tissus de I'organisme. De plus, des gradients de chimiokines
(molécule d’attraction) permettent une bonne orientation des cellules vers les organes
cibles. Il est ainsi possible de distinguer différents types de cellules CD4+ mémoires en
fonction de leur site inflammatoire.

Au cours des 10 derniéres années, une nouvelle classe de cellules mémoires circulantes a été
décrite. Les cellules TSCM « stem cell memory » ont été tout d’abord décrites parmi les
cellules CD8+. Les cellules T SCM ont un phénotype mixte entre celui des cellules naives et
des cellules mémoires. En effet, ces cellules expriment a la fois le CD45RA, permettant de
décrire les cellules naives, mais aussi le CD95 et CXCR3 (marqueurs des cellules
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activées/mémoires). L’analyse transcriptomique de ces cellules a mis en avant, qu’elles ont
la signature des cellules activées. De plus, I'étude in vivo de ces cellules a montré qu’elles
sont capables de se différencier rapidement en cellules effectrices (Gattinoni et al 2011). Les
cellules T SCM, tout comme les cellules T CM, peuvent migrer dans les organes lymphoides
et non lymphoides. Elles redonnent des cellules centrales et effectrices mémoires in vivo et
in vitro. Les TSCM sont caractérisées de de cellules « long lived cells » car étant les cellules
les plus stables in vivo, elles sont retrouvées de nombreuses années apres la premiere
rencontre avec I'antigene. Les études sur les cellules CD4+ TSCM ont mis en évidence que
ces cellules peuvent servir de mémoire a long terme. En effet, dans les cas de HIV, les
cellules CD4+ TSCM infectées pourraient participer a la persistance de la maladie (Buzon et
al 2014).

Les études sur les cellules mémoires ont mis en avant que ces cellules sont centrales dans la
réponse immunitaire. Les études sur les cellules CD4+ et CD8+ ont montré que la moelle
osseuse représente un organe cible dans le maintien des cellules mémoires. Ainsi, 80% des
cellules T de la moelle osseuse sont des cellules mémoires (Lugli et al 2013). La moelle
osseuse est ainsi devenue centrale dans I'étude de la mémoire systémique a long terme.

Comme nous |'avons déja évoqué, les cellules mémoires sont maintenues principalement au
sein des tissus. Dernierement, une nouvelle classe de cellule mémoires a été décrit; les
cellules résidentes mémoires.
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Figure 3: Différenciation des cellules mémoires

L’activation des cellules naives est suivie de leur différenciation en cellules effectrices et mémoires.
L'IL-7 et I'IL-15 vont permettre la différenciation et le maintien des cellules mémoires a long terme
(TSCM). L’activation des cellules TSCM induit leur différenciation en cellules centrales mémoires puis
effectrices mémoires afin d’éliminer I'antigéne responsable de la mise en place de la réponse
immunitaire (D’aprés Gattinoni et al Blood 2013)

c) Les cellules CD4+ mémoires résidentes

Les sites d’entrées des pathogenes tels que la peau, les muqueuses ou encore les poumons
contiennent une majorité de cellules mémoires résidentes (TRM). Comme leur nom
I'indique, ces cellules ne migrent pas dans la circulation mais restent dans le tissu afin d’y
assurer une protection in situ. Les cellules TRM, tout comme les cellules circulantes
mémoires peuvent redonner des cellules effectrices capables de lutter contre les
pathogénes. Au sein des tissus, les CD4+ TRM représentent la population la plus abondante
des cellules mémoires. Leur activité de senseur de pathogenes permet une protection
efficace. Ces cellules sont maintenues dans des microenvironnements particuliers
communément appelés niches qui vont les protéger pendant des années.

Malgré leur abondance dans les tissus, il est difficile d’isoler ces cellules dans les tissus. En
effet, en absence de challenge, ces cellules sont dans un état quiescent et sont donc
insensibles aux traitements visant a les éliminer, tels que les traitements anti-
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inflammatoires. Dans le cas des maladies inflammatoires chroniques, le maintien de ces
cellules participe a I'exacerbation de la maladie et a sa durée. Ainsi, I'étude de ces cellules et
leur caractérisation phénotypique permettent une meilleure compréhension de I'immunité.

Comme pour les cellules circulantes, la plupart des études sur les cellules résidentes se sont
faites sur les cellules T CD8+. Les premiéres analyses sur les cellules de la peau ou des
poumons ont montré que ces cellules résidentes sont caractérisées par la présence du
marqueur CD69. Ce marqueur a longtemps été défini comme un marqueur d’activation
précoce des cellules qui va étre exprimé a la membrane suite a l'interaction du MHCII et du
TCR (Ziegler et al 1994). Cette protéine va permettre |'expression de I'IL-2Ra et la
prolifération des cellules T CD4+ activées. Cependant, depuis quelques années, la fonction
cette protéine a été élargie et semble étre impliquée dans la régulation de la mobilisation
des cellules mémoires. Ainsi, les premieres études sur cette protéine ont montré que
I’expression constitutive de ce marqueur induit une accumulation des thymocytes dans le
thymus (Feng et al 2002). Bien que le ligand de cette protéine transmembranaire reste
encore indéterminé, cette protéine semble agir en interaction avec la sphingosine-1-
phosphate. Le blocage de l'interaction entre la sphingosine-1-phosphate et son récepteur,
gue ce soit dans des modéles murins ou par des procédés pharmacologiques, conduit a
I'absence de migration des cellules T a partir du thymus ou des organes lymphoides
(Matloubian et al 2004). De plus, les phénotypes des souris déficientes en CD69 et S1P étant
identiques ont permis d’appréhender l'interaction entre les 2 protéines. Ainsi, les études sur
la régulation de la mobilisation des cellules T ont mis en en avant que la protéine CD69 va
avoir un effet antagoniste sur le récepteur S1Prl et bloquer la sortie des cellules T vers la
circulation sanguine (Shiow et al 2006 ; Schenkel et al 2014). De plus, les études sur les
cellules mémoires ont montré que le marqueur CD69 est exprimé par les cellules des
différents tissus et permet notamment de définir les cellules mémoires CD4 et CD8 résidents
a long terme dans la moelle osseuse (Shinoda et al 2012 ; Alp et al 2015 ; Skon et al 2013).

Au sein des tissus, tels que le colon ou la peau, I'expression de I'intégrine aEB7 (CD103) va
permettre de définir les cellules résidentes mémoires. Cette intégrine induit I'interaction
entre les cellules résidentes mémoires avec I'épithélium des tissus. Au niveau intestinal,
cette intégrine interagit avec I'E-cadhérine présente sur les cellules épithéliales intestinales
(Casey et al 2012). Il est connu depuis de nombreuses années que I'expression du CD103 par
les cellules activées est dépendante du TGFB (Robinson et al 2001). Des études récentes ont
montré que le TGFB était important pour le maintien des cellules TRM dans l'intestin en
induisant I'expression de CD103 par les cellules T (Zhang et al 2013).

Ainsi, les cellules résidentes mémoires sont donc définies par I'expression coordonnée de
ces 2 marqueurs ; le CD69 et le CD103 (Mackay et al 2013 ; Mackay et al 2015 ; Masopust et
al 2013). Ces cellules mémoires bien que partageant certaines caractéristiques avec les
cellules mémoires circulantes possédent un profil transcriptomique unique (Mackay et al
2013). Les populations résidentes mémoires vont aussi permettre une réponse in situ des
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cellules. Leur étude permet une meilleure compréhension de la protection immunitaire mise
en place suite a I'immunisation d’un individu.

Bien que certains marqueurs semblent nécessaires dans le maintien des cellules mémoires
dans les tissus, les mécanismes précis de leur rétention ne sont pas encore totalement
élucidés. Ainsi, la présence de facteurs impliqués dans la surexpression de CD69 et le CD103
peuvent favoriser la rétention de ces cellules dans les tissus cibles. De plus, les propriétés
intrinséques des tissus vont participer a ce phénomeéne de rétention. En fonction des tissus
cibles, les cellules mémoires vont exprimer différents récepteurs aux chimiokines (CCR1 et
CCR10 pour la peau ; CCR6 pour les poumons, CXCR4 pour la moelle osseuse) permettant un
maintien a plus ou moins long terme dans les tissus. Le mécanisme par lequel les cellules T
CD4+ vont devenir des cellules mémoires résidentes dans les tissus reste a ce jour encore
indéterminé. Les différentes études mettent en avant un réle central de ces cellules dans la
protection de I'organisme vis-a-vis des pathogenes.

d) Les lymphocytes T CD4+ mémoires dans la moelle
osseuse

La moelle osseuse est un organe central dans la mise en place de la réponse immunitaire.
Tout d’abord, du fait de son role en tant que siege de ’lhématopoiése, la moelle osseuse va
étre associée au systeme immunitaire. Parmi les cellules hématopoiétiques différenciées, les
cellules T et B sont les seules cellules décrites comme ayant le potentiel de revenir dans la
moelle osseuse et d’y étre maintenues une fois activées.

Les observations cliniques dans les cas de transfert de moelle osseuse ont montré que les
patients transférés possédaient la protection immunitaire des patients donneurs. Ainsi, les
1°" travaux ont montré que lors des transferts de moelle osseuse le greffon est composée de
cellules immunitaires B et T permettant la protection des receveurs (Rosendahl et al 1985
and Gottlieb et al 1990). Ces premieres observations ont conduit a I'étude des cellules
mémoires présentes dans la moelle osseuse. Les premiers travaux sur les cellules T se sont
faits sur les cellules CD8+ cytotoxiques. Lors de I'infection des souris avec le virus LCMV, il
est observé une production de cellules CD8+ cytotoxiques qui éliminent le virus en environ 2
semaines. Les études de Slifka et al (1998) ont montré que les CTL spécifiques du virus
étaient retrouvées dans la moelle osseuse des souris infectées plus de 300 jours apres la fin
de linfection. Ensuite, les études de Price (1999) sur les cellules CD4+ mémoires, ont
confirmé la localisation préférentielle de ces cellules dans la moelle osseuse. Ces cellules
sont retrouvées apres I'exposition des souris a un antigene mais aussi chez des souris
contrbles. En effet, ces cellules mémoires sont produites grace a la rencontre entre les
cellules naives et un antigéne circulant, pouvant notamment provenir d’une source
alimentaire. Les cellules sont générées en périphérie et migrent ensuite dans la moelle
osseuse.
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Dans des conditions normales, les cellules T CD3+ représentent entre 2 et 3% des cellules de
la moelle osseuse. Tout d’abord, I'étude du profil membranaire des cellules a montré que
ces cellules expriment le facteur CD44. De plus, les travaux de Walunas et al (1995) ont
montré que le marqueur Ly6C permettait de définir les populations T CD8+
activées/mémoires. Cependant, les cellules CD8+ ne sont pas les seules a étre définies par
I’expression de ce marqueur. En effet, en 2009, les travaux de Tokoyoda ont montré que les
cellules CD4+ mémoires, présentes a long terme chez la souris, sont associées a I'expression
du marqueur Ly6C. Le marqueur Ly6C est un phospho-inositol qui participe a l'interaction
entre les différentes cellules immunitaires. Contrairement au marqueur CD44 qui ne permet
pas de différencier les cellules mémoires entre elles, le Ly6C permet quant a lui de décrire
une population mémoire maintenue pendant des mois dans la moelle osseuse. En effet, les
cellules effectrices sont associées a une diminution de I'expression du marqueur Ly6C chez
les cellules CD4+. Ainsi, les cellules CD4+ Ly6C'° sont présentes dans les organes lymphoides
secondaires tels que la rate ou les ganglions alors que les cellules mémoires sont plutét dans
les tissus et la moelle osseuse (Marshall et al 2011). De plus en plus d’études ont décrit le
marqueur ly6C comme celui des cellules mémoires bien que son rble n’ait pas encore été
déterminé. Cependant, des études montrent que ce marqueur est associé a une
augmentation du marqueur LFA1 au niveau membranaire permettant une plus grande
interaction cellulaire avec son ligand ICAM-1 (Jaakkola et al 2003). De plus, les études de
Hanninen et al (2011) ont montré que le marqueur LFA-1 est principalement exprimé par les
cellules TCM et participerait a leur migration dans les organes lymphoides. Il est possible
qu’il participe au maintien des cellules dans la moelle osseuse.

Le marqueur Ly6C n’est pas le seul marqueur des cellules mémoires dans la moelle osseuse.
Ainsi, le marqueur CD69 jusque-la décrit comme marqueur des cellules résidentes mémoires
dans les tissus participerait aussi a définir les cellules mémoires dans la moelle osseuse. En
effet, les études de Shinoda et al (2012) ont montré que les cellules CD69+ Ly6C+ sont
maintenues dans la moelle osseuse, des années apreés la fin de la réaction immunitaire. Ces
cellules sont retrouvées a proximité des cellules stromales mésenchymateuses. Le marqueur
CD69 va participer a l'adhésion des cellules T CD4+ avec les cellules stromales
mésenchymateuses. Les travaux de Tokoyoda et Shinoda ont défini que les cellules T CD4+
étaient retrouvées a proximité des cellules mésenchymateuses productrices de I'lL-7 et
exprimant VCAM1. L’intégrine VCAM1 a un ré6le essentiel dans le maintien des cellules
mémoires. En effet, I'ablation conditionnelle de lintégrine VCAM 1 dans les cellules
endothéliales est associée a une diminution du nombre de cellules T CD4+ dans la moelle
osseuse (Koni et al 2001).

Les cellules mémoires dans la moelle osseuse composent la majorité des cellules T CD4+
dans la moelle osseuse. Elles forment une population hétérogéne composée de cellules
centrales et effectrices mémoires (Geerman et al 2016). Bien que ces cellules soient
retrouvées dans la moelle osseuse, les mécanismes de maintien des cellules mémoires
restent encore a déterminer.
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Les études montrent que les cellules mésenchymateuses participent au maintien des cellules
T CD4+. Ces cellules mésenchymateuses vont agir en produisant des cytokines de survie mais
aussi des intégrines permettant le maintien des cellules. En effet, I'lL-7 produit par les
cellules mésenchymateuses est nécessaire pour la survie des cellules CD4+ mémoires (Li et al
2003). L'expression du récepteur de I'lL-7, ainsi que la présence de cette cytokine permet la
transition des cellules effectrices vers un profil mémoire. De plus, cette cytokine est
impliquée dans le maintien des cellules en inhibant I'apoptose des cellules (McDonald et al
2015). L'IL-7 participe aussi au métabolisme des cellules mémoires en stimulant I'entrée du
glycérol dans les cellules et permet ainsi un apport énergétique pour les cellules mémoires
(Cui et al 2015). La chimiokine CXCL12 a une place centrale dans la régulation des cellules
hématopoiétiques. Des études ont mis en avant que les cellules T expriment le récepteur a
cette chimiokine. De plus, l'inhibition de I'expression de cette chimiokine par les cellules
mésenchymateuses et les ostéoblastes induit une diminution de la proportion des cellules T
CD4+ dans la moelle osseuse (Ding et al 2012). Dans des conditions pathologiques, les
cellules mémoires sont elles aussi retrouvées au niveau de la moelle osseuse. Les
mécanismes impliquant le maintien des cellules CD4+ mémoires pathogéniques (capables
d’induire la maladie lorsqu’elles sont transférées dans une souris controle), semblent
partager des caractéristiques communes avec des cellules CD4+ mémoires non
pathogéniques. Ainsi, les travaux de Nemoto et al 2012, ont montré que I'lL-7 produit par les
cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse va notamment participer a la
survie de ces cellules dans la moelle osseuse.

De nombreuses pistes ont été explorées afin de définir la ou les niches des cellules mémoires
dans la moelle osseuse. Les travaux actuels ne permettent pas de déterminer si ces cellules
peuvent étre caractérisées comme des cellules résidentes et surtout par quel mécanisme ces
cellules sont maintenues dans la moelle osseuse (Revue Di rosa et al 2016).

4. Les cellules T CD4+ effectrices

Les cellules CD4+ sont les chefs d’orchestre de la réponse immunitaire adaptative. Ces
cellules vont pouvoir activer les cellules T CD8+ cytotoxiques et induire la production
d’anticorps par les cellules B. Ces différents types de réponses sont dépendants de la
polarisation des cellules CD4+.

a) Les cellules Th1

Les cellules Thl ont été les premiéres cellules inflammatoires décrites. Les cellules Thl
participent a la plupart de maladies inflammatoires telles que la maladie de Crohn ou
I'arthrite rhumatoide. Elles sont caractérisées grace a leur sécrétion de deux cytokines
majeurs dans la réponse inflammatoire ; le TNFa et I'Interféron gamma (IFNy). Ces cytokines
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inflammatoires vont participer aux dégradations tissulaires au niveau du site inflammatoire,
comme la barriére intestinale dans la maladie de Crohn (Parronchi et al 1997).

La différenciation des cellules naives en cellules Th1 se fait en présence d’interleukine 12 (IL-
12) et d’IFNy qui vont induire I'expression des facteurs STAT4 et STAT1 respectivement. Le
facteur de transcription STAT1 induit I’expression du gene maitre Tbet qui a son tour permet
I’expression de I'lFNy. Le facteur de transcription STAT4 permet |’expression a la membrane
du récepteur a I'lL-12. L'expression d’IFNy par les cellules T CD4+ participe a I'activation des
cellules T CD8+ cytotoxique et des macrophages présents au niveau du site inflammatoire.
Le TNFa est, tout comme I'IFNy, une cytokine inflammatoire. Cette cytokine participe a
I'interaction entre le systeme immunitaire inné et adaptatif. En effet, le TNFa induit
I'activation des macrophages en augmentant leur capacité de phagocytose et leur
prolifération au niveau du site inflammatoire. Les cellules Thl permettent la destruction des
pathogenes intracellulaires. Ainsi, elles vont augmenter I'activité des macrophages et des
neutrophiles afin d’éliminer efficacement les pathogenes. De plus, elles vont aussi permettre
la sécrétion d’immunoglobuline G par les cellules B (Gasper et al 2014).

Outre la réponse contre les pathogenes intracellulaires, ces cellules sont aussi impliquées
dans le développement des maladies auto-immunes.

b) Les cellules Th2

Les cellules CD4+ Th2 sont induites par I'lL-4. La fixation de cette cytokine induit I’expression
du facteur de transcription STAT6 permettant I'expression du géne maitre Gata 3. Ces
cellules Th2 ont été décrites dans des maladies allergiques telles que I'asthme mais aussi
dans le cas de la recto-colite hémorragique (Zheng et al 1997). Ces cellules effectrices se
reconnaissent par leur production d’IL-4, de I'lL-5 et de I'lL-13. Ces cellules vont avoir deux
effets ; le premier de par I'action de ces cytokines IlI-4, IL5 et IL-13 va induire le recrutement
et la maturation des éosinophiles et I'élimination des pathogénes. Le deuxieme réle des
cellules T TH2 est I'activation des cellules B et notamment leur induction d'immunoglobuline
E. Ces IgE vont activer les mastocytes et les éosinophiles permettant de lutter contre les
antigenes.

c) Les cellules Th17

Les cellules Th17 forment une population effectrice inflammatoire décrite trés récemment.
Ces cellules produisent, tout comme les cellules Th1, du TNFa. Cependant, ces cellules sont
décrites par leur capacité a produire de I'lL-17 (Aarvak et al 1999 ; Harrington et al 2006). La
différenciation des cellules Th17 dépend de la présence d’IL-6 et de TGFB (Stockinger et al
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2007). L'IL-6 et le TGFPB induisent I’expression de STAT3 qui participe a I'activation des génes
maitres des cellules Th17 (RoRyt et RoRyc) induisant la production d’IL-17 par les cellules
(Korn et al 2007). Ces cellules ont été décrites dans les maladies auto-immunes mais aussi
dans la lutte contre les pathogenes et les mycoses. Les cellules Th17 participent a la lutte
contre les pathogénes extracellulaires en produisant de I'IL-17. L’IL-17 produit par ces
cellules va permettre la mobilisation et la génération de novo de neutrophiles, participant
ainsi a I'inflammation. Les populations Th17 ainsi produites vont avoir un effet protecteur
vis-a-vis de I'organisme.

Les cellules Th17 ont été décrites majoritairement dans les maladies auto-immunes ainsi que
les maladies inflammatoires chroniques. Les cellules Th17 peuvent avoir un effet dit
pathogénique, lorsqu’elles sont responsables de maladie, soit de non-pathogéniques, quand
elles protegent le corps vis-a-vis des pathogénes. Ainsi, les études de Lee et al (2012) ont
montré qu’en absence d’IL-23 les cellules Th17 produites sont non-pathogéniques et
n’‘induisent pas de maladie. L’IL-23 va participer au maintien des cellules Th1l7 et a leur
pathogeénicité des cellules en induisant la sécrétion de TGFB3. Le rble de I'lL-23 dans ce
phénotype a été démontré grace a I'étude d’anticorps bloquant. Ainsi, I'inhibition de la
signalisation de I'lL-23 induit une diminution des signes cliniques de la maladie ainsi que du
nombre de cellules Th17 (Geremia et al 2011).

Bien que certains travaux aient montré le role des ces cellules dans la mise en place des
maladies inflammatoires chroniques telles que la maladie de Crohn (Feng et al 2011), leurs
effets sont toujours controversés. Ainsi, les études ont montré que I'ablation de ces cellules
ou le blocage de leurs effets ne permettent pas d’inhiber la réponse inflammatoire (Hueber
et al 2012).

De plus, les travaux de Gaublomme et Wang en 2015 ont mis en avant que les cellules Th17
pathogéniques et non pathogéniques ont des signatures moléculaires trés différentes. Ainsi,
I’expression différentielle de nombreux marqueurs et notamment du CD5L va participer a la
pathogénicité des cellules dans un contexte inflammatoire.

d) Les cellules T CD4+ régulateurs

Afin de permettre des réponses inflammatoires coordonnées, il est nécessaire de réguler ces
réponses. Afin de stopper la réponse établit par les cellules CD4+ effectrices
« inflammatoires », il existe des cellules dites régulatrices. Ces cellules ont été décrites pour
la premiére fois par les travaux Sakaguchi et al (2000) qui ont ainsi montré que I'absence de
cellule régulatrice induisait la mise ne place de maladie auto-immune chez les animaux. Il a
été décrit deux types de lymphocytes T régulateurs ; les cellules dites « naturelles » et les
cellules dites « induites » (iTreg). Les cellules naturelles comprennent les cellules produites
in vivo que ce soit dans le thymus (tTreg) ainsi qu’en périphérie (pTreg). Les cellules iTreg
caractérisent les cellules régulatrices différenciées in vitro. La différenciation des cellules
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naives en cellules régulatrices se fait en présence de cytokines anti-inflammatoires telles que
le TGFB et I'lL-10. Le TGFB permet d’induire I'expression du geéne maitre « FoxP3 ».
(Fontenot et al 2003). Les cellules régulatrices sont décrites comme exprimant le facteur
FoxP3 mais aussi des niveaux importants de CD25 (IL-2Ra). L’action régulatrice de ces
cellules permet de limiter les réponses inflammatoires excessives. Ainsi, les cellules Treg
préviennent la mise en place de réponse auto-immune vis-a-vis des antigénes du soi mais
elles permettent aussi la mise en place des réponses tolérogéniques tel que la tolérance
foeto-maternelle ou encore contre les bactéries commensales de la flore intestinale (Dembic
et al 2008 ; Sakaguchi et al 1995). Les cellules induites visent a arréter la réaction
immunitaire, limiter la réponse des cellules T effectrices comme dans le cas des réponses
asthmatiques ou inflammatoires (Huang et al 2013).

Bien que les cellules nTreg et iTreg aient toutes la capacité d’arréter les réponses
inflammatoires, il est possible de distinguer ces populations grace a différentes marqueurs.
Les marqueurs Helios et Neuropilinl sont des marqueurs spécifiques des cellules nTreg
(Akimova et al 2011 ; Bruder et al 2004). De plus, au contraire des cellules tTreg qui peuvent
se différencier en cellules Thl7 en présence de grandes quantités de cytokines
inflammatoires (IL-6, 1L-23), les cellules pTreg maintiennent leur phénotype régulateur
(Zheng et al 2008). Une partie des cellules pTreg proviennent de la différenciation des
cellules effectrices en présence de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGFf ou I'lL-10
(Wakkach et al 2003). Une partie de ces cellules pTreg peut étre caractérisée grace a
I’expression du marqueur CD49b (Vicente et al 2016). Ces cellules CD49b+ produisent de
grandes quantités d’IL-10 et IL-4.

Que ce soit les cellules naturelles ou induites, les cellules régulatrices ont été décrites
comme ayant différents mécanismes d’action. Ainsi, ces cellules vont agir grace a des
interactions cellules/cellules mais aussi par un effet autocrine. La sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires telles que I'lL-10 et de TGFB induisent une augmentation de I’expression
d’indoleamine-2, 3-dioxygenase (IDO) par les cellules dendritiques ce qui inhibe la réponse
des différentes cellules T effectrices (Yan et al 2010). Outre les cytokines anti-
inflammatoires, les cellules régulatrices produisent des enzymes (perforines et granzymes)
qui perforent les cellules activées et permettent d’arréter la réaction immunitaire. En
parallele de cet effet paracrine, les cellules T CD4+ régulatrices vont arréter la réponse
immunitaire grace a des contacts cellulaires. Lors de ces mécanismes, la protéine inhibitrice
CTLA-4 va jouer un rble central dans l'interruption de la réponse inflammatoire. En effet, la
protéine CTLA4 interrompt le signal activateur et permet ainsi une diminution de la réponse
inflammatoire (Sakaguchi et al 2009).

Ces cellules régulatrices vont permettre de limiter la réponse inflammatoire lorsque les
antigenes sont éliminés mais elles vont aussi limiter la mise en place de maladies auto-
immunes. Ainsi, dans les cas de maladies inflammatoires chroniques de I'intestin, ces cellules
T régulatrices inhibent la mise en place de la maladie dans des modéles murins (Powrie et al
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1994). Des études récentes ont démontré la présence de cellules CD4+ régulatrices
fonctionnelles au sein du tractus digestif des patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin. L'absence d’effet régulateur de ces cellules au cours de la maladie
reste encore a étre déterminée et permettrait de lutter efficacement contre le
développement de la maladie.
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Figure 4: Différenciation des cellules T CD4+ naives

L'activation des cellules T CD4+ naives permet leur polarisation vers différentes voies effectrices
(Th1, Th2, Th17) et tolérogénique (Treg). Bien que les cellules effectrices Thl et Th17 soient
impliquées dans les réactions auto-immunes, ces deux types de cellules effectrices permettent
I’élimination de pathogénes différents. Les cellules Th2 sont au contraire, impliquées dans la mise en
place des réactions allergiques. Les cellules Trégulatrices sont impliquées dans les réactions de
tolérance immunitaire et de régulation des réponses immunes (D’apres Zhu et al 2008).
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e) Plasticité des cellules CD4+ effectrices

La large gamme de cellules T CD4+ effectrices montre la grande capacité de différenciation
des cellules CD4+ naives. Dans des conditions physiologiques, I'activation des cellules T CD4+
induit la production de cellules Th1l, Th2, Th17 ou alors Trégulatrices. Cependant, le profil de
ces cellules n’est pas figé dans leur profil inflammatoire ou tolérogénique.

i Différenciation entre les cellules Treg et Th17

La différenciation des cellules Trégulatrices et des cellules effectrices Th17 est possible grace
a la présence de TGFp (Betelli et al 2006). Les travaux d’Esposito et al (2010) ont montré que
de grande quantité d’IL-6 permet la différenciation des cellules Trégulatrices FoxP3+ CD25 tow
en cellules Th17 (FoxP3+ RoRyt+). De facon intéressante, ces cellules produisent de I'lL-17 et
de I'IL-10 et participent a I'inflammation intestinale. Cependant, I'IL-6 n’est pas la seule
cytokine inflammatoire permettant la plasticité des cellules Treg et I'lL-1 et I'IL-23

participent fortement a la différenciation des cellules Th17 en Treg (Wang et al 2014).

Les cytokines ne sont pas les seuls éléments qui participent a la différenciation de cellules T
CD4+. Ainsi, certains métabolites vont avoir un role de co-facteur. Au niveau intestinal, la
vitamine A et ses métabolites vont agir au niveau des cellules T CD4+. Parmi les métabolites
de la vitamine A, I'acide rétinoique va induire une inhibition de la différenciation des cellules
Th17 et favoriser la différenciation des cellules régulatrices (Xiao et al 2008). Ainsi, des taux
importants d’acide rétinoique vont participer au blocage de la différenciation des cellules
naives vers un profil Th17 (Mucida et al 2007). Ces travaux ont montré que l'acide rétinoique
bloque la signalisation induite par I'lL-6.

ii. Plasticité entre les cellules Th1 et Th17

En présence de fortes concentrations de TGFB, les cellules Thl peuvent se différencier en
cellules Th17. Cette cytokine permet I'expression des genes RoRyT et Runx1 chez les cellules
Thl induisant leur différenciation en cellules Th1l7. L’activation de ces genes induit
I'expression d’IL-17 par les cellules (Lee et al 2015).

Outre le TGFB, la présence d’IL-23 participe au maintien des cellules Th17. L'IL-12 et I'lL-23
vont induire la production de cellules TNFa IL-17+ IFNy+ qui forment une population des plus
agressives dans ces maladies (Esposito et al 2010; Harbour et al 2015). En effet, I'interaction
de I'lL-23 avec son récepteur permet l'activation de la voie de signalisation de I'IFNy
induisant la production de cellules « Thl-like ». Tout comme dans la différenciation
Th17/Treg, I'acide rétinoique va aussi participer a l'induction des cellules inflammatoires
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Thl. En effet, I'acide rétinoique va augmenter |'expression d’IL-12 et d’IL23 par les cellules
dendritiques favorisant la différenciation des cellules vers un profil Th1l.
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Figure 5: Plasticité des cellules T CD4+

L'activation des cellules CD4+ aboutie a la polarisation des cellules vers des profils effecteurs (th1 et
Th17) et tolérogéniques. Les cellules Th17 sont a un carrefour entre les polarisations Thl et Treg. En
effet, la présence d’IL12, d’IL-23 et d’IFNy permet la plasticité des cellules Th17 vers un profil Th1. Au
contraire, la présence de cytokines anti-inflammatoires (TGFB) induit la différenciation des cellules

Th17 vers un profil régulateur (D’apres Alizahed et al 2013).
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I1. Os et Hématopoiese

Le tissu osseux est constitué de cellules piégées dans une matrice extracellulaire composée
majoritairement de collagene de type | et de protéoglycanes. Cette matrice est rendue rigide
lors du processus de minéralisation durant lequel des dépdts de cristaux d’hydroxyapatite
sont réalisés. Ce tissu a différents roles ; tout d’abord il s’agit du centre de I’hématopoiese
permettant le développement des cellules de I'immunité innée et adaptative. D’autre part,
I'os est le réservoir des différents minéraux. L'os a aussi un rdle de protection de la moelle
osseuse et de I’hématopoiese. Les différentes cellules du tissu osseux vont permettre une
régulation fine de I’hématopoiese que ce soit dans des conditions physiologiques ou
pathologiques.

A. Le tissu osseux

Le volume osseux permettant une bonne architecture osseuse est sous le controle d’une
balance entre la formation osseuse due a I'activité des ostéoblastes et la résorption osseuse
due aux ostéoclastes. Le remodelage osseux permet le renouvellement de la totalité du
squelette tous les 10 ans. Le tissu osseux est composé de 4 types de cellules; les
ostéoblastes, les cellules bordantes, les ostéocytes et les ostéoclastes. Les ostéoblastes, les
ostéocytes et les cellules bordantes vont former I'os alors que les ostéoclastes vont résorber
I'os.

Les ostéoblastes, les ostéocytes et les cellules bordantes ont une origine mésodermique. La
différenciation des cellules mésenchymateuses va donner naissance aux chondrocytes mais
aussi aux adipocytes qui vont former le stroma médullaire.

1. Les cellules mésenchymateuses

Les cellules stromales mésenchymateuses (MSCs) sont issues de la différenciation du
mésoderme embryonnaire. Ces cellules participent a la formation de la corticale de I'os mais
aussi au stroma de la moelle osseuse. Les cellules MSCs représentent 0.1 % des cellules de la
moelle osseuse et sont a |'origine des ostéoblastes, des chondrocytes et adipocytes qui vont
former la structure osseuse (Dmitriev et al 2012). Les cellules MSCs peuvent étre isolées a
partir d’'un nombre réduit de tissus a savoir la moelle osseuse, le sang de cordon ombilical et
le tissu adipeux.

L’ISCT (international society for cellular therapy) a défini une série de critéres permettant
d’uniformiser la caractérisation des MSCs. Ainsi, les MSCs peuvent adhérer sur les boites de
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culture, expriment simultanément les marqueurs CD73, CD105 et CD90 et n’expriment pas
les marqueurs de lignage CD45, CD34, CD11b, CD19 et HLA-DR. La capacité des MSCs a
donner les adipocytes, les chondrocytes et les ostéoblastes est centrale dans leur
caractérisation (Dominici et al 2006). Cependant, ces propriétés ont été définies suite a
I’étude in vitro des cellules car du fait de leur faible représentation leur étude in vivo n’est
pas possible. Bien que I'étude in vitro soit nécessaire, les MSCs ne sont maintenues que
durant un nombre limité de passages. En effet, les études in vitro des cellules MSCs ont mis
en évidence une dérive de ces cellules, accompagnée de la perte de leurs propriétés d’auto-
renouvellement et de différenciation. Les MSCs participent a la régulation de la masse
osseuse en étant les précurseurs des ostéoblastes, des chondrocytes (a I'origine du
cartilage) et des adipocytes. Au cours du temps, il y a une inversion du rapport
ostéoblastes/adipocytes en faveur des adipocytes. Ce changement de ratio participe a la
perte osseuse observée chez les personnes agées.

Cependant, malgré des caractéristiques communes, les cellules MSCs possedent des
capacités propres a leur tissu d’origine, ainsi que I'expression différentielle de protéines de
surface. Il est ainsi possible de définir différents sous-types de MSCs en fonction de la
présence ou absence de récepteurs de surface ou d’intégrines. Ces différentes MSCs
interviennent dans la régulation, le maintien et la mobilisation des cellules souches
hématopoiétiques (HSCs). En effet, les MSCs ont été décrites comme participant notamment
a la niche des cellules souches hématopoiétiques au sein de la moelle osseuse.

Parmi les caractéristiques communément admises pour les MSCs, leur activité
immunosuppressive est une des plus importantes. Les MSCs produisent des cytokines
inhibitrices de la réponse inflammatoire telles que I'IL-10 ou le TGFB et expriment des
cofacteurs inhibiteurs de la différenciation des cellules T CD4+. Ainsi, les molécules CTLA4,
centrales dans la régulation de I'activité des cellules T sont exprimées a la surface des
cellules mésenchymateuses. Toutes ces propriétés ont conduit a la mise en place d’essais
cliniques sur les cellules stromales mésenchymateuses afin d’étudier leur roéle
immunosuppressif in vivo. Ainsi, lors de la maladie inflammatoire chronique de I'intestin, les
essais clinigues ont montré que ces cellules permettent d’inhiber la mise en place de la
maladie ou du moins de freiner son développement. De plus, leurs potentiels d’auto-
renouvellement et de multipotence sont des cibles intéressantes dans I'étude de Ia
réparation tissulaire. Ces cellules sont aussi utilisées pour leur capacité immunosuppressive
dans I'étude des rejets de greffe dans les cas de réaction du greffon contre I’'h6te (Ribeiro et
al, 2013). Ces fonctions ont été décrites comme importantes pour la régulation de la niche
des HSCs.

De plus, les MSCs expriment a leur surface des molécules de liaison telles que le CD44 et des
intégrines qui permettent leur interaction avec les cellules souches hématopoiétiques. Outre
leur action sur les cellules hématopoiétiques, les MSCs vont participer a la régulation des
cellules T CD4+. En effet, elles vont produire des cytokines nécessaires a leur survie et a leur
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maintien dans la moelle osseuse, a savoir de I'lL-7et de I'IL-15 (Nemoto et al 2012). Bien que
de plus en plus de travaux démontrent leur action, le réle exact des MSCs dans le maintien
des cellules T dans la moelle osseuse n’est pas encore déterminé.

2. Les ostéoblastes

Le tissu osseux est sous le controle d’une balance entre deux mécanismes, la formation
osseuse et la résorption osseuse (Harada et al 2003). La formation osseuse se fait grace a
I'activité des ostéoblastes. Ces cellules vont participer a la formation des deux parties de I'os,
a savoir I'os compact et I'os spongieux. L'os compact ou cortical forme 80% du tissu et I'os
spongieux ou trabéculaire représente les 20% restant. L’os spongieux est retrouvé au niveau
des épiphyses des os longs alors que I'os compact est localisé tout autour de l'os. Le tissu
osseux est composé d’une matrice extracellulaire (MEC) calcifiée. Cette matrice
extracellulaire est un mélange entre une phase organique et minérale. La formation de cette
structure minérale est sous le contrdle de I'action des ostéoblastes.

Il est possible de définir deux catégories d’os ; les os plats et les os longs.

Les os plats se forment par ossification endoconjonctive ; mécanisme par lequel la matrice
conjonctive est envahie par les cellules stromales mésenchymateuses qui se différencient in
situ en ostéoblastes qui vont alors former la matrice osseuse. Les ostéoblastes ainsi formés
vont minéraliser la matrice et former ainsi une structure solide.

Les os longs quant a eux se forment par ossification endochondrale. L'ossification
endochondrale est un mécanisme par lequel la matrice cartilagineuse de I'os va étre
remplacée par de la matrice osseuse. La premiéere étape de la formation des os longs
consiste a former une ébauche cartilagineuse hyaline ayant la forme de I'os, le tout entouré
de périchondre. La partie centrale du périchondre se différencie en périoste qui est alors
envahit par les cellules MSCs qui se différencient en chondrocytes. Les chondrocytes
forment des structures cartilagineuses. Les chondrocytes vont s’hypertrophier, la paroi entre
les cellules se rompt et il y a la formation d’une cavité médullaire primitive. La cavité
médullaire primitive est envahie par des vaisseaux sanguins. Cette vascularisation est suivie
par la différenciation des MSCs en ostéoblastes. Les ostéoblastes vont reformer de I'os le
long des travées osseuses résorbées par les ostéoclastes. Les ostéoblastes vont ensuite
minéraliser la matrice pour former le tissu osseux rigide. Cette minéralisation va permettre
le maintien de l'architecture corticale. En ce qui concerne la minéralisation des zones
épiphysaires, deux autres centres de formation se créent et permettent la création de I'os
spongieux. Au niveau des os longs, le remodelage osseux est le plus important au niveau de
la zone de croissance des os. Au cours de la vie, cette zone de croissance diminue jusqu’a ce
que toute la zone cartilagineuse soit minéralisée.
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Les deux mécanismes d’ossification sont sous le controle des cellules formatrices de I'os que
sont les ostéoblastes. On peut distinguer 2 étapes au cours de la différenciation
ostéoblastique ; tout d’abord la formation des pré-ostéoblastes a partir des cellules
stromales mésenchymateuses puis leur différenciation en ostéoblastes matures. La
différenciation ostéoblastique est sous le controle de 2 facteurs de transcriptions ; Runx2 et
Osterix.

Runx2 est le facteur de transcription majeur impliqué dans la formation osseuse (Ducy et al
1997). Il appartient a la famille des facteurs de transcription Runt exprimés par les cellules
stromales mésenchymateuses (MSCs). L'expression du marqueur Runx2 est nécessaire et
suffisant afin d’induire la différenciation des MSCs en ostéoblastes matures (Yang et al
2002 ; Komori et al 2006). Le facteur Runx2 va agir sur les 2 étapes de la différenciation
ostéoblastique. Tout d’abord son expression permet la différenciation des MSC en pré-OBL
puis permet la maturation des pré-OBL en ostéoblastes. En effet, les études ont montré la
présence de séquence de reconnaissance pour Runx2 sur les promoteurs des génes
d’activité des ostéoblastes tels que le collagene 1, I'ostéopontine et I'ostéocalcine. Bien
gu’important pour induire I'expression de ces genes, ce facteur de transcription n’est pas
nécessaire au maintien du phénotype ostéoblastique. En effet, lors de la maturation des
ostéoblastes on observe une diminution de I'expression du facteur Runx2 (Maruyama et al
2007).

Afin de finir leur différenciation en ostéoblastes matures, les pré-ostéoblastes vont exprimer
le facteur de transcription osterix. Osterix ou SP7 est un facteur de transcription spécifique a
la différenciation ostéoblastique. Les travaux de Nakashima et al (2002) ont montré que
I'absence d’osterix chez la souris induisait une absence de différenciation des cellules
mésenchymateuses en ostéoblastes et la présence d’'un squelette cartilagineux chez les
animaux. Le facteur de transcription osterix est exprimé sous le contrdle du facteur Runx2
(Yoshida et al 2012). En effet, I'absence d’osterix ne modifie pas les taux d’expression de
Runx2 chez la souris alors que I'absence de Runx2 induit une absence de I'expression
d’osterix. Le facteur de transcription osterix induit I'expression des différentes protéines
nécessaires a la formation de la matrice osseuse. En effet, |'expression d’osterix va
permettre la production des protéines impliquées dans la formation osseuse a savoir le
collagene |, la phosphatase alcaline et la sialoprotéine osseuse.

L'expression des deux facteurs de transcription, Runx2 et osterix, est sous le controle de
différentes hormones (stéroidiennes et parathyroidiennes), de facteurs de différenciation
comme les Bone Morphogenic Protein (BMP) et de vitamines (vitamine D). L'étude du
facteur Runx2 a mis en avant le r6le central de ’hormone parathyroidienne (PTH) dans la
régulation de ce facteur. Cette hormone va induire une phosphorylation de Runx2
permettant ainsi sa translocation dans le noyau et donc son activité de facteur de
transcription. De plus, la PTH va inhiber la dégradation de Runx2 par le protéasome
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(Krishnan et al 2003 ; Bellido et al 2003 ; Wang et al 2007) et permettre le maintien de
I'activité de Runx2.

Les BMPs appartiennent a la superfamille des Transforming Growth Factor (TGF). lls sont
piégés dans la matrice extracellulaire lors de la formation osseuse et sont libérés lors de la
résorption osseuse. Chez I'homme, il existe plus de 20 homodimeéres ou hétérodimeres de
ligands des BMPs. Ces BMPs peuvent se subdiviser en 4 familles en fonction de leur
homologie de séquence, leur structure et leur fonction. Ainsi, les BMP2, 4 et 7 sont les
protéines impliquées dans la régulation du remodelage osseux (Cheng et al 2003). Le BMP2
agit au niveau des cellules mésenchymateuses et induit leur différenciation vers la voie
ostéoblastique. Au niveau des cellules pré-ostéoblastiques ce facteur permet Ila
différenciation des cellules en ostéoblastes en induisant I'expression des facteurs de
transcription Runx2 et Osterix.

Lors de la formation osseuse, les ostéoblastes vont avoir une double action. lls permettent la
formation de la matrice extra-cellulaire et sa minéralisation osseuse au cours de la
croissance. Le tissu osseux, de par sa minéralisation, va permettre le maintien de la force du
squelette. Comme nous 'avons évoqué précédemment, les ostéoblastes vont sécréter du
collagéne et des protéoglycans qui participent a la formation de la matrice extracellulaire. La
minéralisation de la matrice osseuse se fait grace a des dépots de cristaux d’hydroxyapatite
sur le collagéne de la matrice. Lors de ce phénomeéne, les ostéoblastes expriment la
phosphatase alcaline qui clive les organophosphates de la matrice. La phosphatase alcaline
est exprimée au niveau de la membrane des cellules mais est aussi sécrétée dans
I’environnement ce qui va permettre une augmentation de l'activité de formation osseuse
des ostéoblastes. Le dosage de I'activité de la phosphatase alcaline est un marqueur de
I'activité ostéoblastique. L'os constitue ainsi le réservoir des minéraux nécessaires au bon
fonctionnement du corps ainsi que des différents facteurs de croissance (Zhang et al 2003 ;
Calvi et al 2003). L’action de remodelage osseux va notamment intervenir dans la régulation
de I'homéostasie calcique.

Outre leur réle dans la formation osseuse, les ostéoblastes participent a la régulation du
remodelage osseux. En effet, les ostéoblastes régulent la différenciation des cellules
responsables de la résorption osseuse ; les ostéoclastes. Ainsi, les ostéoblastes vont produire
des facteurs solubles induisant (MCSF, RANKL) ou réprimant (ostéoprogérine) la
différenciation des ostéoclastes (Takahashi et al 1988). Afin d’induire la résorption osseuse,
les ostéoblastes vont produire du RANK-L (Receptor Activator for Nuclear Factor k B Ligand)
et de Macrophage Colony-stimulating Factor (MCSF) provoquant la différenciation des
précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes. Lorsqu’il faut réprimer I'ostéoclastogéneése, les
ostéoblastes vont produire une autre cytokine ; de I'ostéoprogérine (OPG) (Lacey et al 1998)
décrite comme inhibitrice de la formation des ostéoclastes.
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3. Les ostéocytes

Les ostéocytes proviennent de la différenciation des ostéoblastes. Lorsque les ostéoblastes
s’entourent de matrice osseuse et qu'’ils restent bloquer dans la matrice, ils sont considérés
comme des ostéocytes. Au sein du tissu osseux, les ostéocytes sont les cellules les plus
abondantes. Ces cellules possedent de nombreux canaux ioniques, des intégrines et des
adhésions cellulaires permettant de répondre aux signaux extérieurs et participent ainsi a la
régulation du remodelage osseux (Bonewald et al 2011). Les ostéocytes sont les seules
cellules responsables de la mécanotransduction au sein de I'os. En réponse aux signaux
mécaniques, les ostéocytes se déforment. Ainsi, les études ont montré que dans les cas de
perte osseuse importante, les ostéocytes vont acquérir une forme allongée alors que dans
les os de densité normale, ils ont une forme arrondie. Les changements de formes de ces
cellules et donc de leur interaction avec la matrice osseuse conduisent ces cellules a
produire différentes molécules régulatrices telles que le RANKL et MCSF. Parmi les signaux
mécaniques responsables de la régulation osseuse, la gravité est un des signaux les plus
importants. Ces signaux vont permettre le maintien de I'architecture osseuse, un
remodelage osseux coordonné en fonction des besoins de I'organisme.

Ces cellules sont les principales régulatrices de la masse osseuse en produisant de fortes
quantités de RANKL. L’absence de production de RANK-L par les ostéocytes va induire une
ostéopétrose chez la souris démontrant ainsi leur rbéle dans le remodelage osseux
(Nakashima et al 2011). Les cytokines inflammatoires vont modifier les niveaux de NO et
calcium ce qui va induire des changements conformationnels des ostéocytes. Ces cellules
perdent leur capacité de rétrocontréle et ne peuvent plus produire les cytokines nécessaires
a linhibition de la résorption osseuse, a savoir I'ostéoprogérine. Les ostéocytes sont les
cellules les plus importantes dans la régulation du remodelage osseux notamment dans le
cas de maladies telles que I'ostéoporose. L'ostéoporose est associée a une perte de la
régulation osseuse par les ostéocytes du fait de la diminution de leur interaction avec la
matrice osseuse et les cellules du remodelage osseux (ostéoblastes et ostéoclastes)
(Mullender et al 1997). De plus, la diminution des ocestrogenes, observée lors de
I'ostéoporose, peut étre associée a une augmentation de I'apoptose des ostéocytes (Aguirre
et al 2006). Les ostéocytes ne pouvant plus activer pour les ostéoblastes, une augmentation
de l'activité des ostéoclastes apparait participant ainsi a une augmentation de la perte
osseuse.

4. Les adipocytes

Le tissu osseux sert de protection pour le stroma de |'os. Le stroma est le centre de
I’hématopoiese. Bien que les cellules mésenchymateuses aient un réle important dans Ila
régulation de ’lhématopoiese, les cellules adipocytaire sont les cellules les plus abondantes
dans l'os. En effet, le tissu adipeux de la moelle osseuse (MAT) représente environ 70% du
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volume de la moelle osseuse des os longs chez I'homme et 10% de la masse totale grasse
d’un individu adulte (Fazeli et al 2012).

Les cellules adipocytaires présentes dans la moelle osseuse proviennent de la différenciation
de progéniteurs mésenchymateux. Les cellules MSCs se différencient en cellules pré-
adipocytes qui donneront ensuite les adipocytes matures. La différenciation adipocytaire est
sous le contrble du facteur de transcription PPARy. De fagon intéressante, les études ont
montré que les différenciations ostéoblastiques et adipocytaires se réprimaient I'une I'autre.
Ainsi, 'expression de PPARYy par les cellules mésenchymateuses va induire la différenciation
adipocytaire et réprimer la différenciation ostéoblastique.

Il est possible de distinguer 2 tissus adipeux ; le tissu adipeux constitutif (c(MAT) localisé dans
la partie distale de I'os et qui confere a I'os sa couleur jaune et le tissu adipeux régulateur
(rMAT) qui sert de support a I’'hématopoiese et qui est retrouvé au sein de la pulpe rouge de
I’os (Scheller et al 2015). De fagon intéressante, il a été observé que le cMAT et le rMAT ont
des propriétés intrinséques différentes. Ainsi, le cMAT est décrit comme ayant une structure
et des propriétés proches de celles du tissu adipeux blanc (WAT). Le cMAT est composé
d’adipocytes de grandes tailles, uni loculés alors que le rMAT contient des adipocytes uni
loculés de taille plus réduite (Fazeli et al 2012).

Le tissu adipeux blanc est un organe endocrine majeur. Le tissu adipeux de la moelle osseuse
est nécessaire au métabolisme de l'insuline et du glucose (Scheller et al 2015). Les études
ont montré que le tissu adipeux de la moelle osseuse est la source majeure d’adiponectine
participant a la régulation du métabolisme du glucose et aussi de la masse graisseuse. Les
travaux de Cawthorn et al (2014) ont montré que des phénomenes de restriction calorique
sont associés a une augmentation de la sécrétion hormonale par les cellules du tissu adipeux
médullaire. De plus, I'adiponectine va aussi participer a l'insulino-résistance observée chez
les personnes diabétiques.

Les études ont montré qu’il y a une balance entre la formation osseuse et adipocytaire. Au
cours du temps, une fragilité osseuse est observée et associée a une augmentation du risque
de développer des fractures. Au cours des maladies inflammatoires, les observations
cliniques ont montré une augmentation de la perte osseuse ainsi que de la masse
adipocytaire.

Au sein de la moelle osseuse, les adipocytes ont une localisation commune avec les cellules
souches hématopoiétiques. Des travaux d’Adler et al (2015) ont montré qu’une
augmentation des adipocytes induit la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques.
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Fisure 6: Différenciation ostéoblastique et adipocytaire

La différenciation des cellules stromales mésenchymateuses permet la formation des
ostéoblastes et des adipocytes dans la moelle osseuse. La différenciation ostéoblastique est
dépendante de I'expression des facteurs de transcription Runx2 et osterix. La différenciation
adipocytaire dépend de I'expression de PPARYy. L’expression de PPARY par les cellules MSCs
bloque la différenciation des cellules vers la voie ostéoblastique en inhibant I'expression des
facteurs Runx2/osterix et IGF-1 (d’aprés Kawai et al 2013).
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5. Les ostéoclastes

a) Origines des ostéoclastes

La résorption osseuse est permise grace a I'activité des ostéoclastes. Les ostéoclastes (OCL)
sont des cellules géantes, multinucléés (plus de 3 noyaux) issues de la fusion de progéniteurs
hématopoiétiques.

Les ostéoclastes ont tout d’abord été décrits comme provenant de la fusion des monocytes.
Les monocytes sont issus de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Il a
été décrit différents types de monocytes grace a I'expression de marqueurs membranaires.
Ainsi, les travaux de Passlick et al (1989) ont caractérisé chez 'Homme la présence de deux
populations de monocytes. Il est possible de distinguer ces deux populations grace a
I’expression des marqueurs membranaires CD14 et CD16. Ainsi, il existe des monocytes
résidents (CD14hi CD16-) et des monocytes inflammatoires (CD14+ CD16+) qui sont recrutés
lors des réponses inflammatoires. Chez la souris, les populations monocytaires se
différencient grace a I'expression des récepteurs aux chimiokines présents a leur surface
(CCR2, CX3CR1) (Geissman et al 2003). Ainsi, les cellules CCR2+ migrent au niveau des sites
inflammatoires en présence de leur ligand MCP1. Les différentes cellules monocytaires sont
capables de se différencier en ostéoclastes en présence de MCSF et de RANKL (Boyle et al
2003).

En présence de GM-CSF et d’IL-4, les monocytes sont capables de se différencier en cellules
dendritiques in vitro (Geissman et al 2003). Les cellules dendritiques ont été décrites dans
travaux de Rivollier et al (2004) comme des précurseurs des ostéoclastes, in vitro. En effet,
cette étude a montré qu’en présence des cytokines inflammatoires ou encore de
RANKL/MCSF les cellules dendritiques peuvent donner des ostéoclastes. En conditions
inflammatoires, les cellules dendritiques sont a I'origine des ostéoclastes (Alnaeeli et al
2006). Les travaux de mon équipe ont démontré que le transfert de cellules dendritiques
chez des souris ostéopétrotiques permettait de restaurer la résorption osseuse grace a la
différenciation in vivo des cellules dendritiques en ostéoclastes. Cette différenciation est
possible en présence de fortes concentrations de RANKL dans la moelle osseuse et la
présence de lymphocytes T CD4+ (Wakkach et al 2008).

b) Fonctions et formation des ostéoclastes

Les ostéoclastes sont les seules cellules capables de résorber la matrice osseuse. lls
expriment des marqueurs spécifiques; a savoir le récepteur a la calcitonine (CTR), la
cathepsine K, lintégrine aV B3 ainsi que le marqueur TRAP (Tartrate-resistant acid
phosphatase) (Boyle et al 2003). Afin d’effectuer leur action de résorption, les ostéoclastes
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migrent le long de la surface osseuse avant de s’ancrer a la matrice osseuse. Au niveau de la
zone a résorber, il y a un remodelage du cytosquelette de I'ostéoclaste avec la formation
d’une zone de scellement hermétique formée d’'un anneau d’actine. L'interaction entre
I'ostéoclaste et la matrice osseuse se fait grace a des intégrines qui contiennent dans leur
portion extracellulaire des domaines de reconnaissance spécifiques composés des acides
aminés RGD (Arginine-glycine-aspartate). L’activité de ces protéines est dépendante de
I'activité calcique (Ruoslahti et al 1987). L'ostéopontine, le collagéne | et la sialoprotéine
osseuse contiennent des motifs de reconnaissance aux domaines RGD et servent de
protéines d’ancrage aux ostéoclastes a la surface de I'os (Horton et al 1989). Cette liaison va
induire une polarisation de la cellule et la formation d’une lacune de résorption au niveau de
laguelle les ostéoclastes vont dégrader I'os. La résorption osseuse se fait grace a I'expression
au niveau de la membrane de la cellule d’une H+-vATPase qui va acidifier la lacune de
résorption. L’acidification de I’environnement va induire une activation des enzymes de
dégradation que sont la cathepsine K et la TRAP (Li et al 1999 ; Zhao et al 2007). Cette
résorption osseuse va permettre la libération des facteurs de croissance ainsi que des
minéraux piégés dans la matrice et nécessaires a ’lhoméostasie osseuse. Cette résorption va
notamment libérer du TGFB et des BMPs qui vont induire un recrutement des ostéoblastes
et leur activation afin de reformer de la matrice osseuse.

La différenciation des ostéoclastes est sous le contréle de facteurs solubles sécrétés par les
cellules de la moelle osseuse et notamment les ostéoblastes. En effet, que ce soit dans des
conditions physiologiques ou inflammatoires, les ostéoblastes vont sécréter du MCSF et du
RANK-L induisant I'ostéoclastogénése.

Le MCSF permet la survie et la prolifération des macrophages et monocytes dans la moelle
osseuse. Cette cytokine est produite par les ostéoblastes et les ostéocytes et se lie a son
récepteur présent sur la memebrane des précurseurs des ostéoclastes. La liaison du MCSF a
son récepteur va permettre I'expression du récepteur RANK a la surface des précurseurs des
ostéoclastes permettant ainsi la formation des ostéoclastes. Les souris déficientes en cette
cytokine ou son récepteur, présentent une ostéopétrose importante du fait de I'absence de
monocytes (Dai et al 2002).

Le RANK-L est une protéine qui existe sous deux formes ; transmembranaire ou sécrétée.
Cette protéine appartient a la super famille du TNF et permet la fusion des précurseurs des
ostéoclastes. Le RANK-L sécrété va se lier a son récepteur RANK présent sur la membrane
des monocytes. La reconnaissance du complexe RANK-L/RANK va induire une cascade de
signalisation aboutissant a I'activation de facteur de transcription notamment de la voie de
signalisation NFkb et du facteur de transcription NFATc1. Ce facteur de transcription permet
I’expression des protéines nécessaires a I'activité des ostéoclastes telles que la cathepsine K
ou encore le MMP9. Le RANKL est une cytokine nécessaire a la formation des ostéoclastes.
En effet, les études ont montré que I'ablation des génes codant pour les protéines RANK ou
de RANKL chez la souris s’"accompagne d’une ostéopétrose de la souris due a une absence de
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différenciation ostéoclastique (Kong et al 1999). De plus, la cytokine RANKL participe a la
survie des cellules dendritiques in vitro et in vivo (Walsh et al 2003 ; Wakkach et al 2008). La
cytokine RANK-L est produite par les ostéoblastes, les cellules lymphoides mais aussi par les
cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse qui participent ainsi a
I’ostéoclastogéneése.

La résorption osseuse est soumise a un contréle hormonal mais aussi par des facteurs
circulants tels que les cytokines. Les cytokines inflammatoires vont notamment induire une
augmentation de la quantité de RANK-L et donc une augmentation de I'activité
ostéoclastique (Rivollier et al 2004). De facon intéressante, la vitamine D et les hormones
parathyroidiennes sont centrales dans la régulation du métabolisme calcique. L'activité des
ostéoclastes va permettre la régulation de cette homéostasie. Lorsque les taux de calcium
sont faibles, la PTH va induire une augmentation de la résorption osseuse, s’accompagnant
d’une augmentation de la réabsorption intestinale et une diminution de I’excrétion rénale.
Cela va induire une augmentation des taux calcique. Ainsi, lorsque les taux de calcium
sériques deviennent trop importants un mécanisme opposé, faisant intervenir la calcitonine
(hormone thyroidienne) va induire une augmentation de l'activité des ostéoblastes et un
feedback de I'activité rénale et intestinale. Cette régulation calcique permet d’illustrer le réle
central de ’homéostasie osseuse.

Il est important de savoir qu’il existe aussi des mécanismes de rétrocontréle afin de limiter Ia
différenciation des ostéoclastes. Afin d’inhiber la formation des ostéoclastes, les
ostéoblastes produisent une protéine soluble ayant une structure analogue a celle du
récepteur au RANK-L, I'ostéoprogérine (Simonet et al 1997). L'ostéoprogérine va se lier au
RANKL a la surface des ostéoblastes et ainsi empécher la liaison avec le récepteur RANK. La
présence d’OPG va inhiber la formation des ostéoclastes mais aussi en inhibant leur fonction
de résorption osseuse. Cette protéine est un inhibiteur naturel de I'activité des ostéoclastes.
Les souris déficientes en ostéoprogérine présentent ainsi une ostéoporose importante
(Stolina et al 2009). Ces résultats montrent que le nombre et I'activité des ostéoclastes
dépendent du rapport RANK-L/OPG. Un rapport favorable pour le RANK-L va induire une
augmentation du nombre d’ostéoclastes.
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Figure 7: La différenciation des ostéoclastes

Les ostéoclastes sont issus de la différenciation et de la fusion de progéniteurs
ostéoclastiques en présence de 2 cytokines majeurs ; le MCSF et le RANKL. Ces cytokines
vont permettre I'expression de facteurs de transcription (NFkb, NFATc1) qui vont induire
I’expression de protéines nécessaires a la fusion des précurseurs des ostéoclastes et a la
production des facteurs nécessaires a la résorption osseuse (Atp6i, Cathepsine K...). Les
ostéoclastes matures formés vont étre capable de résorber la matrice osseuse (D’aprées
Arboleya et al 2012)

c) Les différents ostéoclastes

Outre leur fonction de résorption osseuse, les ostéoclastes ont aussi été décrits comme des
cellules présentatrices d’antigénes (Wu et al 2008). En effet, les ostéoclastes expriment a
leur surface les complexes majeurs d’histocompatibilité ainsi que les molécules de co-
stimulation de la famille B7 permettant I’activation des cellules CD4+ et CD8+ (lbafiez et al
2016). De plus, les travaux de Grassi et al (2011) ont montré que les ostéoclastes ont la
capacité de bloquer la différenciation des cellules T CD8+ in vitro. Ainsi, nous avons pu
montrer que dans un contexte inflammatoire tel que la maladie inflammatoire de I'intestin,
les ostéoclastes induisent la différenciation des cellules T en cellules inflammatoires (lbanez
et al 2016). Dans un contexte non inflammatoire, les ostéoclastes induisent la différenciation
des cellules T CD4+ et CD8+ en cellules régulatrices, FoxP3+ (Kiesel et al 2009 ; Ibafiez et al
2016). Ces travaux ont permis de mettre en avant le role des ostéoclastes en tant que
cellules présentatrices d’antigenes. L'inflammation associant un changement dans l'origine
des ostéoclastes, nous avons étudié la capacité des ostéoclastes provenant des monocytes
ou des cellules dendritiques dans la différenciation des cellules T. De plus, nous avons pu
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montrer que les ostéoclastes inflammatoires expriment le marqueur CX3CR1 in vitro et in
vivo. In vivo, nous avons montré que les ostéoclastes CX3CR1 sont retrouvés au niveau du
site inflammatoire et participeraient a la perte osseuse pathologique. Le réle de ce marqueur
dans la différenciation des ostéoclastes ou dans leur action pro-inflammatoires est toujours
en cours d’étude et reste encore a déterminer.
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Figure 8: Remodelage osseux dans des conditions physiologiques

Le remodelage osseux est dépendant d’un équilibre entre deux phénomenes ; la formation osseuse
et la résorption osseuse. La formation osseuse est dépendante de I'activité des ostéoblastes. Les
ostéoblastes sécrétent du RANKL permettant la fusion des progéniteurs des ostéoclastes et la
formation des ostéoclastes. Les ostéoclastes ainsi formés résorbent la matrice osseuse (d’aprées Josse
et al)

6. Les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques sont a I'origine de I'ensemble des cellules sanguines
présentes dans I'organisme. Ainsi, ces cellules participent a la régulation de I'immunité en
étant a I'origine des cellules myéloides et lymphoides.

Chez la souris, les cellules souches hématopoiétiques apparaissent des le jour 7.5 de
développement dans le sac vitellin. Ces cellules vont former I’"hématopoiése dite primitive
qui va donner naissance aux macrophages, mégacaryocytes et les cellules érythroides

42




primitives. Ce n’est seulement qu’au jour 8/9 qu’il y a apparition des premieres cellules
hématopoiétiques dans le sac vitellin et I'apparition de ’hématopoiése dite définitive (Aguila
et al 2005). Cette hématopoiese définitive est associée a la production des cellules
lymphoides et myéloides. Les cellules hématopoiétiques vont ensuite migrer dans la région
formant I'aorte/les gonades/ le mésonéphros ou aorte dorsale. Durant la vie embryonnaire,
les cellules souches hématopoiétiques vont coloniser le foie foetal ou elles resteront jusqu’a
ce que des cavités médullaires apparaissent dans la moelle osseuse. En effet, I'absence de
remodelage osseux et de cavités médullaires va empécher la colonisation de la moelle par
les cellules souches hématopoiétiques conduisant a des défauts de I’"hématopoiese (Blin-
Wakkach et al 2012).

La génération de cellules souches hématopoiétiques est sous le contréle de I’expression du
facteur de transcription Runxl (Wang et al 2006). L'absence du facteur Runxl, durant
I'embryogénése, conduit a une létalité de I'animal du fait de I'absence d’hématopoiese
définitive et une hémorragie dans le systeme nerveux central des animaux. Runxl est un
facteur de transcription appartenant a la famille Runt tout comme Runx2, important pour le
développement ostéoblastique. Runx1 se fixe sur des séquences consensus présentes sur les
promoteurs des génes du récepteur au MCSF et GMCSF, important dans le développement
de I’'hématopoiese (Zhang et al 1994 ; Takahashi et al 1995). L’expression de Runx1 n’est pas
continue au cours du développement hématopoiétique. Au début du développement, il va
permettre I'induction de la différenciation vers la voie hématopoiétique au détriment de la
voie endothéliale. Chez I'adulte, I'expression de ce facteur induit la sortie de la quiescence
des cellules souches hématopoiétiques, une prolifération et leur différenciation vers la voie
myéloide.

Les cellules souches hématopoiétiques sont des cellules pluripotentes, précurseurs des
différentes cellules sanguines et capables d’auto-renouvellement. Ces cellules sont
caractérisées par une combinaison de marqueurs a savoir, une absence des marqueurs de
lignage (Terll9, B220, CD3, CD48, Grl) mais expriment les marqueurs Scal et cKit
(récepteur au stem celle factor), CD34+, CD150+, CD48- (SLAM). Les cellules souches
hématopoiétiques forment une population rare dans la moelle osseuse mais sont enrichies
de la population Lin- Scal+ cKit+. Les cellules LSK représentent 0. 5% des cellules de la
moelle osseuse mais sont les cellules centrales dans I’'hématopoiese. Une dérégulation dans
les proportions des cellules HSCs dans la moelle osseuse est synonyme de déreglement du
systeme hématopoiétique.

Ces cellules souches hématopoiétiques permettent grace a leur seule action un
remplacement de l'intégralité du systeme hématopoiétique lorsqu’elles sont transférées
chez un individu irradié, comme dans le cas des transferts de moelle osseuse. Cependant,
ces cellules forment un groupe hétérogene composé de cellules ayant une importante
capacité d’auto-renouvellement (LT-HSC) et d’autres dont la capacité est plus restreinte (ST-
HSC) (Wilson et al 2006). De plus, au sein de la moelle osseuse, 60% des cellules HSC sont
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maintenues dans un état quiescent, protégé des signaux extérieurs. En cas de réponse
immunitaire avec une nécessité de produire des cellules du systéme inflammatoire, les HSCs
vont recevoir des signaux activateurs induisant la différenciation des cellules. Les cellules
HSCs portent, a leur surface, différents récepteurs aux cytokines qui vont permettre le
contréle de cette réponse. Ainsi, I'IFNy va permettre I'activation des cellules et leur
différenciation en cellules myéloides (Griseri et al 2012). De plus, le TNFa va inhiber I'activité
des cellules souches hématopoiétiques via les récepteurs TNFR1 et 2 présents a leur surface
(Pronk et al 2011).

Outre les cytokines, les cellules souches hématopoiétiques sont sensibles a I'action de
différentes chimiokines. Tout d’abord, afin de migrer dans la moelle osseuse, les HSCs
expriment le récepteur CXCR4. L’interaction de ce récepteur avec son ligand CXCL12 (SDF1)
induit le recrutement et la rétention des cellules dans la moelle osseuse. CXCL12 est produit
par les cellules endothéliales, les ostéoblastes et les cellules mésenchymateuses. Cette
chimiokine régule I'adhésion, la survie et la quiescence des cellules dans la moelle osseuse.
L'inflammation est associée a une augmentation des taux de CXCL12 sérique et une
mobilisation des HSCs. Cette chimiokine est centrale dans la régulation des HSCs (Fukuda et
al 2002).

Le maintien des cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse se fait grace a
leur interaction avec les cellules stromales mésenchymateuses. Le couple VLA4/VCAM a été
décrit comme participant a cette rétention. VLA4 (Very late antigen 1 ou intégrine ad4al) est
présente sur la majorité des cellules hématopoiétiques. Son interaction avec l'intégrine
VCAML1 présente sur certains types de cellules mésenchymateuses va permettre la rétention
des cellules dans la moelle osseuse. Les études ont montré que |'absence de cette
interaction par l'injection anti-VLA4 ou anti-VCAM se traduit par une diminution de la
migration des cellules dans la moelle osseuse ainsi que de leur maintien (Frenette et al
1998 ; Vermeulen et al 1998).

Bien que maintenu a un état quiescent, les signaux de danger tels que les signaux
inflammatoires induisent une prolifération des cellules souches hématopoiétiques et leur
différenciation vers les voies myéloides et lymphoides. Ces signaux inflammatoires peuvent
étre de nature chimique tel que la présence ou I'absence de cytokines ou chimiokines. Les
cytokines inflammatoires telles que le TNFa vont induire une activation des cellules
hématopoiétiques et leur différenciation en cellules lymphoides. De plus, Les signaux de
stress vont induire la mise en place d’'une hématopoiese d’urgence se traduisant par une
mobilisation et différenciation des cellules. Lors de ce phénomene, les signaux [-
adrénergique vont induire une diminution de la sécrétion de CXCL12 par les cellules
stromales, permettant la mise en place d’'un gradient de chimiokines en faveur de la
circulation sanguine (Mendez-Ferrer et al 2010). Tous ces mécanismes mettent en avant le
role des cellules mésenchymateuses et de I'environnement médullaire en général dans
I’organisation et le contrdle des cellules souches hématopoiétiques.
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B. L’hématopoiese

L’'hématopoiése définit I'ensemble des mécanismes mis en place afin de produire les cellules
sanguines. Au cours du développement, il existe deux types d’hématopoiése ; la primitive et
la définitive. L’'hématopoiese primitive va permettre de donner les macrophages et les
cellules précurseurs des cellules hématopoiétiques et endothéliales. L’hématopoiese
définitive va quant a elle permettre de donner naissance a 'ensemble des cellules sanguines
matures.

L’hématopoiese est contrblée par une balance de signaux mécaniques, cellulaire et solubles.
Les premieres étapes de I'hématopoiese consistent a diriger la différenciation vers la voie
lymphoide ou myéloide.

1. La différenciation lymphoide

La différenciation lymphoide va permettre la production des cellules T, B et NK. L’expression
du récepteur de I'lL-7 par les cellules souches hématopoiétiques va permettre de définir les
Common Lymphoid Progenitor (CLP) qui seront a l'origine des cellules lymphoides. Ce
récepteur n’est cependant pas suffisant pour définir la population de CLP dans la moelle
osseuse. Ainsi, I'expression de la fms-like tyrosine kinase 3 (flt3), récepteur a activité tyrosine
kinase, et son interaction avec son ligand (flt3-L) est apparue comme nécessaire pour induire
la différenciation des HSCs vers la voie lymphoide au détriment de la voie myéloide (Sitnicka
et al 2002). En effet, les souris déficientes en FIt3 présentent une diminution du nombre de
CLP et de progéniteurs B (McKenna et al, 2000). FIt3L est produit par les cellules stromales
de la moelle osseuse. Une fois orientée vers la différenciation lymphoide, les cellules vont
pouvoir se différencier en cellules B, T ou NK. Outre des facteurs solubles, il est apparu
rapidement que des désordres dans I'organisation de la moelle osseuse sont associés a une
perte de la lymphopoiese. Ainsi, 'absence de collagene X important dans I'ossification
endochondrale est associée a une perte de la lymphopoiese T et B (Sweeney et al 2008). La
lymphopoiése B est sous le controle du facteur Pax-5. Ce facteur de transcription va induire
I'expression du marqueur CD19 et inhiber la différenciation des cellules vers la voie
lymphoide T. Les cellules progéniteurs B vont ensuite finir leur maturation dans la moelle
osseuse afin d’aboutir a la production de cellules B matures. La voie de différenciation T est
quant a elle sous le contrdle de la voie de signalisation Notch. Cette signalisation va inhiber
I’expression du facteur de transcription Runx1, nécessaire pour le maintien du profil T (Wang
et al 2006). L'inhibition de ce facteur de transcription permet la différenciation des cellules
en progéniteurs T. Ces cellules vont ensuite migrer dans le thymus afin de finir leur
maturation.
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La différenciation des cellules lymphoides T et B se fait a proximité de I'os, dans la région
dite endostéale. L’absence de production de CXCL12 par les ostéoblastes induit une
diminution du nombre de progéniteurs lymphoides dans la moelle osseuse (Ding et al 2013).
Ces travaux démontrent une répartition spatiale de la différenciation des cellules
lymphoides et myéloides dans la moelle osseuse. La chimiokine CXCL12 joue un role dans
cette différenciation, soit directement, soit en permettant le maintien des cellules
progénitrices dans la moelle osseuse.

2. La différenciation myéloide

Les cellules myéloides sont les cellules les plus abondantes dans la moelle osseuse. La
différenciation myéloide est sous le contréle de GM-CSF et de MCSF. La présence de ces
cytokines va permettre d’orienter les MP en CMP (Common myeloid progenitor). Les CMP
vont se différencier en différents précurseurs pour donner naissance aux cellules du systeme
sanguin. Les CMP se différencieront en (Granulocyte/Macrophage Progenitor) GMP ou
Megakaryocyte—erythroid progenitor cell (MEP) (Kondo et al 2010 ; Akashi et al 2000). Cette
deuxieme phase de différenciation fait intervenir d’autres cytokines telles que le TNFa et le
TGFB.

Les cellules productrices de CXCL12 semblent importantes pour la différenciation des
cellules myéloide. En effet, lI'inhibition de la sécrétion de CXCL12 par les cellules
mésenchymateuses induit une diminution de la différenciation myéloide (Morrison et
Scadden 2014). Au contraire de la différenciation lymphoide qui semble avoir une
localisation proche de la corticale de l'os, la différenciation myéloide n’a pas été décrite
comme ayant une localisation précise. Une fois différenciées, les cellules myéloides migrent
dans I'’ensemble de I'organisme afin de participer a la défense immunitaire.

Parmi les cellules myéloides produites, les neutrophiles et les monocytes sont présentes en
majorité dans la moelle osseuse. En effet, ces cellules représentent plus de 50% des cellules
myéloides et sont maintenues grace a la présence du récepteur CXCR4 a leurs membranes.
Les études ont montré que les états inflammatoires induisent une dérégulation de
I’'hématopoiese en favorisant la différenciation vers un profil myéloide. En effet, la présence
de TNFa, d’'IFNy vont induire une augmentation de la myélopoiése (Griseri et al 2013).
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L’'hématopoiese est le processus par lequel I'organisme va pouvoir renouveler I'ensemble des cellules
sanguines. Les cellules souches hématopoiétiques vont se différencier en cellules progéniteurs
commune pour les voies myéloides et lymphoides (MPP). Ces progéniteurs se différencient
précurseurs des voies myéloides (CMP) ou lymphoides (CLP). Les CMP se différencient dans toutes
les cellules de la voie myéloide alors que les CLP permettent la formation des cellules T/B et NK.

(D’apres King et al 2011).
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3. Ostéoclastes et cellules souches hématopoiétiques

Comme nous l'avons évoqué précédemment, un environnement médullaire particulier est
nécessaire a la mise en place de I’hématopoiése. Des modifications dans la masse osseuse
gue ce soit un gain ou une perte induisent une dérégulation de I’hématopoiese. Tout
d’abord, il est important de noter que I'absence de remodelage osseux et d’ossification
endochondrale se traduit par une absence de la migration des HSCs vers la moelle osseuse.
Les cellules vont rester dans la rate et il va étre observé une hématopoiese extra médullaire
(Chan et al 2009). Ces travaux ont démontré le rble des cellules médullaires dans la
régulation de I'hématopoiése. Les cellules médullaires forment un micro-environnement
particulier appelé niche permettant le maintien des cellules souches hématopoiétiques dans
la moelle osseuse. Les cellules médullaires vont avoir une double action; le support des
HSCs et lintégration des signaux extérieurs afin de réguler les cellules souches
hématopoiétiques. Ainsi, les modeles murins mimant une dérégulation du remodelage
osseux tel que les souris ostéopétrotiques ou au contraire présentant une ostéopénie
importante sont associées a des désordres hématopoiétiques. Chez les souris
ostéopétrotiques oc/oc présentant une perte de I'activité des ostéoclastes, il est apparu que
les souris présentaient une absence d’hématopoiése médullaire (Mansour et al 2012). De
maniere opposée, les patients présentant une perte osseuse importante ont une
prolifération accrue des cellules HSCs ainsi qu’une augmentation de I'hématopoiése avec
une différenciation importante des cellules vers la voie myéloide (Griseri et al 2015).
L'architecture osseuse semble donc nécessaire afin de maintenir une hématopoiese
médullaire.

Afin de permettre une bonne architecture osseuse, les cellules osseuses vont intégrer
différents signaux extérieurs. La gravité est nécessaire a une bonne organisation des travées
osseuses et donc un remodelage osseux réussi. L'absence d’organisation médullaire conduit
a un remodelage anarchique se traduisant notamment par une ostéopénie et une perte
osseuse. Chez les personnes atteintes, on observe une augmentation de la différenciation
des HSCs vers la voie myéloide (neutrophiles et monocytes) au détriment de la voie
lymphoide (Zayzafoon et al 2005).

Les désordres de I’hématopoiese peuvent apparaitre a différentes étapes du
développement. lls peuvent étre associés a un déreglement hormonal, a des désordres
inflammatoires comme des maladies mais aussi a des causes environnementales. De
maniére générale, ces désordres vont conduire a une augmentation de I'"hématopoiese et a
la migration des cellules hors de la moelle osseuse.

Ces données ont conduit a analyser le role des cellules médullaires dans la régulation des
niches des cellules souches hématopoiétiques.
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4. Réle du systeme endocrinien

Les hormones ont un réle essentiel dans la régulation de I’hématopoiése. Les observations
cliniques ont depuis longtemps associé une dérégulation thyroidienne et des problemes
hématopoiétiques. Les hormones thyroidiennes, seules composantes biologiques contenant
de l'iode, tiennent une place centrale dans le métabolisme cellulaire de tous les organes
(Grymula et al 2007).

Les hormones de croissance vont participer a la régulation de la lymphopoiese T. Cette
hormone va réguler '"hématopoiese en induisant la prolifération et la différenciation des
HSCs (Hanley et al 2005).
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I1I. Ostéoimmunologie

La moelle osseuse est devenue un organe central dans I'étude de la mémoire immunitaire.
Cet organe supporte des fonctions immunologiques en agissant comme un organe
lymphoide primaire dans le cas du développement lymphoide. Les études sur les souris
déficientes en RANKL ont montré qu’elles développent une ostéopétrose, une absence de
dents ainsi que des défauts de développement lymphocytaire. Ces problemes de
développement lymphocytaire sont dus a des défauts d’organisation thymique et
ganglionnaire (Kong et al 1999). Ces travaux ont été les premiers a montrer le lien entre les
cellules osseuses et le systeme immunitaire et ont fait émerger une nouvelle discipline ;
I’ostéoimmunologie.

A. Interaction entre le systéeme osseux et le systéme immunitaire

Comme nous l'avons présenté précédemment, le tissu osseux est un organe en perpétuel
renouvellement. L’architecture osseuse est sous le contréle d’une balance entre formation
et résorption osseuse. |l est apparu rapidement que, dans les cas des maladies
inflammatoires, une perte de cette balance en faveur de la résorption osseuse est un
symptome majeur. Cette perte osseuse pathologique a été liée a la présence de cellules T
CD4+ inflammatoires. Ainsi, les études sur I'arthrite rhumatoide ont décrit la présence d’une
population inflammatoire associée a I'activation des ostéoclastes et a la perte osseuse (Kong
et al 1999).

L'interaction entre les cellules T et les cellules osseuses passe par la présence de facteurs
solubles mais aussi par des interactions cellulaires.

1. Le systeme RANK-L/OPG

Le couple RANK-L/OPG est central dans l'interaction entre les cellules osseuses et les cellules
immunitaires. Les différents signaux permettant une élévation de la production de RANKL
par les cellules stromales ou par les ostéoblastes vont induire une augmentation du nombre
d’ostéoclastes et par conséquent une augmentation de I'activité de résorption.

Le RANKL ne va pas seulement agir sur 'activité ostéoclastique, mais va aussi participer a
I'activité des cellules T CD4+. En effet, le RANKL va moduler la réponse immunitaire via son
effet sur les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques expriment constitutivement le
récepteur RANK. L’interaction de RANKL/RANK va induire une augmentation de la survie des
cellules dendritiques en inhibant le facteur pro-apoptotique BCL-XL via la signalisation NFkb.
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La survie des cellules dendritiques passe par I'expression de CD40. Le récepteur CD40 est
une molécule co-stimulatrice qui permet 'activation des cellules T CD4+. De plus, I'activation
des cellules T CD4+ s’accompagne de la production de RANKL par ces derniers (Horwood et
al 1999). Les cellules T CD4+ vont ainsi participer a la régulation de la résorption osseuse. Au
cours de l'inflammation, une augmentation des taux de RANKL dans la moelle osseuse est
observée et va participer a une augmentation de la différenciation ostéoclastique.

La fixation du RANK-L sur son récepteur induit des cascades de signalisation se traduisant par
I’activation de la voie NFkb (Jimi et al 2005). Ce facteur de transcription gére I'expression de
nombreux genes impliqués dans la régulation immunitaire et inflammatoire. Linduction de
I’expression de NFkb va permettre |’expression des cytokines pro-inflammatoire (tel que I'IL-
lbeta et le TNFa) mais aussi les molécules d’adhésion (VCAM-1 ; ICAM-1) impliquées dans
I'interaction des cellules immunitaires avec leur environnement.

Ce facteur de transcription NFkb a aussi été associé a |'ostéoclastogénése. Dans les modeéles
d’arthrite, une élévation des niveaux des taux de NFkb dans la synovie est synonyme de
maladie. De plus, I'inhibition de I'expression de ce facteur de transcription est associée a une
diminution de la différenciation des ostéoclastes (Li et al 2002). Lorsque les cellules T CD4+
sont inactives, le facteur NFkb est maintenu dans le cytoplasme. L'activation des cellules T
CD4+ va induire une translocation du facteur dans le noyau et I'activation des génes de
I'inflammation. La signalisation NFkb est centrale dans la régulation des réponses
développementales et immunologiques. Des dérégulations de cette voie conduisent a la
mise en place de maladies telles que le cancer ou encore les maladies inflammatoires
chroniques. Il existe deux types de voies d’activation. La voie canonique fait intervenir les
protéines p50 et p65 alors que la non-canonique passe par le couple p100/RelB. L’activation
des voies de transcription impliquées dans l'inflammation et dans la différenciation des
ostéoclastes est sous le controle de la canonique de NFkb.

De facon étonnante, les patients atteints de perte osseuse présentent une élévation des
taux d’OPG ainsi que des cytokines anti-ostéoclastogénique. Cette augmentation semble
intervenir en tant qu’élément de compensation de la perte osseuse ou alors a pour but de la
limiter (Franchimont et al 2004 ; Takayanagi et al 2000).

L’activation des cellules dendritiques par la présence de pathogenes via les TLR conduit a
une élévation de la concentration de RANKL. Tout comme les cellules dendritiques, les
ostéoclastes expriment les TLR. L'interaction entre les TLR et les pathogeénes au niveau des
ostéoclastes va inhiber leur différenciation (Takami et al 2002). De plus, I'activité des TLR sur
les ostéoblastes va induire une augmentation de la production de RANKL et TNFa par ces
derniers contribuant a une augmentation de la formation des ostéoclastes et donc a la
résorption osseuse (Hayashi et al 2003).

Le couple RANK/RANKL va agir au niveau du systéme immunitaire sur les cellules T et les
cellules dendritiques. Cependant, le systeme osseux et notamment les
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ostéoblastes/ostéoclastes sont les principales cibles du couple RANK/RANKL. Les différentes
études ont ainsi présenté le role des cellules T sur I'activité des ostéoclastes et inversement.
Cependant, il est important de noter que I'activité des ostéoclastes va tout d’abord agit sur
les cellules précurseurs des cellules immunitaires, a savoir les cellules souches
hématopoiétiques.

2. Régulation de la niche des cellules souches hématopoiétiques

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les cellules souches hématopoiétiques sont
maintenues dans un équilibre entre cellules activées et cellules quiescentes dans la moelle
osseuse. Afin de permettre leur survie, les cellules sont maintenues dans des
microenvironnements protecteurs ou niches. Ces niches sont composées d’'une population
hétérogene de cellules comprenant notamment des cellules mésenchymateuses.

a) Les cellules stromales mésenchymateuses

Au sein de la moelle osseuse, les cellules mésenchymateuses vont étre centrales dans la
niche des cellules HSCs. Il a été décrit 2 niches principales : la niche endostéale et la niche
périvasculaire. Pendant de nombreuses années, la niche endostéale a été décrite comme la
niche permettant le maintien des cellules quiescentes a long terme. La niche endostéale,
proche de I'os, est composée des ostéoblastes, des ostéoclastes et des cellules souches
mésenchymateuses CD45- Scal- CD51+ (Lévesque et al 2010).

Ces cellules permettent le maintien des cellules dans un état indifférencié. Le maintien des
cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse est dépendant de CXCL12. Parmi
les cellules mésenchymateuses, une petite population de cellules réticulaires produit de
grandes quantités de CXCL12 (CAR cells : CXCI-12 abondant reticular cells) et est nécessaire
au maintien des cellules souches hématopoiétiques (Sugiyama et al 2006,2012). Les cellules
CAR permettent le maintien des cellules souches hématopoiétiques les plus quiescentes et
avec le potentiel de différenciation le plus important (Omatsu et al 2010). La déplétion
spécifiqgue de ces cellules conduit a une diminution des cellules souches hématopoiétiques
dans la moelle osseuse (Scadden et al 2012). Outre les cellules CAR, les cellules Nestin+
participent a I'organisation de la niche. Ces cellules interagissent avec les fibres nerveuses et
permettent I'intégration de ces signaux au niveau médullaire (Mendez-ferrer et al 2010).
Décrites comme des cellules Scal+ CD140+ CD51+ elles sont situées a proximité des
vaisseaux sanguins (Ding et al 2012). Les cellules CAR et Nestin+ participent a I'organisation
de la niche dite périvasculaire. Cette niche a longtemps été considérée comme la niche des
cellules HSC activées (Morikawa et al 2009). Cependant, depuis quelques années, cette niche
est décrite comme la seule niche des cellules souches hématopoiétiques avec des extensions
vers la partie corticale de I'os (Morrisson and Scadden 2013). Les cellules mésenchymateuses
vont agir en tant que précurseur des cellules osseuses mais aussi vont avoir une action
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propre au niveau des cellules HSCs permettant ainsi un bon fonctionnement de
I’'hématopoiese.

Outre leur sécrétion de chimiokines et cytokines, les cellules mésenchymateuses expriment
a leur surface des intégrines telles que I'ostéopontine qui va participer a lI'interaction des
HSCs avec leur niche.
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Figure 10: Les niches des cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques sont maintenues dans deux niches principales; la niche
endostéale a proximité de I'os et la niche périvasculaire. Au sein de ces niches, les cellules stromales
mésenchymateuses produisent des chimiokines et cytokines nécessaires a la régulation des HSCs. De
facon intéressante, les ostéoblastes produisent aussi ces facteurs et sont importants dans la
régulation des HSCs. Les ostéoclastes vont quant eux produire des MMP9 et I’'enzyme cathepsine K
induisant le clivage des facteurs de rétention des HSCs et participant a leur mobilisation. (D’apres
Mansour et al 2011, Kollet et al 2006, Mercier et al 2012).

b) Les ostéoclastes

D’autres cellules participent a la régulation des niches des HSCs. Ainsi, les études faites sur
les modeles ostéopétrose ou d’ostéopénie ont montré que l'activité des ostéoclastes est
associée a une mobilisation des HSCs (Blin et al 2012). De plus, I'absence d’activité
ostéoclastique telle que dans les modeles d’ostéoprétrose est associée a une dérégulation
de I'hématopoiese médullaire qui est absente et relocalisée partiellement au niveau
splénique (Kollet et al 2006). De plus, certaines maladies inflammatoires sont associées a
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une perte osseuse importante. Dans ces modeéles tels que les souris injectées au RANK-L, on
observe une perte osseuse importante associée a une augmentation du nombre et de
I'activité ostéoclastique. Chez ces souris, I’'hématopoiese est dérégulée. Ainsi, on observe
aussi une augmentation de cellule précurseur des ostéoclastes tels que les monocytes. Ce
phénotype peut étre lié soit a une augmentation du recrutement des monocytes dans la
moelle osseuse, soit a une augmentation de la mobilisation et différenciation des HSCs. Lors
de la dégradation de la matrice osseuse, les ostéoclastes produisent des enzymes comme la
cathepsine K qui dégradent le CXCL12 et participent ainsi a la mobilisation des cellules
hématopoiétiques (Kollet et al 2006). Ces enzymes dégradent les molécules de liaison des
cellules souches hématopoiétiques avec les cellules mésenchymateuses telles que
I’ostéopontine.

Cependant, bien que participant a la régulation des cellules souches, les études ont montré
que les ostéoclastes n’étaient pas indispensable pour induire la mobilisation des HSCs en
présence de G-CSF (Miyamoto et al 2011).

c) Les ostéoblastes

Les ostéoblastes participent aussi a la structure de la niche hématopoiétique. Ces cellules
sont, avec les ostéocytes, les principaux producteurs de CXCL12. L’ablation spécifique des
ostéoblastes est associée a une diminution de la cellularité médullaire ainsi qu’un arrét de
I’'hématopoiese médullaire (Visnjic et al 2004). Ces cellules semblent donc nécessaires afin
de maintenir une intégrité médullaire. De plus, dans ces modeles murins, il est apparu
rapidement que I'ablation de ces cellules conduit a une diminution du pool de LT-HSC et une
augmentation de ST-HSC. Ces travaux ont mis en avant le réle des ostéoblastes dans la
régulation de la quiescence et de I'auto-renouvellement des HSCs dans la moelle osseuse
(Calvi et al 2003).

d) Les lymphocytes T CD4+ et les cellules souches
hématopoiétiques

Les différentes cellules formant I'architecture de la moelle osseuse interviennent a différents
niveaux dans la régulation de la niche des HSCs. Cependant, d’autres cellules présentes au
sein de la moelle osseuse participent a la régulation de ces niches. Les cellules T régulatrices
sont présentes dans la moelle osseuse et vont participer a la régulation de la réponse
inflammatoire. Les études ont montré que |'ablation des cellules Treg dans la moelle osseuse
est associée a une augmentation de la prolifération des cellules HSCs. De plus, la présence
de cellules Treg bloque la différenciation des cellules HSCs en cellules lymphoides ou
myéloides (Pedroza-Pacheto et al 2016). Ces cellules vont donc permettre le maintien des
HSCs dans un stade quiescent, incapable de répondre aux stimuli externes.
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Dans le cas des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, les cellules Thl et Th17
vont étre associées a une augmentation de la mobilisation et de la différenciation des
cellules souches hématopoiétiques. Les cellules T CD4+ inflammatoires vont avoir deux types
d’action au niveau des cellules souches hématopoiétiques. Tout d’abord, une action directe
via leur sécrétion de cytokines IFNy par les cellules T CD4+ induit une mobilisation des HSCs
et leur différenciation vers la voie myéloides (Griseri et al 2012). De plus, les cellules Th17
inflammatoires produisent du GM-CSF qui induit la différenciation des HSCs en éosinophiles
responsables des dommages cellulaires observés lors des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (Griseri et al 2015).

e) Les agents mobilisateurs des cellules souches
hématopoiétiques

Le G-CSF induit une mobilisation des HSCs en interrompant la signalisation CXCL12/CXCR4 au
niveau des HSCs a différents niveaux. Cette cytokine induit une diminution de I'expression
de CXCR4 par les HSCs induisant une diminution de linteraction des cellules avec leur
environnement (Levesque et al 2003). De plus, cette cytokine induit une diminution de la
production de CXCL12 par les ostéoblastes et bloque leur activité (Semerad et al 2005). Le
traitement au GCSF va favoriser le développement d’un microenvironnement protéolytique
avec la présence de « neutrophil serine proteases » qui vont cliver le CXCI12 de la moelle
osseuse. Le G-CSF agit sur la concentration médullaire sans varier la concentration sérique.
Tous ces effets vont conduire a une mobilisation des cellules HSCs vers la circulation
sanguine (Levesque et al 2002). Outre cette cytokine, des agents synthétiques ont été
développés tels que '’AMD-3100. L’AMD-3100 est un antagoniste du récepteur CXCR4. Cet
agent interrompt la liaison entre le CXCL12 médullaire et son récepteur induisant ainsi une
mobilisation des cellules vers la circulation sanguine.

Les signaux de danger passent par une intégration des signaux adrénergiques au niveau des
cellules souches hématopoiétiques mais aussi au niveau des cellules stromales
mésenchymateuses. En réponse a ces signaux, les cellules MSCs diminuent leur sécrétion de
CXCL12 ce qui va induire une mobilisation des HSCs (Mendez-Ferrer et al 2010). Au niveau
des cellules souches hématopoiétiques, les cellules vont répondre a différents types de
signaux. Ainsi, I'intégration des signaux betal et béta-2 adrénergique permet une sortie de
la quiescence des cellules et leur mobilisation.

3. Interaction entre les cellules osseuses et les cellules T CD4+.

La moelle osseuse est le réservoir des cellules hématopoiétiques que ce soit les cellules
souches mais aussi leurs produits de différenciation, a savoir notamment les lymphocytes T
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CD4+ mémoires. Au sein de la moelle osseuse, les cellules T CD4+ mémoires pathogéniques
et non-pathogéniques vont étre maintenues pendant des années (Nemoto et al 2007).

Mon équipe et d’autres avons montré les interactions entre les cellules osseuses et les
cellules T CD4+ dans la moelle osseuse (Ibafiez et al 2016 ; Rivollier et al 2004). Le role des
cellules osseuses dans la niche des cellules T CD4+ n’est cependant pas établi. Il est
cependant important de noter que les cellules T CD4+ sécrétent des cytokines qui vont agir
les cellules osseuses (ostéoclastes et ostéoblastes).

Les premieres études sur les cytokines inflammatoires ont montré le réle de I'lL-1B. Cette
cytokine considérée comme ostéolytique du fait de son potentiel sur la résorption osseuse
participe a la résorption osseuse in vivo en augmentant |'ostéoclastogénese. Il a ensuite été
démontré que le TNFa et la plupart des cytokines de la superfamille du TNFa vont elles aussi
participer a la différenciation des ostéoclastes (Suda et al 1999 ; Boyle et al 2003). De plus,
ces cytokines agissent sur les ostéoblastes. L'IL-1 et le TNFa inhibent la synthese de
collagéne par les ostéoblastes et bloquent ainsi I'activité de formation osseuse (Stashenko et
al 1987 ; Centrella et al 1988). Le TNFa va agit tant sur les ostéoblastes que sur les
ostéoclastes. Cette cytokine participe a la formation des ostéoclastes et induit I'apoptose
des ostéoblastes ce qui participer a la perte de la balance osseuse (Jilka et al 1998). Ces
cytokines n’induisent pas la différenciation des ostéoclastes par leur seule expression in vivo.
Ces facteurs solubles vont agir au niveau des cellules mésenchymateuses et des ostéoblastes
afin de permettre leur production du RANK-L, cytokine centrale dans I'ostéoclastogénese.
Cependant, tous les lymphocytes T CD4+ ne vont pas participer a la perte osseuse. Les
cellules Thl, pourtant responsables de nombreuses maladies inflammatoires n’ont pas été
décrites comme responsable de la perte osseuse. Ces cellules produisent deux cytokines
I'IFNy et I'lL-12 dont I'effet anti-ostéoclastogénique a été démontré. Des travaux in vitro sur
les cellules inflammatoires ont montré que les cellules TH17 participent a la perte osseuse
médullaire en produisant du RANK-L (Sato et al 2006), induisant ainsi I'augmentation de la
différenciation des ostéoclastes. Certaines cytokines n’ont pas une action définie sur la perte
osseuse. Ainsi le TGFB peut avoir un effet pro ou anti-ostéoclastogénique selon les taux
d’expression. Cette cytokine est nécessaire pour la différenciation des cellules T CD4+ naives
en cellules régulatrices et effectrices (Th17). Du fait de cette dualité, cette cytokine est
associée a des profils lymphocytaires différents et donc son association avec les autres
cytokines est capitale pour son effet. Les cellules T effectrices inflammatoires ne sont pas les
seules impliquées dans la régulation de la masse osseuse. Ainsi les cellules régulatrices
produisent des cytokines inhibitrices telles que I'lL-10 ou le TGFB, qui ont été décrites
comme inhibant I'ostéoclastogénése. Les cellules régulatrices vont de plus, inhiber la
différenciation des ostéoclastes grace a des contacts cellules/cellules avec les précurseurs
des ostéoclastes. Cette inhibition passe par la signalisation CTLA-4 qui va compléetement
abolir la différenciation ostéoclastique in vitro (Zaiss et al 2007).
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B. Maladies inflammatoires chroniques et systeme osseux

1. Les maladies inflammatoires chroniques

Les maladies inflammatoires chroniques se caractérisent par une activation maintenue du
systéme immunitaire. Cette activation continue peut induire des dommages cellulaires au
niveau du site inflammatoire mais aussi a un niveau systémique. Ainsi, la perte osseuse
pathogénique est un symptéme majeur des maladies inflammatoires chroniques. Il est
possible de discerner différentes maladies inflammatoires. Tout d’abord les maladies
inflammatoires ol la perte osseuse est une conséquence locale (Kong et al 1999) et d’autres
ou cette perte correspond a une réponse systémique et ou le site inflammatoire se trouve a
distance des structures osseuses (Tilg et al 2008 ; Wakkach et al 2008).

La polyarthrite rhumatoide est I'affection rhumatoide la plus répandue parmi les maladies
rhumatoides. Elle correspond a une réaction inflammatoire au niveau des articulations et est
associée a une perte osseuse importante a proximité. L'inflammation au cours de cette
maladie se situe au niveau des membranes synoviales. Lors de la maladie on observe une
sécrétion excessive de liquide synovial associée a un épaississement de la membrane
synoviale. L'inflammation conduit a des gonflements des articulations, des douleurs mais
aussi a la libération d’enzymes délétéres pour I'os. La plupart des études sur l'interaction de
I'os avec le systeme immunitaire ont été faites dans le contexte de I'arthrite rhumatoide.
Dans cette maladie, bien que le site inflammatoire soit localisé a proximité des articulations
au niveau de la synovie, il s’agit d’'une maladie inflammatoire systémique. La polyarthrite
rhumatoide est une maladie inflammatoire caractérisée par la présence de cellules T CD4+
Th17. Une des conséquences majeure de la maladie est une perte osseuse observée dans ces
maladies est dépendante de la population lymphocytaire Th17 productrice d’IL-17. En effet,
cette cytokine inflammatoire va induire une augmentation de la différenciation
ostéoclastique au niveau de la moelle osseuse.

La synovie des patients arthritiques est riche en cytokines inflammatoires (TNFa et IL1) et
induisant la différenciation des ostéoclastes. Ces différents éléments conduisent a
I'augmentation de la différenciation des ostéoclastes au niveau de I'os et a une perte
osseuse. De facon intéressante, il a été démontré la présence de cellules CD4+ RANKL+ dans
la synovie des patients (Kotake et al 2001). Ces cellules vont participer a la perte osseuse en
favorisant la balance RANKL/OPG en faveur de la sécrétion de RANKL.

Les maladies rhumatoides ne sont pas les seules maladies se caractérisant par une atteinte
osseuse. Ainsi, les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques telles que le
lupus, le diabete ou encore les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin présentent
dans une certaine mesure une perte osseuse. Ces maladies systémiques se caractérisent par
une inflammation systémique dont le site inflammatoire est localisé a distance du tissu
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osseux. Le lupus érythémateux se caractérise par une perte de la tolérance des cellules T et
B envers les antigenes su soi. Un des symptomes de cette maladie est, comme dans le cas de
I'arthrite rhumatoide, une infiltration de la synovie par les cellules inflammatoires et un
épaississement de la membrane synoviale (Kalla et al 1993). Cette maladie est due a des
concentrations importantes d’IFNa qui participent a la pathogénicité de la maladie.
Cependant, cette cytokine a été décrite comme inhibitrice de la différenciation
ostéoclastogénique en bloquant la différenciation des monocytes. Cette cytokine pourrait
expliquer le phénotype réduit de perte osseuse observée chez les patients atteints de lupus.
La perte osseuse observée pourrait donc étre une conséquence de l'inflammation
généralisée des patients et a la présence d’autres cytokines inflammatoires ayant un
potentiel ostéoclastogénique (Bultink et al 2005).

Contrairement au lupus et a l'arthrite rhumatoide, les patients atteints de maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (IBD) ne présentent pas une inflammation de la
synovie. Ces patients présentent quand méme une perte osseuse importante qui peut
conduire a une ostéoporose dans les cas les plus graves. |l a été observé une augmentation
des taux des cytokines pro-ostéoclastogéniques dans le sang des patients atteints (Turk et al
2009). De plus, des études sur les modeles murins de la maladie ont mis en avant que les
cellules T pathogéniques CD4+ responsables de [linflammation intestinale étaient
maintenues dans la moelle osseuse (Nemoto et al 2009). Une rémission de la maladie est
souvent associée a une augmentation de la densité osseuse (Reffitt et al 2003).

Tous ces travaux ont permis de mettre en évidence une interaction importante entre les
cellules T CD4+ et la perte osseuse observée lors des maladies inflammatoires.
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Figure 11: Remodelage osseux dans des conditions pathogéniques

Dans des conditions pathologiques, on observe une augmentation de la production de RANKL par les
ostéoblastes, les cellules T CD4+ activés et les cellules MSCs. L'augmentation des concentrations de
RANKL permettent une formation accrue d’ostéoclastes. Les ostéoclastes formés accélerent la
résorption osseuse et participent a la perte osseuse observée lors des maladies inflammatoires
chroniques.

2. Cellules T CD4+ mémoires pathogéniques dans la moelle
osseuse

Les cellules T représentent environ 3% des cellules de la moelle osseuse. Les études sur les
cellules T ont montré que la majorité des cellules CD4+ présentent dans la moelle sont des
cellules activées voire mémoires. Les travaux de Nemoto et al (2012) ont montré que la
production d’ll-7 par les MSCs de la moelle osseuse permet le maintien des cellules T
pathogéniques dans la moelle osseuse.

La présence d’IL7 va permettre I'activation des cellules T CD4+ et des macrophages (Van
Roon et al 2005) ainsi que la production des cytokines inflammatoires. L'IL-7 va aggraver les
symptomes des maladies inflammatoires en induisant la sécrétion de RANKL par ces cellules
mésenchymateuses mais va aussi induire la fusion et différenciation des macrophages (Chen
et al 2013). De plus, la présence d’IL-7 va permettre la survie a long terme des cellules
mémoires CD8+ dans la moelle osseuse (Cui et al 2015).
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L'interaction des cellules T avec la matrice extracellulaire va fournir des signaux activateurs
permettant leur production d’IL-17. Cette interaction est possible grace a la multitude de
récepteurs de la matrice présents sur les cellules T CD4+. Ainsi, I'intégrine a2B1 va permettre
sa liaison a la matrice et son activation. Cette intégrine va interagir avec 'lL7R et participer a
I'activation de cellules pathogéniques et a la perte osseuse observée lors de I'arthrite (El
Azreq et al 2015).

Depuis quelques années, les cellules Th17 ont été montrées comme centrales dans la perte
osseuse. De plus en plus d’études ont démontré la plasticité des cellules Treg vers un profil
inflammatoire Th17. Ainsi, les cellules FoxP3+ CD25- peuvent se redifférencier en cellules
Th17 lorsqu’elles sont stimulées par des cytokines inflammatoires. La plasticité de ces
cellules va participer a une augmentation de la perte osseuse observée lors de |'arthrite.
Cependant, le role de I'lL-17 ne peut pas étre associée avec certitude avec la maladie
inflammatoire et a la perte osseuse (Pacifici et al 2016).

Afin de lutter contre les symptomes différents traitements ont été mis en place afin de
bloquer les cellules T mais aussi la perte osseuse.

3. Traitement de la perte osseuse pathogénique

La perte osseuse pathologique est un vrai probleme de santé publique. En effet, elle induit
une élévation du risque de fractures mais aussi I'altération des conditions de vie. Afin de
limiter la perte osseuse, différents traitements ont été développés.

Les traitements ont ciblé les cellules responsables de la perte osseuse a savoir les
ostéoclastes. Les premiers traitements ont été développés dans les années 1980 et sont
basés sur l'utilisation de petites molécules, analogues non hydrolysables de PPi ; les
bisphosphonates (Gertz et al 1993). Ces molécules vont se lier aux cristaux d’hydroxyapatite
de la matrice osseuse et vont bloquer la résorption osseuse. Elles vont avoir différents
niveaux d’actions ; moléculaires, cellulaires et enfin métabolique (Breuil et al 2002). Une fois
fixés a la matrice osseuse, les bisphosphonates vont étre ingérés par les ostéoclastes lors de
la résorption osseuse. |l existe différentes générations de bisphosphonates. Les
bisphosphonates de premiére génération (ex clodronate), les non-amino bisphosphonate,
sont de petites molécules qui sont incorporées dans les molécules d’ATP néo-formés. Ces
molécules n’ont pas la capacité d’étre hydrolysé et vont s’accumuler dans les ostéoclastes
induisant I'apoptose des cellules en interrompant les processus cellulaires dépendant des
concentrations d’ATP (Russel et al 2008). Les bisphosphonates de deuxieme et troisieme
génération sont composés d’'un noyau azoté et sont caractérisés comme amino-
bisphosphonates. Ces molécules au contraire des bisphosphonates de premiére génération
n’induisent pas I'apoptose des ostéoclastes. En effet, une fois internalisée, ces molécules
vont inhiber I'enzyme farnesyl pyrophsophate synthase, enzyme nécessaire a la prénylation
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des petites protéines G (Kavanagh et al 2006). L’absence de prénylation de ces protéines va
induire une absence de remodelage du cytosquelette et donc une absence de formation de
la zone de scellement. Ainsi, les ostéoclastes perdent leur capacité a se fixer a la matrice
osseuse et par conséquent a la résorber (Sato et al 1990). De plus, les bloqueurs de
troisieme génération, notamment I'acide zolédronique, ont été décrit comme agissant sur le
recrutement et la fusion des précurseurs des ostéoclastes (Wolf et al 2006). Ainsi, les études
in vitro de ces molécules ont montré une inhibition de la prénylation des petites protéines G
chez les monocytes, induisant une absence de fusion de ces cellules. En effet, cette étude a
montré gu’en présence d’acide zolédronique, il y a une augmentation de la proportion des
cellules avec des marqueurs de cellules naives.

De plus, outre |'effet direct des bisphophonates sur les ostéoclastes et leur précurseurs, ces
drogues induisent la sécrétion d’OPG par les ostéoblastes, et bloquent leur sécrétion de
RANKL (Colucci et al 1996). Au niveau systémique, les bisphosphonates vont modifier les
taux de calcium sériques. Cette élévation des concentrations calciques induit la sécrétion de
calcitonine afin d’inhiber la résorption osseuse. Un des effets secondaires du traitement a
long terme des bisphosphonates est une ostéonécrose correspondant a une nécrose de I'os
suite a une infection en général. Le lien entre les traitements aux bisphophonates et cette
maladie reste encore sujet a controverse mais serait lié a des problemes de vascularisation
des os suite aux traitements. Cette ostéonécrose se caractérise par I'absence d’ostéoblastes
associée a une augmentation du nombre de cellules inflammatoires T CD4+.

Malgré les effets secondaires liés a I'utilisation des bisphosphonates, ces molécules restent
le meilleur traitement afin de lutter contre la perte osseuse. En effet, d’autres traitements
ont été mis en place afin de bloquer I'activité des ostéoclastes mais s’accompagnent de
nombreux effets secondaires. Ainsi, la calcitonine, hormone sécrétée par la glande thyroide,
a été utilisée depuis quelques années comme traitement de la perte osseuse. Cette hormone
va inhiber I'expression du récepteur RANK a la surface et va ainsi diminuer la fusion et
différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes. Cette hormone va agir tant sur les
précurseurs des ostéoclastes que sur les ostéoclastes matures (Tian et al 2015). Cependant,
les injections de calcitonine s’accompagnent de nombreux effets secondaires et sont par
conséquent peu utilisé en thérapeutique.
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IV. La maladie de Crohn : modele d’étude de I'ostéoimmunologie

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (IBD) sont des affections pouvant
toucher l'intégralité du tractus digestif. Il existe deux maladies majeures ; la recto-colite ne
touchant que le colon et la maladie de Crohn (MC) qui peut se développer sur I'intégralité du
tube digestif. Ces maladies associent une inflammation systémique due a I'activité des
cellules T CD4+ et une perte osseuse importante. Ces maladies représentent ainsi un bon
modele d’étude de I'ostéoimmunologie. Dans cette partie, ma discussion se portera sur la
maladie de Crohn.

A. Description de la maladie

La maladie de Crohn a été décrite pour la premiere fois par le Dr B Crohn en 1932. Elle
appartient au groupe des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin et se caractérise
par une inflammation du tube digestif. Contrairement a la recto-colite hémorragique ou
I'inflammation se concentre au niveau du colon, la maladie de Crohn peut affecter
I’ensemble du tractus digestif depuis la bouche jusqu’a I'anus. Il a été décrit 5 types de
maladie de Crohn selon la zone affectée ; l'iléocolites, I'iléite, gastroduodénal, jéjunoiléite et
la colite granulomateuse. L'iléocolite est la forme la plus courante de la maladie de Crohn, et
affecte environ 40% des patients. Quelques soit la zone affectée, les symptomes de la
maladie sont les mémes, a savoir des douleurs abdominales, des crampes, de la diarrhée,
une perte de I'appétit et du poids.

La maladie est en général détectée chez le jeune adulte entre 15 et 35 ans. Elle affecte les
hommes et les femmes avec la méme incidence. Cette maladie se déclare dans les pays
industrialisés avec une incidence de 4-5 pour 100 000 habitants (chiffre AFA 2015) et affecte
environ 120 000 personnes en France. Cette maladie évolue par poussées alternant des
phases de crises suivies par des phases asymptomatiques.

La plupart des symptomes observés dans lors de la maladie de Crohn sont dus a un
déreglement du systéme immunitaire. Ainsi, cette maladie est associée a une augmentation
des populations Thl et Th17 au sein de l'intestin. Ces cellules vont induire de nombreux
dommages intestinaux et vont libérer des cytokines inflammatoires induisant la mise en
place d’une réponse systémique de l'individu.

De nos jours, cette maladie n’a pas de traitement définitif. Il existe des traitements afin de
limiter les symptomes de la maladie. Tout d’abord, les anti-inflammatoires tels que les
corticoides qui s"accompagnent cependant de nombreux effets secondaires (hypertension,
ostéoporose...). La deuxieme phase de traitement consiste a [I'administration
d’'immunosuppresseurs tels que les anti-TNF qui bloquent les réponses du systéme
immunitaire adaptatif (Ramos de Mattos et al 2015). Ces traitements s’accompagnent
d’autres médicaments qui vont chercher a limiter les autres symptémes comme les anti-
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diarrhéiques. On peut dissocier deux types de traitements ; le traitement de poussées qui va
permettre de remettre le tube digestif au repos pendant la poussée et le traitement
d’entretien qui va chercher a limiter le plus possible I'apparition des poussées.

Outre les traitements médicamenteux, les patients sont soumis a un régime alimentaire
strict afin de limiter I"apparition des signes de la maladie. Dans les cas les plus graves de la
maladie, des traitements chirurgicaux peuvent étre mis en place afin d’exciser les parties
intestinales lésées.

Bien que touchant une proportion importante de la population, les causes de la maladie ne
sont toujours pas élucidées.

B. Les causes de la maladie

La maladie de Crohn est une maladie multifactorielle associant une part génétique et une
part environnementale.

1. Les causes immunitaires

La maladie de Crohn est sous le controle des réponses immunitaires. Les études ont ainsi
montré que les cellules CD4+ vont diriger la réponse immunitaire au sein de I'organisme. Au
cours de cette maladie, les cellules T CD4+ vont avoir un rdle central dans I'organisation des
réponses inflammatoires. Ces cellules vont produire les différentes cytokines responsables
des dégats cellulaires et vont aussi participer a I’activation des cellules du systeme inné.

a) La réponse Th1l

La maladie de Crohn a été décrite pendant des années comme une maladie ayant une
composante Thl. En effet, les premieres études de la maladie ont décrit la présence d’une
population T CD4+ IFNy+ prédominante dans la lamina propria des souris malades (Powrie et
al 1994). De plus, les anticorps bloquant I'IFNy ou l'injection de cellules Tbet ko vont
empécher le développement de la maladie chez les souris (Powrie et al 1994). Les cellules
Thl ainsi produites vont participer a I'inflammation intestinale grace a leur production
d’IFNy qui permet I'activation des neutrophiles induisant ainsi des dommages intestinaux.

b) La réponse Th17

Les cellules Th17 ont été décrites récemment pour leur implication dans le développement
de la maladie de Crohn. Ces études ont montré que cette population est nécessaire au
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développement de la maladie. Ainsi, les travaux ont montré la présence de cellules Roryt+
dans la lamina propria de patients et de souris atteints de la maladie de Crohn. L’IL-23
produit par les cellules T CD4+ participe a la production des cytokines inflammatoires IL-6 et
IL-17 responsables des signes cliniques de la maladie et de la survie des cellules Th17 (Ahern
et al 2010). La découverte de la cytokine IL-23 a partiellement remis en question le role des
cellules Thl dans la maladie. En effet, I'IL-23 va interagir avec son récepteur et va participer
a la différenciation des cellules Th17. Cette cytokine est composée de deux sous unités, la
protéine p19 et la protéine p40. De fagon intéressante, I'lL-12 partage dans sa structure la
protéine p40 avec I'lL-23. De plus, le blocage de la signalisation via la protéine p40 ou p19
inhibe le développement de la maladie alors que le blocage de la signalisation de I'lL-12
n’induit pas un arrét de la maladie (Murphy et al 2003). La production d’IL-23 est associée a
la pathogénie des cellules Th17 et est devenue une cible intéressante dans la lutte contre
cette maladie. L'IL-23 permet une plasticité des cellules Th17 vers un profil similaire a celui
des cellules CD4+ Th1, en produisant de I'IFNy.

Cependant, aucune étude n’a pu mettre en avant le réle essentiel de la cytokine IL-17 dans
le développement ou le maintien de la maladie. De plus, I'inhibition de la signalisation de
I'lL-17 ne permet pas d’inhiber le développement de la maladie (Fuss et al 2011 ; Hueber et
al 2012). Tous ces résultats laissent supposer une interaction entre les cellules Thl et Th17
afin de permettre la mise en place de la maladie.

2. Les causes génétiques de la maladie

La part génétique de la maladie a été mise en évidence rapidement du fait de I'apparition de
nouveaux patients au sein de familles dites a risque, c’est-a-dire possédant déja un ou
plusieurs membres atteints. D’autre part, des études sur des jumeaux monozygotes ont
montré une similitude de symptémes entre les deux patients, ainsi que I'augmentation par
800 du risque d’apparition de la maladie chez un membre du couple si I'autre partenaire est
atteint (Kaser et al 2010). De plus, les études ont montré que la maladie de Crohn peut
résulter de la mutation d’un seul gene comme dans le cas le modéle murin de la maladie
déficient pour I'Interleukine 10 (Kuhn et al 1993).

Des études GWAS ont montré I'existence de génes de susceptibilités chez les patients. Les
premieres études ont montré que des mutations de génes dans la voie NOD (impliqués dans
la réponse immunitaire innée) sont associées avec une augmentation de la susceptibilité
d’apparition de la maladie (Zhang et al 2009). D’autres études ont pu montrer que les
mutations dans les genes impliqués dans la différenciation des cellules T CD4+ (locus 1L23)
ou encore dans la réponse innée induisent une augmentation de la susceptibilité
d’apparition de la maladie.
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La répartition mondiale des patients a montré que les pays industrialisés et notamment
certaines ethnies avaient une plus grande susceptibilité de développer la maladie. Ces
résultats ne nous permettent pas d’exclure une part environnementale dans le
développement de la maladie.

3. Les causes environnementales

La relation entre la flore bactérienne et la maladie de Crohn est complexe. En condition
physiologique, la flore bactérienne est composée de plus de 400 especes bactériennes
réparties en deux grandes familles. Ces bactéries tapissent la paroi de I'intestin et du colon
et participent a la régulation de la réponse immunitaire. La flore bactérienne est régulée par
différents facteurs qui permettent la bonne santé de l'individu. Ainsi, certaines bactéries
commensales vont avoir un effet favorable pour I'individu alors que certains participent a
I'induction de la maladie. Ainsi, des études ont montré qu’une dysbiose et notamment une
augmentation de certaines populations bactériennes telles que Helicobacter pilori sont des
facteurs favorisant la mise en place de la maladie de Crohn (McCoy et al 2015 ; Omenetti et
al 2015).

De plus, les études de Dianda (1997) ont montré que I'absence de flore bactérienne chez les
souris rend impossible d’induire la mise en place et le maintien de la maladie inflammatoire
chronique de l'intestin. Ainsi, le transfert d’'une flore bactérienne chez ces souris permet la
mise en place d’'une réponse immunitaire et la mise en place de la maladie.
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C. La perte osseuse lors de la maladie de Crohn

Les observations cliniques de la maladie de Crohn ont trés précocement associé la perte
osseuse comme étant un des symptomes majeurs de la maladie. Ainsi, les travaux de
Compston (1987) ont mis en évidence que les patients atteints présentaient une
susceptibilité plus importante de développer des fractures et des atteintes vertébrales. De
nos jours, I'ostéopénie voir I'ostéoporose dans les cas les plus séveres atteint une prévalence
pouvant aller jusqu’a 57,6% des patients. Les études ont montré que la perte osseuse lors de
la maladie de Crohn provenait d’'un déréglement du remodelage osseux en faveur d’une
augmentation de I'activité des ostéoclastes (Oostlander et al 2012).

Les premiéres études sur la perte osseuse dans la maladie de Crohn ont montré que les
traitements corticoides affectaient la masse osseuse en diminuant I'activité des ostéoblastes
et en bloquant la réabsorption du calcium dans I'os (Reid et al 1990). De plus, ces
traitements agissent sur la balance osseuse en induisant la production de la cytokine
centrale dans la régulation osseuse; le RANKL. En effet, les observations cliniques ont
rapidement démontré une augmentation de RANKL dans les premiers jours suivant le début
du traitement aux corticoides. De fagon intéressante, ce taux semble revenir a des taux
correspondant a ceux d’un patient sain dans les mois qui suivent le traitement. Cependant,
une élévation du taux d’OPG proportionnelle a la perte osseuse est observée chez les
patients, telle une mise en place d’un mécanisme de compensation afin de limiter la perte
osseuse. Cependant, cette réponse n’est pas suffisante pour empécher le développement
des symptomes (Moschen et al 2005).

Les observations cliniques ont associé ostéoporose et un certain nombre de facteurs de
risques. Ainsi avant d’incriminer la part inflammatoire, d’autres facteurs de susceptibilité ont
été développés regroupant a la fois des facteurs environnementaux tel que le tabac ou les
traitements corticoides a des causes plus intrinseques tel que I'dge, le sexe ou encore une
susceptibilité génétique. Il est rapidement apparu que bien que ces facteurs puissent
participer au développement de la perte osseuse, la principale cause de la maladie est
d’origine inflammatoire. Des études récentes ont mis en avant un lien possible entre
I'inflammation et la perte osseuse. En effet, les traitements anti-inflammatoires tels que les
anti-TNF sont associés certes a une diminution de I'inflammation systémique mais de facon
intéressante a une diminution de la perte osseuse. Des mesures de densité osseuse de
patients traitées ou non aux anti-TNF ont démontré une perte osseuse plus importante chez
les patients exempts de traitements (Manara et al 2015).

Les cellules T CD4+ sont responsables de I'inflammation observée lors de la maladie de
Crohn. Les études ont montré que ces cellules CD4+ inflammatoires produisaient du RANKL
participant ainsi a la différenciation des ostéoclastes (Kong et al 1999). De plus, notre équipe
a montré que, in vivo, les cellules T CD4+ induisaient la différenciation des cellules
dendritiques en ostéoclastes (Wakkach et al 2008). Les études d’El-Azreq et al (2015) ont
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montré que des injections répétées d’IL-7 induisaient une augmentation du nombre de
cellules T CD4+ TH17 dans la moelle osseuse. En effet, I'IL-7 ayant été décrite comme une
cytokine nécessaire au maintien des cellules CD4+ dans la moelle osseuse, des taux élevés de
cette cytokine contribue a un maintien de cette population dans la moelle osseuse. La
production de cette cytokine par les cellules stromales mésenchymateuses permet de
maintenir la population T CD4+ pathogénique dans la moelle osseuse et contribue a la
perpétuité de la maladie (Watanabe et al 2012). Cette population semble participer a la
perte osseuse observée chez les souris injectées.

De plus, mon équipe a montré que dans des conditions inflammatoires, les cytokines
inflammatoires, et notamment I'IL-17, participent a la différenciation d’ostéoclastes
inflammatoires (Ibafiez et al 2016).

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire dont la composante Th1 est centrale.
Bien que de nombreuses études aient montré que I'IFNy avait un effet anti-
ostéoclastogénique, les travaux de Gao et al (2007) ont démontré le r6le des cellules Thl
dans la perte osseuse. Ainsi, ces cellules vont participer a 'laugmentation de la présentation
antigénique favorisant la production de RANKL et donc la différenciation des ostéoclastes.
De plus, le blocage des cellules Th1 n’inhibe pas le développement de la perte osseuse.

De plus en plus de preuves expérimentales ont montré que bloquer I'inflammation
intestinale permet la diminution de la perte osseuse. Ainsi, les travaux de Reffitt et al (2006)
ont montré que les patients en rémission présentaient une augmentation de leur masse
osseuse. De plus, les traitements inflammatoires ont des effets positifs sur la rémission de la
perte osseuse (Franchimont et al 2004). Bien que de nombreuses études décrivent les
cellules Th17 comme participant a la perte osseuse, des travaux récents ont montrés que
I'utilisation d’anticorps anti-IL-17 n’induisait pas une amélioration des symptomes.

De nombreux travaux ont montré le lien entre la perte osseuse et les cellules T CD4+ dans
I'inflammation. Cependant, aucune étude n’a permis de définir avec précision la nature des
cellules CD4+ pathogéniques responsables de la perte osseuse et leur lien avec
I'inflammation intestinale.
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D. Les modeles murins de la maladie de Crohn

Afin d’étudier les mécanismes physiologiques et cellulaires impliqués dans la maladie de
Crohn, des modeles murins ont été mis en place. On peut distinguer les modeles ou la
maladie est due a l'injection de substances toxiques de ceux dont la maladie est sous le
controle de cellules immunitaires. Les différents modeles d’études regroupent les principaux
symptomes de la maladie a savoir une inflammation intestinale d’origine inflammatoire ainsi
gu’une perte osseuse caractérisée.

1. Souris IL10ko

Les cellules régulatrices sont connues depuis de nombreuses années comme étant
impliquées dans la régulation des réponses inflammatoires en agissant notamment sur les
cellules T et les macrophages. La mise au point de souris déficiente en IL10 (Kuhn et al 1993)
a mis en évidence le role des cellules régulatrices dans le controle de la réponse
inflammatoire intestinale. Ces souris développent spontanément une inflammation du colon
associée a une perte de poids en 3 a 6 mois. Ces souris présentent une absence de de
cellules régulatrices fonctionnelles et une augmentation de I'inflammation associée a des
taux importants de cytokines inflammatoires. De plus, ces souris présentent des pertes
osseuses au niveau de la zone alvéolaire de I'os (Al-Rasheed et al 2004). Chez ces souris, les
lymphocytes T CD4+ inflammatoires ont un profil Thl et les traitements anti-inflammatoires
(anti-TNFa) sont capables de limiter la progression de la maladie (Scheinin et al 2003). De
plus, I'apparition d’une colite chez ces souris est associée a une perte osseuse due a une
diminution de I'os cortical les rendant ainsi ostéopéniques.

2. Transfert de ymphocytes T chez la souris immunodéficiente
Raglko

Afin de mieux contrdler I'apparition de la maladie, le modéle de transfert des cellules T CD4+
naives chez les souris immunodéficientes a été mis en place. Ce modele, comme le modele
IL10 ko, associe une inflammation intestinale dépendante de la présence de cellules CD4+
avec une perte osseuse des os longs.

Ce modele de transfert a été développé en 1993. Ce modele consiste a I'injection de cellules
CD4+ naives (CD45RB high) chez des souris immunodéficientes SCID pour Severe combined
Immunodeficiency (Morrissey et al 1993). Ces souris développent ensuite une sévére colite
au bout de 5 semaines environ, associée a la plupart des signes de la maladie a savoir une
perte de poids et une inflammation intestinale. De nos jours, le modeéle a évolué pour
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consister a l'injection de cellules CD4+ naives dans des souris immunodéficientes Raglko ou
Rag2ko (Byrne et al 2005). Comme dans le cas du modeéle de souris IL-10ko, cette maladie se
développe du fait de I'absence de cellules régulatrices. En effet, la co-injection de cellules
naives avec des cellules régulatrices se traduit par une absence de développement de la
maladie (Asseman et al 2000).

Ces modeles d’étude ont permis de mettre en avant le role des cellules Thl et TH17 dans le
développement de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin. L'implication de ces
cellules dans la perte osseuse observée lors de la maladie reste encore a déterminer.
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Objectifs du travail de these

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin sont des affections immunologiques
associant une dérégulation immunologique et une perte osseuse pathogénique. La moelle
osseuse est un organe lymphoide central dans la réponse immunitaire. Tout d’abord, c’est
au sein de la moelle osseuse que sont produites les cellules du systeme immunitaire. De
plus, la moelle osseuse est un organe de réserve des cellules CD4+ mémoires. Les cellules
CD4+ mémoires régulent et coordonnent la réponse immunitaire. Au cours de ma these, j'ai
cherché a comprendre le lien entre I'inflammation systémique et la perte osseuse observée
lors des maladies inflammatoires chroniques. En effet, j’ai cherché a déterminer la ou les
cellules CD4+ responsables de la perte osseuse observée lors de la maladie. De plus, nous
nous sommes intéressés a |'effet de I'augmentation de I'activité des ostéoclastes sur le
systéme immunitaire.

Les cellules CD4+ mémoires sont les cellules orchestrant la réponse immunitaire. Ces cellules
sont retrouvées dans la moelle osseuse tout au long de la maladie et permettent aux
maintiens des signes cliniques de la maladie. Au cours de ma these, jai participé a la
caractérisation d’'une population mémoire CD4+ Th17TNFa+ présente dans la moelle
osseuse de souris malades, permettant de lier les systémes immunitaires et osseux.

La perte osseuse observée lors de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin est due a
une augmentation de I'activité des cellules résorbant I'os, les ostéoclastes. L’activité de ces
cellules participe a la régulation de la niche des cellules souches hématopoiétiques dans des
conditions physiologiques. Les cellules souches hématopoiétiques sont les cellules
progénitrices de I'ensemble des cellules sanguines (lymphoides et myéloides). Lors de la
maladie inflammatoire, on observe une augmentation de l'inflammation systémique
corrélée avec une augmentation des cellules inflammatoires. Ainsi, lors de la deuxiéme
partie de ma these je me suis intéressée a l'effet de l'activité du systéme osseux sur
I'inflammation lors de la maladie de Crohn. Nous avons ainsi pu montrer |'effet de I'activité
des ostéoclastes sur la niche des cellules souches hématopoiétiques a |'origine des cellules
inflammatoires.
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Résultats

L. Identification et caractérisation d’'une population T CD4+
ostéoclastogénique liant la perte osseuse et I'inflammation intestinale

A. Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin sont des affections inflammatoires dont
I'une des conséquences cliniques observées est une perte osseuse. Dans ces maladies, les
observations cliniques ont montré que pres de 40% des patients présentent une perte
osseuse pouvant conduire a une ostéoporose dans les cas les plus graves (Tigl and al 2008,
Ootlanders and al 2012).

La perte osseuse observée dans ces maladies provient d'une augmentation de Ia
différenciation et de I'activité des cellules responsables de la résorption osseuse; les
ostéoclastes. Ces cellules sont issues de la fusion des cellules myéloides; monocytes et
cellules dendritiques (Boyle et al 2003 ; Rivollier et al 2004). La différenciation des
ostéoclastes est dépendante de la présence de deux cytokines majeures; le RANKL et le
MCSF. Ces cytokines sont produites par les cellules mésenchymateuses mais aussi par les
ostéoblastes (Calvi et al 2003 ; Simonet et al 1997). Les études ont montré que les cellules
mésenchymateuses ne sont pas les seules responsables de I'activité ostéoclastique. Ainsi, le
systéme immunitaire est un acteur majeur dans cette différenciation. En effet, la présence
de cellules immunitaires et leur interaction avec les cellules osseuses participent a la
régulation du remodelage osseux.

Le lien entre les cellules osseuses et les cellules immunitaires a été mis en avant grace a
I"utilisation de souris déficientes en RANKL (Kong et al 1999). Cette étude a monté que ces
souris déficientes en RANKL présentent une ostéopétrose ainsi qu’une lymphopénie due a
I'absence du développement des ganglions périphériques. De plus, les travaux de Kotake
(2001), dans des modeles d’arthrite rhumatoide, ont décrit une population T CD4+
inflammatoire produisant du RANKL, présente dans la synovie des patients. L’ensemble de
ces travaux a mis en évidence une interaction entre les cellules immunitaires CD4+ et la
perte osseuse pathogénique. Les études de Sato et al (2006) ont montré le réle inducteur de
la différenciation des ostéoclastes des cellules Th17 différenciées in vitro. Cette étude a
montré qu’au contraire des cellules Thl et TH2 produites in vitro, les cellules Th17 pouvaient
induire la différenciation des monocytes en ostéoclastes. Enfin, les travaux de Wakkach et al
(2008) ont démontré le role des cellules T CD4+ dans la différenciation des cellules
dendritiques en ostéoclastes in vivo. Cependant, aucune étude n’a pu montrer l'interaction
entre la perte osseuse et les cellules immunitaires dans le cas des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin.
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Le but de notre travail a été de déterminer la nature des cellules CD4+ participant a la perte
osseuse observée lors de ces maladies.
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B. Résultats
Description et caractérisation d’'une population T osteoclastogénique dans la
moelle osseuse

Afin de répondre a cette question, nous avons choisi d’utiliser deux modeles murins des
maladies inflammatoires chroniques de lintestin; la souris IL10-/- et la souris Ragl/-
transférée avec des cellules CD4+ naives. Ces souris associent a la fois une inflammation
intestinale et une perte osseuse (Kuhn et al 1993 ; Byrne et al 2005).

Au contraire des souris contrdles, les souris IL10-/- malades présentent une perte osseuse
importante. Cette perte osseuse est associée a la présence d’une population T CD4+
ostéoclastogénique c’est-a-dire ayant la capacité d’induire la différenciation des monocytes
en ostéoclastes (Fig 1).

La découverte de cette population nous a conduits a étudier le phénotype de ces cellules
CD4+. Nous avons caractérisé ces cellules comme étant une population T CD4+ Th17 TNFa+,
absente chez les souris contréles. L’étude du profil transcriptomique des cellules CD4+ 1117+
de la moelle osseuse a confirmé le profil inflammatoire de ces cellules. De fagon
intéressante, cette analyse transcriptomique a montré que les cellules Th17+ de la moelle
osseuse produisent aussi du RANKL la cytokine nécessaire a la différenciation des
ostéoclastes.

Etude des mécanismes d’action des cellules T Th17 TNFa+IFNy-

La maladie inflammatoire chronique de l'intestin est associée a une augmentation de la
production d’IL-7 par les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse. Nous
avons montré que I'lL-7 produit par ces cellules permet le maintien du profil Th17 des
cellules CD4+.

D’autre part, nous avons montré que ces cellules TH17 induisent la sécrétion des
chimiokines nécessaires au recrutement des progéniteurs des ostéoclastes (MIP1a/MCP1)
par les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse. De plus, les cellules Th17
participent a la production de RANKL par les ostéoblastes exacerbant la différenciation des
ostéoclastes.

Description d’une population Th17 TNFa chez I’homme

Nous avons décrit une population CD4+ Th17 TNFa présente dans le sang des patients
atteints de la maladie de Crohn. Nous avons montré que ces cellules ont les mémes
caractéristiques que les cellules murines, a savoir la capacité d’induire la différenciation des
ostéoclastes a partir des monocytes. Ces cellules induisent la production de MCP1 et MIP1a
par les cellules mésenchymateuses afin de recruter les monocytes.

73



C. Conclusion et Perspectives

Nos travaux ont permis de définir, pour la premiere fois, une population cellulaire
inflammatoire Th17 TNFa+ IFNy- participant a la perte osseuse lors des maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin dans des modeles murins et chez 'Homme.

Ces cellules Th17 TNFa+ IFNy-, présentes dans la moelle osseuse induisent la différenciation
des ostéoclastes en produisant du RANKL, cytokine nécessaire a la différenciation des
ostéoclastes.

Au cours de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin, la présence de cellules Th17
est associée a la pathogénicité de la maladie (Powrie et al 1994 ; Duhen et al 2013). Ces
cellules Th17 pathogéniques sont produites en présence d’IL23. L'IL23 permet I'expression
d’IFNy+ par les cellules vont étre retrouvées au niveau de la lamina propria des souris
(McGovern et al 2007 ; Geremia et al 2011). Notre étude a confirmé la présence de cette
population Th17 IFNy+ dans la lamina propria des souris malades participant a
I'inflammation intestinale. De fagon intéressante, nous avons mis en évidence que les
cellules CD4+ présentes au niveau de la moelle osseuse ne produisent pas d’IFNy et
produisent de [I'lL17. LIL-17 est la cytokine inflammatoire dont le potentiel
ostéoclastogénique est le plus décrit (Shen et al 2005 ; Van Bezooijen et al 2002). Nous
avons mis en évidence un changement de phénotype entre les cellules Th17 de la moelle
osseuse et celles présentes au niveau du site inflammatoire. Cependant, |'origine de ce
changement n’est pas déterminée. Il est possible qu’il y ait un recrutement spécifique des
cellules Th17 IFNy- dans la moelle osseuse, que I'environnement cellulaire participe a une
perte de I'expression de cette cytokine, mais il est aussi possible que les cellules IFNy+ ne
soient pas maintenues dans la moelle osseuse. L'étude des récepteurs de chimiokines
présents sur les cellules Th17 IFNy+ et IFNy permettrait de comprendre la différence de
localisation des cellules. Il est important de noter que les cellules IL-17+ présentes dans la
moelle osseuse expriment des taux importants de CXCR4. Ce récepteur de chimiokine va
permettre I'interaction des cellules avec le CXCL12. Le couple CXCR4/CXCL12 est central dans
la régulation des cellules souches hématopoiétiques (Pélus et al 2002). Ces chimiokines
pourraient participer au recrutement des cellules cd4+ dans la moelle osseuse.

La cytokine IL-7 a été décrite depuis quelqgues années comme participant a la survie des
cellules CD4+. Ainsi, les travaux de Takahara et al (2013) ont montré que cette cytokine
permet le maintien de ces cellules CD4+ pathogéniques in vitro. De plus, les travaux de
Nemoto et al (2009) ont montré que lintestin n’est pas le réservoir des cellules
pathogéniques responsables du maintien a long terme de la maladie. En effet, la moelle
osseuse sert de réservoir pour les cellules mémoires et I'lL-7 est apparu comme la cytokine
permettant la survie de ces cellules CD4+ (Nemoto et al 2007 ; 2013). Nos résultats quant au
role de I'lL-7 dans la survie des cellules CD4+ Th17 dans la moelle osseuse sont en accord
avec les résultats précédemment publiés. Le maintien du profil Th17 en présence d’IL-7
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laisse supposer un role pathogénique a long terme de cette population lymphocytaire CD4+
Th17 TNFa+. Cependant, la propriété de mémoire a long terme de cette population n’a pas
été démontrée bien que I'étude des marqueurs des cellules CD4+ Th17 TNFa+ présentes
dans la moelle osseuse montre une surexpression du récepteur de I'lL-7. Nous avons aussi
démontré que ces cellules Thl7 de la moelle osseuse n’expriment pas le marqueur Ly6C
décrit comme le marqueur des cellules mémoires a long terme dans la moelle osseuse
(Tokoyoda et al 2009).

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin sont associées a une accumulation des
cellules myéloides dans la moelle osseuse. Nous avons montré que les cellules T CD4+
induisent I'expression de chimiokines MIPla MCP1 par les cellules stromales
mésenchymateuses participant ainsi au recrutement des cellules myéloides dans la moelle
osseuse. Ces cellules myéloides vont se différencier en ostéoclastes exacerbant la perte
osseuse observée lors de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin. De plus, les
travaux de Griseri et al (2012) ont montré que les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin sont associées a une dérégulation de la différenciation hématopoiétique en faveur
de la voie myéloide. La présence de taux important d’IL-7 participe de plus, a la
différenciation des cellules myéloides (Aiello et al 2007). Dans les conditions de stress, les
ostéoclastes ont été décrits comme participant a la régulation des cellules souches
hématopoiétiques en rompant les interactions des cellules hématopoiétiques avec leur niche
(Kollet et al 2006). L'augmentation de I'activité ostéoclastique lors de la maladie chronique
inflammatoire de l'intestin pourrait exacerber la maladie en permettant notamment la
prolifération des cellules souches hématopoiétiques.

Enfin, nous avons mis en évidence la présence d’une population Thl7 dans le sang de
patients atteints de la maladie de Crohn. Nous avons pu montrer la présence de cellules
Th17 CCR6 dans le sang des patients atteints de la maladie Ces cellules sont capables
d’induire la différenciation des monocytes en ostéoclastes. De plus, le marqueur CCR6 a été
décrit comme permettant la migration des cellules dans I'intestin (Péne et al 2007 ; Paulissen
et al 2015). Ces cellules pourraient donc avoir une double fonction; participer a
I'inflammation intestinale mais aussi a I'exacerbation de la maladie en induisant la perte
osseuse.

L’ensemble de ces travaux ont mis en évidence le lien entre I'inflammation intestinale et la
perte osseuse. Nous avons ainsi pu démontrer que des cellules Th17 TNFa produites lors de
la maladie migrent dans la moelle osseuse ou elles induisent le recrutement des cellules
myéloides inflammatoires et leur différenciation en ostéoclastes. Il reste cependant certains
éléments a décrypter. Tout d’abord, I"élucidation des mécanismes de recrutement et de
maintien des cellules T dans la moelle osseuse permettraient la mise au point de
mécanismes de mobilisation de ces cellules et leur élimination. De plus, les cellules T
pathogéniques sont maintenues a long terme dans la moelle osseuse. L'étude des cellules T
CD4+ présentes dans I'IBD laisse supposer que ces cellules ont un phénotype effecteur. Il
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serait intéressant de déterminer d’autres marqueurs afin de caractériser les cellules
mémoires a maintenues a long terme dans la moelle osseuse, responsables de la maladie.

Les cellules CD4+ de la moelle osseuse seraient donc une population cible dans la lutte
contre la maladie inflammatoire chronique de I'intestin.
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ORIGINAL ARTICLE

Bone marrow Th17 TNFo cells induce osteoclast
differentiation, and link bone destruction to IBD

Thomas Ciucci,? Lidia Ibafiez,"? Agathe Boucoiran,”? Eléonore Birgy-Barelli, '
Jérdme Pene,** Grazia Abou-Ezzi," Nadia Arab,” Matthieu Rouleau,
Xavier Hébuterne,?” Hans Yssel *% Claudine Blin-Wakkach,"? Abdelilah Wakkach'-?

ABSTRACT

Objective Under both physiological and pathological
conditicns, bone volume is determined by the rate of
bane formation by ostecblasts and bone resorption by
osteodlasts. Excessive bone loss is a common
complication of human IBD whase mechanisms are not
yet completely understood. Despite the role of activated
Ch4* T cells in inflammatory bone loss, the nature of
the T cell subsets involved in this process in vivo remains
unknewn. The aim of the present study was to identify
the CD4™ T cell subsets involved in the process of
osteodastogenesis in vivo, as well as their mechanism of
action.

Design CD4" T cells were studied in IL10—/— mice
and Rag1—/— mice adoptively transferred with naive
CDACDASRBM T cells, representing two well-
characterised animal models of IBD and in patients with
Crohn's disease. They were phenctypically and
functionally characterised by flow cytometric and gene
expression analysis, as well as in in vitro cocultures with
osteodlast precursors.

Results In mice, we identified bone marrow (BM}
CD4* T cells producing interleukin (IL-17 and tumour
necrosis factor (TNF)-o as an ostecclastogenic T cell
subset referred to as Th17 TNF-a* cells, During chronic
inflammation, these cells migrate to the BM where they
survive in an IL-7-dependent manner and where they
promote the recruitment of inflammatory monocytes, the
main osteoclast progenitors. A population equivalent to
the Th17 TNF-o" cells was also detected in patients
with Crohn's disease.

Conclusions Our results highlight the osteodastogenic
function of the Th17 TNF-&* cells that contribute to
bone loss i vivo in IBD.

To cite: Ciucci T, lbafiez L,
Boucoiran A, et al. Gut
Published Online First:
[please incfude Day Month
Year] doi:10.1136/gutjnl-
2014-306947

INTRODUCTION

I[nflammation is a module of host defence immune
responses against pathogens or danger signals.
Persistence of these responses results in chronic
inflatnmatory diseases that are often associated with
bone destruction even when the inflammatory site is
not the bone, as in IBD or Crohn’s disease (CD).1
[ndeed, bone loss has been reported in more than
40% of patients with [BD and remains a major
extrainitestinal cause of morbidity leading to an
impaired quality of life and productivity.? The
prevalence of osteopenia and osteoporosis in
patients with [BD ranges from 22%-77% to

What is already known on this subject?

» Patients with IBD have an increased risk for
bone loss and fractures.

» Th1 and Th17 cells are involved in the
pathogenesis of IBD.

» in vitro, Th17 cells are able to increase the
differentiation of osteoclasts induced by
exogenous receptor activator of nuclear factor
%B ligand (RANK-L) and macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF).

» We have previously reported that CD4* T cells
contribute to the differentiation of osteoclasts
in vivo in an osteopetrotic mouse model.

What are the new findings?

» The identification of bone marrow (BM) CD4™*
T cells producing interleukin (IL)-17 and tumour
necrosis factor (TNF}-a, but not interferon-y, as
osteoclastogenic T cells, as demonstrated by
their capacity to induce osteoclast
differentiation without addition of exogenous
RANK-L and M-CSF, in two well-characterised
models of IBD.

» Th17 TNF-o* cells induce the expression of
osteoclastogenic factors by BM mesenchymal
stromal cells and the recruitment of
inflammatory monocytes that are osteoclast
precursor cells in the BM.

» IL-7 is essential for the survival of
osteoclastogenic Th17 TNF-a* cells in the BM.

» The presence of an equivalent Th17 TNF-cc*
population in patients with Crohn’s disease.

How might it impact on clinical practice in

the foreseeable future?

» The present study highlights that the BM Th17
TNF-a* population corresponds to an
osteoclastogenesis-inducer population that
maintains a vicious circle linking inflammation
and bone destruction. These cells, therefore,
represent a potential target for innovative
immunotherapeutic strategies against chronic
intestinal inflammation and bone loss.

» Because bone loss is associated with the
pathology of other chronic inflammatory
diseases, these results may also have broader
implications.

CoB",t Article author (or their erfiployery. 2018 Froducedd by BMdJ-Publistiing Group Ltd (& BSG) undﬁgicence.
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17%—41%, tespectively, depending on the populations, location
or study design.”*

Osteoclasts (OCL) are multinucleated cells from the mono-
cyte/macrophage lineage that degrade bone matrix and dynamic-
ally remodel the skeleton.® Bone remodelling is a highly
regulated process involving complex interactions between bone-
forming osteoblasts (OBL) and bone-resorbing OCLs. These
interactions require cell-cell contact, production of cytokines
and the genetation of coupling factors duting bone resorption.”
A precise regulation of this process is a prerequisite for normal
bone homeostasis and an imbalance is often linked to metabolic
bone diseases in humans, such as osteoporosis and inflammatory
bone loss. The generation of OCLs is supported by OBLs that
produce macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and
receptor activator of nuclear factor-k B ligand (RANK-L), the
two essential signals for OCL differentiation from myeloid cells,
such as Inflammatory monocytes, macrophages or dendritic
cells.® ® It has become clear that systemic inflammation induces
high levels of circulating inflammatory immune cells that can
interact with bone cells through multiple pathways and that, in
turn, synergise to cause severe bone destruction, independently
of other possible causcs such as vitamin D and calcium defi-
ciency, or steroid treatment.’® However, the immunological link
between chronic intestinal inflammation and bone destruction is
still poorly understood.

Among these immune cells, activated CD4™" T cells have been
involved in bone destruction associated with chronic inflamma-
tion.!! We have shown that presence of CD4* T cells contri-
butes to the differentiation of OCL in vivo in the pathological
osteopetrotic oc/oc model of mice that are defective in OCL
resorptive function.’”

In vitro differentiated CD4" Th1 and Th2 cells have been
shown to inhibit osteoclast formation through their canonical
production of interferon (IFN)-y and interleukin (IL)-4, respect-
ively.”® By contrast, i vitro differentiated Th17 cells act as an
osteoclastogenic helper T cell subset resulting from their produc-
tion of IL-17.1* IL-17 was associated with increased osteoclasto-
genesis in  chronic inflammation. [L-17 is abundant in
rheumatoid arthritis synovial fluid and stimulate osteoclastogen-
esis by inducing RANK-L expression on OBLs.™® [L-17-deficient
mice are resistant to bone destruction induced by lipopolysac-
charide.’® Otherwise, Qostlander ef al’suggested a particular
role for IL-17 in osteoclastogenesis in patients with CD.
However, despite the implication of CD4* T cells in inflamma-
tory bone loss, the nature of the T cell subsets involved in this
process and how they act i vivo remains unknown.

The aim of the present study was to identify and characterise
such osteoclastogenic Th cells responsible for bone destruction
during chronic intestinal inflammation using two well-
characterised models of [BD with bone destruction, as well as
blood from patients with CD. The results revealed that CD4% T
cells producing [L-17- and tumour necrosis factor (TINF)-ct- but
not [FN-y, are able to recruit osteoclast progenitor cells to the
bone marrow (BM) and to induce osteoclastogenesis, and to
link chronic inflammation and bone destruction thereby main-
taining this vicious circle in IBD.

MATERIALS AND METHODS

Mice

BALB/c IL10—/— and C57BL/é IL10—/— mice were obtained
from the Département de Cryopréservation, Distribution,
Typage et Archivage animal (CDTA, Orléans, France). Clinical
signs of IBD were determined by weight loss, hunching and
diarrhoea which was generally observed in about 60% of mice,

both male and female, irrespective of their genetic background,
4 months after birth, at which time the animals were sacrificed
and analysed. For each experiment, three groups of
mice without (IL-10—/—) or with clinical signs of IBD (IBD
[L-10—/-), as well as control wild-type (WT') mice, consisting of
five to six animals each, were studied.

C357BL/6 Ragl—/— mice were obtained from Charles River
laboratories (Wilmington, USA). WT BALB/c and C57BL/6 mice
were obtained from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Mice
were bred and maintained in the animal facility of the Centre
Mediterranéen de Meédecine Moléculaire (Nice, France) in
accordance with the general guidelines of the Direction des
Services Vétérinalires.

Lymphocytes isolation

CD4™% T cells were isolated from the spleen, mesenteric lymph
nodes (MLN) and BM as previously described,’® using the nega-
tive selection Kit CD4" according to manufacturer’s protocol
(Life technologies, St Aubain, France).

CD4™ [L-17 and TNF-a-producing cells referred to as Th17
TNE-a™ cells, were enriched from BM of IBD IL-10—/— mice
using above mentioned kit (Life technologics, St Aubain,
France) and stimulated for 2 h with phorbol myristate acetate
(PMA) (10 ng/mL) and ionomycin (1 pg/mL). CD4* T cells
secreting [L-17 were enriched with IL-17-secreting assay accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec, Paris,
France) and sorted using FACSAria flow cytometer (BD
Biosciences, Le Pont le Claix, France).

Patients and human T cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from
freshly collected, heparinised peripheral blood of healthy volun-
tary donors and patients with CD (Department of gastroenter-
ology, CHU of Nice, France) by centrifugation over
Ficoll-Hypaque. The protocol was approved by the local ethics
committee of the Hospital Center of Nice University, and all 15
patients and 10 control subjects who were included in this study
provided a signed informed consent.

PBMC were stained with a fluorescein isothiocyanate-
conjugated anti-CD4 monoclonal antibody (mAb) and a
phycoerythrin-conjugated anti-CCR6 mAb and CCRé* and
CCRé&— T cells were purified using a FACSAria cell sorter that
wete cloned by limiting dilution and selected T cell clones were
used in subsequent experiments. Cloning and culture procedure,
as well as characterisation of the T cell clones, based on their
cytokine production profile have been described previously. ™

Statistical analysis

All results were expressed as mean=SD. The level of statistical
significance was determined by one-way analysis of variance fol-
lowed by Dunnett’s t test for the experiments with the 3 groups
and Student t test for the two experimental groups. p Values
<0.05 were considered significant.

Supplementary material

Protocols for adoptive transfer experiment, iz vitro Th17 TNF-a."
differentiation, in vitto OCL differentiation and real-time quantita-
tive PCR are provided in online supplemental materials.

RESULTS

Only IL-10-deficient (IL-10—/—} mice with chronic intestinal
inflammation develop bone destruction

[L-10—/— mice gradually develop a chronic intestinal inflamma-
tion that shares histopathological features with IBD in humans.

2
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They also develop severe bone destruction with age as previ-
ously described.'® In agreement with this notion, microscanner
analysis showed a bone destruction and a dramatic decrease in
trabecular thickness, trabecular number, bone surface density
and in the trabecular bone volume per tissue volume only in
IBD [L-10—/— mice, as compared with healthy IL-10—/— and
control mice (figure 1A, B). No significant differences in the
incidence of these parameters were observed between healthy
[L-10—/— and WT mice, indicating that bone destruction in
IL-10—/— mice is dependent on the development of intestinal
inflammation rather than on the mere absence of IL-10. Similar
results were obtained irrespective of the genetic background
(C57BL/6 or BALB/c) or the sex of the IL-10—/— mice (data not
shown).

To analyse the ability of BM CD4™ T cells to induce OCL dif-
ferentiation, CD4" T cells were isolated from the BM of IBD

A wWT

B Morphological Parameters WT
BVITV (%) 21.39 £ 4.401
Bone Surface Density (mm-1) 10.30 + 1.386
Trabecular Number (mm-1) 2.57 £ 0.443
Trabecular Separation (mm) 0.29 £ 0.039
Trabecular Thickness (mm) 0.08 = 0.003

C

Postive control

Osteoblasts
+ Monocytes

RAW
264.7

Figure 1

Healthy
IL10+

BM CD4* T cells
WT

IL-10—/~, healthy IL-10—/— or control mice and their osteoclas-
togenic effect was tested in vitro in coculture with WT mono-
cytes (OCL precursors) and with WT OBLs generated from
mouse calvaria, as well as in coculture with the mouse osteo-
clastic cell line RAW264.7. The formation of OCLs was evi-
denced by the presence of multinucleated cells (>3 nuclei)
expressing the tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), a
common marker of OCLs.

As shown in figure 1C, after 8 days of coculture, only BM
CD4" T cells from IBD IL-10—/— mice, but not those from
healthy IL-10—/— or WT mice, were able to induce OCL forma-
tion in both monocyte and RAW264.7 cell differentiation
models. It is of note that the induction of OCL differentiation
by this population of CD4" T cells did not require addition of
RANK-L and M-CSF. These results suggested the presence of an
osteoclastogenic CD4" T cell population in the BM of IBD

IBD
1L10+

Healthy IL-10" IBD IL-10+ % change
Healthy IL-107 vs IBD
18.73 £ 1.939 3.81 £ 1.364 -79.65% **
10.10 + 0.539 3.94 £ 1.026 -60.97 % **
2.28 £ 0.157 0.73 +* 0.144 -68.00% ™
0.39 + 0.036 0.67 + 0.192 +71.34% *
0.08 + 0.003 0.05 + 0.003 -37.06% **
BM CD4* T cells BM CD4* T cells

Healthy IL107

IBD IL10™

Bone marrow (BM) CD4* T cells induce osteoclast (OCL) differentiation leading to osteopenia, in interleukin (IL)-10—/— mice with IBD.

(A) Longitudinal and cross-sectional pCt reconstruction of the distal femur of IL-10—/— mice afflicted with I1BD (IBD IL-10—/—), IL-10—/— mice that
had not yet developed IBD (healthy IL-10—/—) and control littermates (WT, wild type). (B) Morphological analysis by uCt of the femur from WT,
healthy IL-10—/—, and IBD IL-10—/— mice. Trabecular indices were computed from uCt scans. BV/TV: trabecular bone volume per tissue volume. The
data are presented as the mean=SD of 6 mice per group. One-way analysis of variance followed by a Dunnett’s test (*p<0.05 and **p<0.01 versus
healthy IL-10—/=). (C) Purified BM CD4+ T cells were added to WT monocytes cocultured with WT osteoblasts generated from mouse calvaria, or to
the mouse osteoclastic cell line RAW264.7 in the presence of phytohaemagglutinin (1 wg/mL) during 8 days. Multinucleated cells (OCLs) were

107

analg'sed for their tartrate-resistant acid phosphatase activity. Coculture of osteoblasts and WT monocytes in the presence of 10-® M VitD3 and
M dexametasone, or RAW264.7 cells treated with 50 ng/mL receptor activator of nuclear factor xp ligand served as a positive control.

A representative result of three independent experiments with 5 mice per group and with similar results is shown.
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IL-10—/— mice that might be involved in increased OCL differ-
entiation in vivo.

Accumulation of Th17 TNF-¢™ cells in the BM of IL-10—/—
mice with IBD

To determine the nature of this potentially osteoclastogenic
CD4" Th cell subset present in IBD IL-10—/— mice, CD4"
T cells were isolated from the spleen, MLN, lamina propria (LP)
and BM of control, healthy IL-10—/— or IBD IL-10—/— mice,
and their cytokine production profile was determined by intra-
cellular cytokine analysis by flow cytometry. This analysis
revealed in IBD IL-10—/—, but not healthy IL-10—/— and WT
mice, the emergence of a CD4" T cell population, expressing

IL-17A and TNF-u (figure 2A, B). Although a significant frac-
tion of these CD4" T cells isolated from the LB MLN and
spleen from IBD IL-10—/— mice also produced TFN-y, produc-
tion of this cytokine by BM Th17 TNF-¢™ cells was undetect-
able (figure 2C). In subsequent experiments, BM Th17 TNF-o.*
cells of IBD IL-10—/— mice were enriched using IL-17 secreting
assay to further analyse their phenotype. We have shown that
about 26% of the Th17 TNF-o.' cells, but none of the
CD471L-17" T cells expressed the membrane-bound form of
RANK-L (mRANK-L) (figure 2D). Additionally, quantitative
PCR on the purified cells showed that the Th17 TNF-o" cells
expressed Il-22, Roryt, M-csf, Cer6 and Cxcr4 at much higher
levels than CD4"IL-17— cells, whereas, in contrast, these latter

A LP MLN sPL BM B
A .::'m- <% .:- <1% 'Z!f-m | .<1% i P . .
i i o ‘ . % " .
o G o4 | o 3 Q4 35:‘ 5. Q4 2:-5"‘53,, ot 6 -
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Figure 2 Characterisation of bone marrow (BM) CD4" T cells from IBD interleukin (IL)-10—/— mice. (A) Analysis of cytokine expression of CD4™ T
cells from lamina propria (LP), mesenteric lymph nodes (MLN), spleen (SPL) and BM of wild type (WT), healthy IL-10—/— and IBD IL-10—/— mice
was assessed by intracellular flow cytometry after in vitro restimulation with phorbol myristate acetate and ionomycin. (B) Frequency of Th17 tumour
necrosis factor (TNF)-o* cells in the BM of WT, healthy IL-10—/— and IBD IL-10—/— mice. One-way analysis of variance followed by a Dunnett’s test
(**p<0.01 versus healthy IL-10—/=). (C) Intracytoplasmic interferon (IFN)-y staining on Th17 TNF-o* cells from IBD IL-10—/— mice. The experiment
was repeated more than 3 times with similar results. (D) FACS analysis of membrane-bound receptor activator of nuclear factor P ligand (mRANK-L)
on sorted BM Th17 TNF-o.* cells from IBD IL-10—/— mice after enrichment with IL-17-secreting assay. (E) Gene expression of I-17, Il-22, Tnfe, Ifny,
M-csf, Roryt, T-bet, Ccré and Cxcrd was analysed by quantitative PCR on sorted Th17 TNF-o™ cells and CD4*IL-177 T cells. The data are presented
as fold induction of gene expression in Th17 TNF-o.* cells versus CD4*IL-177 T cells. Data are representative of three independent experiments.
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cells strongly expressed T-bet and IFN-y (figure 2E).
Collectively, these results confirmed that the Th17 TNF-o." cells
are related to the Th17 cell population. Because of their select-
ive expression of M-CSF and mRANK-L, but not IFN-y
described as an inhibitor of OCL differentiation,'” ¥ these cells
represent a good candidate for an OCL-inducer Th cell subset.

BM Th17 TNFa" cells are potent inducers of OCL
differentiation

The osteoclastogenic capacity of BM T cells was tested in the
two models of OCL differentiation described above. In both
systems, only the Th17 TNF-a* cells induced the differentiation
of multinucleated TRAP™ cells (figure 3A) able to resorb miner-
alised matrix, thus corresponding to true OCLs (figure 3B).
These results underlined the osteoclastogenic potential of the
Th17 TNF-o" cells. As expected, osteoprotegerin inhibits OCL
differentiation whatever the culture system (figure 3C). In cocul-
ture between monocytes, OBLs and Th17 TNF-a* cells, add-
ition of anti-TNFe or anti-IL17 neutralising antibodies inhibited
OCL differentiation, which is consistent with the known effect
of IL-17 and TNFa on OBL expression of RANK-L (figure 3C).
When using coculture of RAW cells and Th17 TNF-o." cells,
addition of anti-IL17 antibodies had only a weak effect on OCL

A CD4*IL-17- cells Th17 TNF-a* cells
-
OBL
+
Monocytes
RAW
264.7
c .
s
?g 120
% 100
g 80
B 60
3
s 40
2
= 20
=
E o
PHA - + + + +
OPG - - + - -
Anti-TNF-a - - - + -
Anti-IL-17 _ - - - +

Monocyteg

differentiation, whereas anti-TNF-o was a potent inhibitor of
this differentiation (figure 3C). These results indicate that IL-17
has not a major direct effect on OCL precursors.

Additionally, we sought to demonstrate the presence of this
population in the well-characterised model of IBD induced by
the transfer of naive CD4'CD4SRB"" T cells into syngenic
Ragl—/— mice. Intraperitoneal injection of CD45RB"=" T cells
from WT or IL-10—/— mice into Ragl—/— mice induced, after
8 weeks, the development of clinical signs of colitis'” *” as well
as bone destruction.”! Analysis of intracytoplasmic cytokine
expression showed that BM Th17 TNF-o." cells are induced
whatever the origin of injected T cells (from IL-10—/— or WT
mice) (figure 3D), indicating that the differentiation of these
cells in vivo is independent from the presence or absence of
IL-10. Additionally, these observations further strengthened the
link between inflammation, bone destruction and the activity of
Th17 TNF-o.* cells.

IL-7 is essential for the survival of osteoclastogenic Th17
TNF-a* cells

The BM is a preferential site for maintenance of memory T
cells.”> ** Flow cytometric analysis of BM Th17 TNF-a." cells
from IBD IL-10—/— mice revealed that they are CD44"CD621L~
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Figure 3 Bone marrow (BM) Th17 tumour necrosis factor (TNF)-o." cells represent an osteoclastogenic T cell subset. (A) Sorted BM Th17 TNF-o.*
cells were cultured with wild type (WT) monocytes and WT osteoblasts (OBL) generated from mouse calvaria, or with RAW264.7 cells in the
presence of phytohaemagglutinin (PHA) (1 pg/mL) for 8 days. Osteoclasts (OCLs) were analysed for their tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)
activity. (B) Resorption activity was assessed on a hydroxy-apatite-coated disc for cells cultured as indicated above (C) Enumeration of TRAP-positive
multinucleated OCLs. Th17 TNFo:" cells were added to WT monocytes cocultured with WT OBLs generated from mouse calvaria (gray bar), or to the
mouse osteoclastic cell line RAW264.7 in the presence of PHA (1 pg/mL) (black bar) and in the presence or absence of neutralising anti-IL-17,
anti-TNF-c: monoclonal antibodies (10 pg/mL each) or osteoprotegerin (OPG) (100 ng/mL), during 8 days as indicated. (D) Rag1—/— mice were
transferred with 4.10> CD4*CD45RB"" T cells from WT or healthy IL-10—/— donors and sacrificed when recipients developed clinical signs of
disease (approximately 8 weeks after transfer). IL-17A and TNF-a. expression in BM CD4" T cells was assessed by intracellular flow cytometry after in
vitro restimulation with phorbol myristate acetate and ionomycin. Data are representative of the results from two independent experiments.
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(data not shown) and IL-7R* (figure 4A) but that they do not
express Ly6C, a marker of BM dormant memory T cells. These
results suggested that the BM Th17 TNFa. " cells correspond ta
memory cells with an effector phenotype.

To further analyse the role of IL-7 on the survival of the
Th17 TNFo' cells, CD4" T cells isolated from the BM of IBD
IL-10—/— mice were treated with IL-7, or IL-2 as negative
control. After 7 days of IL-7 treatment, the frequency of the
Th17 TNF-o" cells was fourfold increased as compared with
treatment with IL-2 (figure 4B). We next explored whether
Th17 TNF-a" cells could be generated and expanded in vitro in
the presence of IL-7. Repeated stimulation and subsequent
culture of naive T cells under Th17 cell-polarising conditions in
the presence of IL-7 resulted in the generation of a CD4 " T cell
population consisting of about 60% of Th17 TNF-o™ cells
(hgure 4C). These in wvitro-generated cells shared the same
phenotypical and functional characteristics than those isolated
ex vivo in that they were IL-7R", but did not produce IFN ¥
and did not express Ly6C at their cell surface (figure 4D).

Gated on BM Th17 TNF-«* cells
From IBD IL-10-/-

Moreover, they were able to induce OCL differentiation from
monocytes (figure 4E), as well as from RAW264.7 cells (data
not shown). In order to determine whether the survival of
osteoclastogenic T cells induced by stromal cells could be
mediated by IL-7 in vivo, the presence of IL-7 transcripts was
determined in BM stromal cells purified as described.** The
results showed an increased expression of IL-7 in purified
CD45™ Ter119™ CD3™ CD19 CD31" stromal cells from IBD
[L-10—/- mice, as compared with cells from healthy IL-10—/—
and control mice (figure 4F). Collectively, these findings sug-
gested that the osteoclastogenic Th17 TNF-a" cell population is
likely to reside in the BM of mice with IBD in an
IL-7-dependent manner.

Th17 TNFe* cells promote the recruitment of inflammatory
monocytes, OCL precursors, during IBD

The increase in OCL differentiation leading to bone destruction
in IBD necessitates a higher recruitment of OCL precursors into
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Figure 4

Interleukin (IL)-7 is essential for the osteoclastogenic Th17 tumour necrosis factor (TNF)-c.* cell survival. (A) Phenotypical analysis by

flow cytometry of bone marrow (BM) Th17 TNFe:* cells. (B) Intracellular flow cytometry of IL-17A and TNF-cc in enriched BM CD4* T cells from I1BD
IL-10—/— mice. T cells were stimulated with CD3/CD28 beads in the presence of IL-2 (2 ng/mL) or IL-7 (10 ng/mL) for 7 days. (C) Representative flow
cytometry of IL-17A and TNF-o. expression after repeated stimulation of naive T cells under Th17 cell-polarising conditions in the presence of IL-7.
(D) Intracellular flow cytometry of TNF-o: and interferon (IFN)-y and FACS analysis of IL-7 receptor (IL-7R) and Ly6C on purified Th17 TNFe" cells
differentiated in vitro. A representative result of three independent experiments. (E) Purified Th17 TNFe™ cells were added to wild type (WT)
monocytes co-cultured with WT osteoblasts (OBL) generated from mouse calvaria in the presence of PHA (1 g/mL) during 8 days. Multinucleated
cells (OCLs) were analysed for their tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity. (F) The gene expression of /-7 was analysed by quantitative
PCR on sorted CD45 Ter119"CD3~CD197CD31" stromal cells from WT, healthy IL-10—/— and IBD IL-10—/— mice. Data represent pooled results
from three independent experiments. One-way analysis of variance followed by a Dunnett's test (*p<0.05 versus healthy IL-10—/-).
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the BM. Thus, OCL differentiation was performed in vitro from Enhanced osteoclastogenesis was only obtained with BM cells
equal numbers of total BM cells from control, healthy 1L-10—/— from IBD IL-10—/— mice, which was consistent with the charac-
and IBD IL-10—/— mice. teristic bone loss of these animals (figure S5A). Increased
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Figure 5 Th17 tumour necrosis factor (TNF)-oc* cells promote a recruitment of inflammatory monocytes, into bone marrow (BM) during IBD. (A)
Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining of osteoclasts differentiation of total BM cells from wild-type (WT), healthy interleukin (IL)-10—/—
and IBD IL-10—/— mice, One-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Dunnett’s test (*p<0.05 and **p<0.01 versus healthy IL-10—/-).
(B) Representative flow cytometry analysis of CD11bMLy6C" and CD11b~"4Ly6C" cells from BM cells of WT, healthy IL-10—/— and IBD IL-10—/—
mice, and their frequency. One-way ANOVA followed by a Dunnett's test (*p<0.05 and **p<0.01 versus healthy IL-10—/—). Data represent pooled
results from two independent experiments with 5 mice per group. (C) The gene expression of RANK-L, Mcp1 and Mip1e, was analysed by
quantitative PCR on sorted WT D45~ Ter119~ (D3~ CD19~ (D31~ stromal cells cocultured 2 days with sorted Th17 TNFa* cells or CD4*IL-177 T
cells. Data represent pooled results from three independent experiments *p<0.05 was calculated with a Student t test. (D) 10° cells of sorted in
vitro differentiated Th17 TNFo* cells or CD4*IL-17— T cells were transferred into Rag1—/— mice previously immunised intraperitoneally twice with
50 pg of ovalbumin protein. Seven days later, flow cytometry analysis of CD11b*Ly6C" cells from BM cells of Rag1—/— mice were performed and
frequency of these cells are indicated. *p<0.05 was calculated with a Student t test. Data represent pooled results from two independent
experiments.
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osteoclast differentiation potential in [BD IL-10—/— mice could
result from an increased number of precursor cells. Interestingly,
flow cytometric analysis of CD11b"Ly6C™ inflammatory mono-
cytes and CD11b™° Ly6CH cells (representing OCL precursors
recently described by Charles et ai”**) showed that these popula-
tions were increased in the BM of [BD [L-10—/— mice, as com-
pared with healthy [L-10—/— and control mice (figure 5B).

BM mesenchymal stromal cells (BM MSC) have been
repotted to be a major producer of soluble factors, including
chemokines. We analysed, therefore, the expression of chemo-
kines known to attract inflammatory monocytes, by purified BM
MSCs from control mice and cocultured with sorted Th17
TNF-o.* cells. These stromal cells expressed higher levels of
Mepl, Miplo and Ramk-l compared with stromal cells in cocul-
ture with sorted CD4*IL-17" T cells (figure 5C). Confirming
the role of Th17 TNFa* cells in the recruitment of inflamma-
tory monocytes, adoptive transfer of these cells into Ragl—/—
mice significantly increased the percentage of CD11b*Ly6C"
monocytes in the BM after 7 days (figure 5D). Altogether, these
results indicate that the recruitment of CD11b*Ly6C* inflam-
matory monocytes in BM during IBD is associated with the
presence of Th17 TNFa* cells that induce Mcp? and Mipla
expression by BM MSCs.

Identification of Th17 TNF-a* cells in patients

with Crohn’s disease

We finally extended our analysis of osteoclastogenic Th17
TNE-a* cells to human patients affected with CD. Classical
human Th17 cells are known to express the CCRé chemokine
receptor.>® Thus, CD4* T cclls were purified from PBMCs of
healthy subjects and patients with CD according to their CCRé
expression. CCR6" and CCR6— cells were assessed by flow
cytometry for their ability to produce IL-17 and TNF-u in
response to stimulation with PMA and ionomycin. As shown in
figure 6, Th17 TNE-o* cells are included only in the CCR6™
fraction from PBMCs of patients with CD. By contrast, periph-
eral blood CD4" CCR6— T cells from both healthy subjects and
patients with CD were not capable of producing IL-17
(figure 6A,B). To evaluate the osteoclastogenic effect of human
Th17 TNF-o.*, we have cloned these cells from the peripheral
blood of a patient with CD (figure 6C). None of these T cell
clones did produce IFN-y (data not shown). Coculture of three
of these clones with RAW?264.7 cells resulted in the induction
of giant multinucleated TRAP* OCLs (=9 nuclei) (figure 6D).
Furthermore, unlike Th1 cells, the Th17 TNE-o." cell clones
induced osteoclast differentiation from allogeneic monocytes
(figure 6E).

Similarly, human osteoblasts (hOST) cultured in the presence
of supernatants from these T cell clones expressed high levels of
Mep1 and Miplo (figure 6F). These results suggested that the
human Th17 TNF-a* cells probably have a similar mechanism
of action than the murine equivalent population.

DISCUSSION

The mechanisms linking inflammation with bone destruction are
still incompletely understood, in particular, with respect to the
role of CD4™ T cells. In the present study, we have identified,
for the first time, the Th17 TNFa* T cells as potent inducers of
OCL differentiation in the context of CD in mouse and human.
Using two well-characterised models of IBD that develop bone
loss, we showed that BM CD4" T cells producing I1-17 and
TNF-a, but not [FN-y, induce OCL differentiation in the
abschee of exogenous osteoclastogenic factors. These cells ate
associated with the development of inflammation, have a Th17

gene expression signature, express M-CSF and mRANK-L and
have an effector memory phenotype. Therefore, their presence
and activity are associated with the development of osteopenia
in an inflammatory environment.

Many studies suggest that Th17 cells exhibit flexibility of
function and can modify their phenotype, including the acquisi-
tion of IFN-y production, during induction of colitis after adop-
tive transfer of CD4*CD45RB™ T cells into immunodeficient
hosts. 2’ Our results extend these studies by demonstrating, in
the lymphoid organs and the intestine of IBD IL-10—/— mice,
the presence of [L-17A and [FN-y producing-CD4* T cells that
are absent in WT and healthy IL-10—/— mice. Furthermore, we
showed here the emergence Th17 TNF-a* cells that do not
produce [FN-y in the lymphoid organs, the intestine and mainly
the BM of IBD [L-10—/— mice which are prominent compared
with WT and healthy IL-10—/— mice. Together, these results
undetlined the inflammatory nature of the Th17 TNF-a* cell
population in the BM.

A picture emerged from the literature ({reviewed”) to define
what we believe to be osteoclastogenic T cells: first, osteoclasto-
genic T cells should not produce a large amount of IFN-y.
Second, they should trigger local inflammation and the produc-
tion of inflammatory cytokines, including TNF-o, that induce
RANK-L expression on mesenchymal stromal cells. Third, they
should express RANK-L and might directly participate in
increased osteoclastogenesis. Our study indicates that in IBD
[L-10—/— mice with advanced bone destruction, the Thi17
TNE-a™ cell population represents the long-sought-after osteo-
clastogenic T cell subset that fulfils all the criteria mentioned
above.

In this study, we also identified a potential role of IL-7 in the
survival of these osteoclastogenic Th17 TNF-a™" cells. First, we
have shown that after 7 days of [L-7 treatment the frequency of
Th17 TNFa* cells was increased more than fourfold. This cyto-
kine also strongly enriched the differentiation of these cells
in vitro under Th17 cell polarisation-inducing conditions from
naive T cells. These results are consistent with those of
Watanabe et al, who demonstrated that, in the colitis model
induced by adoptive transfer of CD4"CD45RBY T cells into
Ragl—/— mice, IL-7 is essential for the persistence of colitogenic
memory CD4™ T cells in the BM.?? Furthermore, the accumula-
tion of memory CD4" T cells in the BM was decreased signifi-
cantly in [L-7—/— Ragl—/— mice reconstituted with colitogenic
memory CD4* T cells from IBD mice.®” In line with this
repott, our results show an increased expression of IL-7 in puri-
fied BM MSCs from [BD [L-10—/— mice compared with cells
from healthy IL-10—/— and control mice, suggesting a role of
BM MSCs expressing [L-7 in the maintenance of the Th17
TNFa* cells. In this sense, mote recently, Nemoto et al have
demonstrated that BM MSCs are a major source of IL-7 and
play a pathological role in IBD by forming the niche for colito-
genic CD4 memory T cells in the BM of Ragl—/— mice trans-
ferred by naive CD4% T cells.”® Collectively, these findings
suggest a role of IL-7 in the survival and maintenance of the
osteoclastogenic Th17 TNFa* cells.

Qur observations in [BD IL-10—/— mice showed that
enhanced osteoclastogenesis is associated with the accumulation
of CD11bYLy6C" inflammatory monocytes and CD11b7%°
Ly6C™ cells that have been described as OCL precutsors that
accunulate in theumatoid arthritis.™ Interestingly, our mechan-
istic analysis revealed that, on one hand, the osteoclastogenic
Th17 TNFa® cells promote a recruitment of inflammatory
monocytes reptesenting OCL precutsors In the BM duting
inflammation, suggesting a possible role in osteoclastogenesis.
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Figure 6 Identification of Th17 tumour necrosis factor (TNF)-c.* T cells in Crohn's disease (CD). (A) Cytokine expression of CD4* T cells from
peripheral blood of healthy denor or patients with CD was assessed by intracellular flow cytometry after in vitro restimulation with phorbol myristate
acetate and ionomycin. (B) Frequency of Th17 TNFo™ CCR6™ T cells in peripheral bloed from healthy donor or patients with CD. *p<0.05.

(€) Intracytoplasmic analysis of CD4* T clones isolated from the peripheral blood of a patient with CD. (D) Human Th17 TNF-c.* T cell clones were
cultured with RAW264.7 cells in the presence of phytohaemagglutinin (1 p.g/ml) for 8 days. (E) The same clones were also cultured with allogeneic
monocytes in the presence or not of anti-CD3/CD28 beads for 8 days. Th1 cells were used as controls. Osteoclasts were analysed for their
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity. Representative TRAP staining of clone 1. Similar results were obtained with the other Th17
TNF-0.* cell clones (n=3). (F) The gene expression of McpT and MipTa was analysed by quantitative PCR on primary human osteoblast (hOST) cells
cocultured 2 days with supernatants from each T cell clone. Data represent pooled results from two independent experiments *p<0.05 was

calculated with a Student t test.

This local recruitment was possible by the increased expression
of MCP-1 and MIP1la by stromal cells. In agreement with this,
Powrie’s group has shown an excessive accumulation of inflam-
matory myeloid cells, especially monocytes, in the colon and in
the BM of colitic mice.*” Indeed, haematopoietic progenitor
cells regulate this myeloid accumulation in the BM during
colitis.”” On the other hand, the Th17 TNFo." cells are able to

induce the expression of osteoclastogenic factors, such as
RANK-L, by BM MSCs. Altogether, the homing of Thl7
TNFo" cells in BM allows to establish a vicious circle of bone
destruction by inducing the expression of the osteoclastogenic
factors and promoting the recruitment of OCL precursors.

In humans, the expression of CCR6 has been tightly asso-
ciated with Th17." In light of this observation, we have
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explored the presence of Th17 TNFo™ cells in the blood of
healthy donors and patients with CD. Qur results showed an
association between the presence of Th17 TNFa™ cells and CD.
Furthermore, Th17 TNFa* cell clones from patients with CD
were able to induce OCL differentiation.

Collectively, our study provides the first detailed phenotypical
and functional characterisation of the osteoclastogenic Th17
TNFa* cells linking chronic intestinal inflammation and bone
destruction. This subset of osteoclastogenic Th17 TNFo* cells
exists i vivo in mice and in humans and can be induced and
enriched i vitro in the presence of [L-7. We believe that dissect-
ing how and when the Th17 TNFa™" cells migrate into the BM
could improve our general understanding of the exacerbation of
inflammmation in [BD. Finally, our results highlight that BM Th17
TNFa™ cells could be a potential target for innovative immu-
notherapeutic strategies against chronic intestinal inflammation.
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A. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by an inflammation of the gastrointestinal
tract. It has been described a dysregulation of the adaptive system with an overproduction
of CD4+ T cells, a recruitment and an accumulation of myeloid cells in the intestine (Powrie
et al 1994; Niessner et al 1995; Wakkach et al 2008). Chronic inflammatory diseases are
associated with a bone loss, even if the inflammatory site is far away from the bone. In
Crohn disease or IBD, bone loss is the major extra intestinal symptom associated with an
impaired of life quality. Bone loss is due to an imbalance between bone formation and bone
resorption with an over activation of the bone resorbing osteoclasts (Teitelbaum et al 2000).

Osteoclasts are multinucleated cells formed by the fusion of myeloid cells (monocytes and
dendritic cells) (Boyle et al 2003; Wakkach et al 2008). Osteoclasts are the only cells capable
to degrade bone matrix and resorb bone that participate in the bone remodeling (Boyle et al
2003). Bone remodeling is a regulating process implicating osteoclasts but also osteoblasts,
the bone forming cells. Bone remodeling is controlled by different mechanisms as cell-cell
contact and cytokine production. In normal condition, osteoblasts participate to osteoclast
differentiation. Indeed, osteoblasts participate in the formation of osteoclast by secreting
the two main cytokines implicated in their differentiation (RANKL and MSCF). Furthermore,
they can block their differentiation producing osteoprogerin (OPG) that inhibits the OCL
formation (Lacey et al 1997). Chronic inflammatory diseases as IBD are associated with an
increase of inflammatory cytokines and the presence of a high number of myeloid cells in
the bone marrow. We have shown that myeloid cell recruitment depended to the secretion
of chemokines by osteoblasts but also by mesenchymal stromal cells (Ciucci et al 2015).
However osteoblasts and mesenchymal stromal cells are not the only cells able to induce
osteoclast differentiation.

CD4+ T cells have been studied for many years as a potential actor of the bone loss (Kotake
et al 2001). In vitro studies have shown that Th17 cells participate to osteoclast
differentiation (Sato et al 2006). Moreover, arthritis is associated with an increase of RANKL
production and the presence of Th17 cells. Recently we have characterized a CD4+ Th17
TNFa+ population with osteoclastogenesis capacity present in the bone marrow of IBD mice
(Ciucci et al 2015). These cells migrate in the bone marrow where they participate to the
recruitment and differentiation of myeloid cells into osteoclasts. This study allows us to link
immune and skeletal system.

Myeloid cells are formed from the differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs) in the
bone marrow. Recently, it has been described an increase of hematopoietic stem cell
proliferation and differentiation toward myeloid cells in IBD mice (Griseri et al 2012).
Monocytes and neutrophils produced in the bone marrow migrate in the intestine where
they participate in local inflammation. In normal condition, HSCs are maintained in bone
marrow niches in a quiescent state (Mendéz-Ferrer et al 2008). These niches are formed by
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the association of mesenchymal stromal cells and hematopoietic cells (Revue Guadalupe et
al 2015). HSC niches are highly regulated to prevent an over activation of the hematopoietic
system. HSC niches are controlled by bone remodeling activity. My team has demonstrated
that impaired of osteoclast activity in osteopetrotic mice is associated with an absence of
hematopoietic stem cell in the bone marrow (Mansour et al 2012). Moreover, osteoclast
activity allows the secretion of enzymes that degrade endosteum and participate to the
mobilization of HSC (Kollet et al 2006) from their niches. However, the link between
osteoclast activity and hematopoietic stem cell mobilization during IBD is not clearly
understood.

The aim of this study is to characterize the role of osteoclast activity in the proliferation and
differentiation of HSCs during IBD. We used the well characterized model of IBD, the Ragl-/-
mice transferred with naive CD4+ T cells that associate inflammation of the gastro intestinal
tract and bone loss. We showed that the use of blockers of osteoclast activity as zoledronic
acid and calcitonin is associated with a decrease of gastro intestinal inflammation and a
decrease of HSC number and proliferation in the bone marrow. Moreover, OCL’s activity
participates to an extramedullary hematopoiesis in spleen and gut that exacerbates IBD. This
study links IBD and bone destruction and points OCL as an active participant of the
symptoms of IBD.

89



B. Experimental procedures:

Mice

C57BI/6 Ragl-/- mice were obtained from Jackson Laboratory Lab (Bar Harbor, USA). Mice
were bred to the animal facility of the Centre Mediterranean de medicine moléculaire (Nice,
France) and in the animal facility of the Medecine Faculty (Nice France) in accordance with
the general guidelines of the Direction Des Services Vétérinaires. Animals were maintained 4
per cagein

our animal facility in accordance with the general guidelines ofthe institute, and approval for
their use in this study wasobtained from the Institutional Ethic Committee for
LaboratoryAnimals (CIEPAL-Azur).

Antibodies, flow cytometric analysis

Antibodies anti-CD3 (17A2; 145-2C11), anti-CD4 (RM4-5), anti-CD51 (RMV-7), anti-CD117
(2B8), anti-CD140a (APA5), anti-B220 (RA3-6B2) were purchased from BD Biosciences, anti-
CD11b (M1/70), anti-CD16/32 (2.4G2), anti-CD31 (390), anti-CD44 (IM7), anti-CD45.2 (104),
anti-CD62L (MEL-14), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD127 (A7R34), anti-Grl (RB6-8C5), anti-Ly6C
(HK1.4); anti-Ter119 (Ter119)anti-KI67 (SOLA15) were purchased from Ebiosciences.

For proliferation analysis, cells were fixed overnight with the Fix/Perm Buffer (Ebiosciences)
after the surface staining. Following permeabilization with saponin 1X, ki67 staining was
done during 30min at room temperature. Flow cytometry analysis was performed with a
FACS Canto Il (BD).

Adoptive transfer and induction of the disease

CD4+ Naive T cells were isolated according to the manufactured kit (Dynal CD4 isolation kit
Life technologies) and 5x10° cells were injected intraperitoneally (IP) in immunodeficient
Ragl-/- mice. After 5-6 weeks, clinical signs of the disease appeared and mice were killed.

Injection of osteoclast blockers

At day 15 after T cell transfer, Raglko mice were injected intraperitoneally twice a week with
2ug/100ul of zoledronic acid (Novartis) until the day of sacrifice. Salmon calcitonin (T3660
Sigma) was injected intraperitoneally 5days/week with 0. 5U1/100ul from day 15 after T cell
transfer until the sacrifice.

Isolation of leukocytes

Single cell suspensions were isolated from spleen and colon as previously described (Ciucci
et al 2015). Bone marrow trabecular and long bone were separated. Bone was crushed and
cell were suspended into PBS 1%SVF 2mMEDTA. Bone fragments were digested into
Collagenase D/Dnasel solution (DMEM + 2mg/ml collagenase D + 10ug/ml DNAS 1) during 1h
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at 37°C with agitation. Digested fragments were crushed and cell suspensionswere
suspended into PBS 1%SVF 2mMEDTA.

Colony forming assay

Splenocytes, colonic cells and blood cells were suspended in methylcellulose medium to
quantify clonogenic colony forming units in duplicate culture (MethoCult GF M3434, Stem
Cell Technologies). Morphologic analysis ofcolony formation was performed after 7-10 days
of incubation at 37°C usingan inverted microscope. CFU-G (granulocyte), M (macrophage), or
GM (granulocyte-macrophage) colonies are referred as ““CFU-GM.

In vitro OCL differentiation

For OCL differentiation, femur and tibia marrow cells were flushed and plated in 24-well
plate in a-MEM medium supplemented with 5% FCS and 50 ng/ml RANKL and 25ng/ml
MCSF. Medium was changed every 4 days. After 2 weeks of culture, cells were collected and
labelled.

High resolution pCT

Fixed femora were scanned with high resolution uCT following procedures described in
Mansour et al 2011.

Histological analysis

Femurs were fixed in 4% PFA (O/N, 4°C), decalcified in 10% EDTA (10 days,

4°C) and embedded in OCT. Bone sections (7 um) were treated with an antigen retrieval
solution (trypsin 0.05% + calcium chloride 0.1%) for 10 min at 37°C before staining. TRAP
Staining was done according to the manufactured kit (Sigma Leukocyte acid phosphatase kit)
Samples were analyzed under a fluorescent microscope (Zeiss). Image acquisition was
conducted with the ZEN-Pro 2012 software
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C. Results
Osteoclast activity exacerbated the clinical signs of IBD.

To investigate the effect of osteoclast activity on the HSC proliferation and differentiation
during I1BD, we used a well characterized murine model of IBD, the Ragl-/-
mice transferred with naive CD4+ T cells that associated bone loss and inflammation of the
gastro-intestinal tract (Byrne et al 2005). Ragl-/- mice transferred with naive CD4+ T cells
developed inflammation with a splenomegaly, enlargement of mesenteric lymph node and
lamina propria T cell infiltration (Powrie and al 1994; Wakkach et al 2008). Interestingly,
these mice also developed a bone loss due to an excessive activity of osteoclasts (Ciucci et al
2015). To investigate the role of osteoclast activity on the clinical signs of IBD, we used 2
blockers (zoledronic acid and calcitonin) that have been described from many years in the
treatment of osteoporosis. Injections of zoledronic acid or calcitonin are associated with a
decrease of clinical signs of the disease. Like this, treated micehave a delay in the apparition
of the disease (Fig 1A). IBD mice developed the disease in 35 days with a decrease of more
than 15% of the initial weight. Instead mice treated with osteoclast inhibitors did not lose
weight and survive more than 45 days after T cell transfer (Fig 1A). Colon photomicrography
shown a decrease of inflammation of treated mice compared as IBD mice (FiglB).
Histological bone sections of mice show an absence of trabecular bone in IBD mice and a
decrease of bone area in compare to control mice. Blockade of osteoclast activity is
associated with an increase of bone trabecular surface compared to IBD mice. Then, mice
treated with osteoclast inhibitors shown the presence of trabecular bone that are absent in
IBD mice (fig 1C).

Osteoclast activity induced an increase of myeloid cell infiltration in colon and
extramedullary hematopoiesis in the spleen

IBD is associated with an enlargement of the gastro intestinal tract and the presence of a
large population of myeloid cells, neutrophils, monocytes and eosinophils (Fig2A).
Neutrophils and monocytes are the most important populations of myeloid cells
corresponding to about 16% of the colon cells. Zoledronic acid injections are associated with
a significant decrease of neutrophils and monocytes infiltration in colon (Fig 2A). Calcitonin
treatment induces a non-significantly decrease of neutrophils and monocytes in the colon.
Eosinophils have been described as cells responsible to epithelial damages observed during
IBD. IBD is associated with an increase of eosinophils in colon. However, injections of
osteoclast blockers did not induce a significant decrease of eosinophils infiltration (fig 2A).
Accumulation of myeloid cells in the colon is due to an extramedullary hematopoiesis in the
colon of IBD mice. This increase is associated with the detection of 9 times more of CFU-GM
in colon of IBD mice compared to control mice. Blockage of osteoclast activity reduces
extramedullary hematopoiesis with a decrease of number of CFU-GM that corresponds to
control mice (Fig 2C).
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As observe in the colon, IBD is associated with accumulation of myeloid cells in the spleen, in
particular eosinophils that was multiplied by 3. Associated with this myeloid accumulation,
we observed an increase of LSK number (Fig 2D). Contrary to what observed in the colon,
zoledronic acid and calcitonin injections did not block LSK accumulation in the spleen (Fig
2B). Extramedullary hematopoiesis is a sign of bone marrow defect. We hypothesize that
osteoclast activity participates to LSK proliferation in the bone marrow or induces a
mobilization of these cells from the bone marrow to the colon.

Osteoclast activity participated to the hematopoietic stem cell differentiation
toward myeloid cell in the bone marrow

In normal condition, hematopoiesis takes place in the bone marrow. Hematopoietic stem
cells represented 0.01% of cell in the bone marrow. Hematopoietic stem cells (HSCs) are the
precursors of myeloid and lymphoid cells responsible to inflammation. These cells are
characterized by the absence of lineage markers (Lin: CD3 B220 Ter119 Grl) and the
expression of Scal+ ckit+ and are referred as LSK cells. Osteoclasts are located in the bone
marrow where they participated to the bone remodeling. Hematopoietic stem cell niches
are regulated partially by bone remodeling (Mansour et al 2012, Kollet et al 2006).
Osteoclast activity induces a degradation of endosteal component and has been described as
modulator of the HSC niches (Kollet et al 2006). IBD is associated with an increase of
osteoclast activity. During IBD, there is a huge increase of LSK cells that represent around
20% of Lin- cells (Fig 3A) in the bone marrow. Blockade of osteoclast activity reverses this
phenotype and LSK cell percentage goes back to the one observed in control mice (2% of Lin-
cells) (Fig3A). Increase of LSK number of associated with an increase in their proliferation
(from 30% in IBD to 15-20% in treated mice) that is blocked after zoledronic acid or
calcitonin injection (Fig 1A).

Hematopoietic stem cells can differentiate into multipotent progenitor (MPP) that can give
rise to the common myeloid progenitor (CMP) and common lymphoid progenitor (CLP).
Common lymphoid progenitors can then differentiate into Granulocyte-monocyte
progenitor (GMP) and Megakaryocyte-Erythroid progenitor (MEP). Progenitor cells
proportions change with the disease. Then, during IBD, there is a 2-fold increase of GMP in
the bone marrow and a slit decrease of MEP. This GMP increase is not observed in the bone
marrow of mice injected with zoledronic acid or calcitonin. Treated mice have an increase of
MEP cells as compared to IBD mice (40% to 80% of cells) and a decrease of GMP cells.
Moreover, ZA mice have a decrease of CMP cells (from 20% to 15%) as compared to IBD
mice (Fig3B). However, analysis of CLP cells (Lin- II7R+ Scal-cKit+) does not show significant
differences between IBD and ZA mice (Fig 3C).
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Comparison of trabecular and long bone area osteoclast activity

The bone can be divided in two parts: the trabecular bone (TBA) subject of important bone
remodeling and the long bone (LBA). Hematopoietic stem cells are located in the two
portions of the bone with a high proportion of cells in the trabecular area. Moreover,
trabecular bone has been described as more important to HSC regulation and maintenance
of quiescence of HSCs than LBA (Guezguez et al 2016). During IBD, there is a bone loss
particularly in the trabecular area. Zoledronic acid is described to be more efficient in the
trabecular area as compared to LBA (Quattorchi et al 2016) when administrated in patients.
Indeed, ZA injection is associated with an increase of bone volume in TBA but not in the
cortical of the bone. As we observed an increase of LSK proliferation and differentiation
during IBD associated with a bone loss in trabecular area, we were interested is
administration of zoledronic acid has different effect in TBA and LBA.

LSK cell niches are composed to diverse cells as osteoblasts, adipocytes and mesenchymal
stromal cells. Mesenchymal stromal cells (CD45- CD31-) are the most important cells
controlling LSK niche regulation. First of all, we analyzed CD45- CD31- cells proportion during
IBD in TBA and LBA. We observed a significant decrease in MSC cells in the TBA and LBA of
IBD mice as compared to control mice (Fig 4A). Interestingly, in ZA-treated mice, MSC
proportion and number are decreased as compare to IBD mice (from 30% to 20% of cells)
(Fig 4A).

Mesenchymal stromal cells are a heterogeneous population. It is possible to discriminate
diverse population of cells thanks to the expression of markers Scal, CD51 and CD140a.
Endosteal cells are described as CD45- Scal- CD51+ cells whereas perivascular cells are
CDA45- Scal+CD140a+ (Lévesque et al 2002, Morikawa et al 2009). We observed that TBA
and LBA cells are mostly composed by Scal- CD51- CD140- cells (more than 90% of CD45-
CD31- cells, data not shown). Analysis of CD45- Scal+ cells showed an increase of these cells
in LBA of IBD mice compared as control mice (Fig 4A). However zoledronic acid injections
induced a decrease of Scal+ cells in TBA as compared to IBD mice (from 10% to 3%).
Perivascular cells (CD45- Scal+ CD140a+) represented around 60% of TBA CD45- Scal+ cells
of control mice, but only 35% of LBA cells (Fig 4A). During IBD, there was a decrease of
perivascular cells in the TBA and LBA of mice. Zoledronic acid injection is associated with a
significant increase of perivascular cells among CD45- Scal+ cells in the TBA but not in the
LBA of mice.

LSK cells in TBA and LBA have been described having different properties. Indeed, LSK cells in
the TBA have superior hematopoietic progenitor capacity than cells in the LBA (Guezguez et
al 2016). As we observed an increase of LSK proliferation and differentiation during IBD, we
analyzed LSK cells from TBA and LBA. We observed an increase of LSK cells in TBA and LBA of
IBD mice that is reversed with zoledronic acid treatment in the TBA (Fig 4B). Interestingly,
Zoledronic acid injections induced a slight decrease of LSK cells that is not significant in the
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LBA. Moreover, analysis of the proliferative capacity of the LSK cells between TBA and LBA
did not show significant differences (Data not shown).

Myeloid cell analysis did not revealed any differences between TBA and LBA. We observed
an increase of the proportion of neutrophils (from 20% to 30%) and monocytes (from 10% to
40%) in bone marrow of IBD mice as compared to control mice (Fig 4C). Blockade of
osteoclast activity is associated with an increase of the percentage of neutrophils in the
bone marrow (from 30% to 50%) and a decrease of monocytes as compared to IBD mice (Fig
4C). IBD is associated with an increase of eosinophils differentiation from hematopoietic
stem cells (Griseri et al 2015). We observed an increase of the percentage of activated
eosinophils (CD11b+ Siglec-Fhi) in the bone marrow of IBD as compared to control mice.
Injections of blockers of the osteoclast activity are associated with a decrease of the
proportion of eosinophils (Date not shown).
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Figl: Osteoclast activity exacerbatedthe clinical signs of IBD.

Colitis was induced by transferred of O,5x105 CD4+ naive T cells into C57BI/6.Rag1-/- mice
(IBD) . Mice were analyzed 5 to 8 weeks after transfer when clinical signs of the disease
appeared. Control mice are untransferred Ragl-/- mice (Control). ZA mice are transferred
mice injected 2ug/100pl twice a week from day 15. Calcitonin mice are transferred mice
injected 0,5U1/100ul 5days per week from day 15 to the end of the experiment.

A. Survival rate of mice after CD4+ T cells transfer in Ragl-/- mice.

B. Photography of colon inflammation from control, IBD, IBD+ZA and IBD+ Calcitonin
mice (left). Clinical score of the mice calculated by associated score of MLN
enlargement, presence of splenomegaly, colon inflammation, loss of weight and
diarrhea (0= absence of inflammation, 6: inflammation with splenomegaly, MLN
enlargement, colon enlargement and diarrhea, weight loss) (right)

C. Histological section of bone marrow mice. Osteoclasts are stained by a TRAP+
labeling. B= Bone (left). Measurement of bone trabecular surface (Right).

Data are representative of 3 independent experiments.

Figure2: Osteoclast activity increased infiltration and accumulation of myeloid cells in the
colon spleen of IBD mice

A. Flow cytometry staining of neutrophils (CD11b+ Gr1hi), monocytes (CD11b+ Grllow)
and eosinophils (CD11b+ Siglec-F+, GR1low) from colonic lamina propria leukocytes
(Left). Frequencies of myeloid cells (Right). Representative flow cytometry staining of
neutrophils, monocytes and eosinophils in the spleen. Frequencies of myeloid cells in
the spleen.

B. Representative Field from photomicrograph of GFU-GM in spleen and colon (Left).
Absolute number of CFU-GM among total cells in colon and spleen (right).

C. Representative flow cytometry staining of LSK cells (Lin- : CD3, Grl, B220, Ter119;
Scal+ ckit+) and absolute number (millions) in the spleen.

Histograms represented the mean of 3 mice per group + SD. Data are representative of
those obtained from 3 ou 4 mice per group in one experiment. This experiment was done 3
times independently. Statistical test: *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005
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Figure3: Osteoclast activity induced the proliferation of LSK cells and led their
differentiation toward myeloid lineage in the bone marrow

A. Representative flow cytometry staining of LSK (Lin-: cd3,B220,Ter119,Gr1; Scal+
cKit+) in the bone marrow (Left) Cells are gated on Lin- SSCLow cells. Absolute
number of LSK cells (millions) in the bone marrow. LSK cells proliferation was
analyzed by flow cytometry after Ki67 labeling. Proliferative cells are Ki67+ cells.
Histograms present the mean * SD of at least 3 mice per group.

B. Myeloid progenitor cells are analyzed by flow cytometry in the bone marrow. Cells
are gated on Lin- (CD3, Grl,Ter119,B220) Scal- cKit+ (Myeloid progenitor MP) cells.
Representative flow cytometry staining of Granulocyte-monocyte progenitor (GMP;
CD34+ CD16/32"), Common-myeloid progenitor (CMP; CD34"°*CD16/32'°%) and
Megakaryocyte-erythroid progenitor (MEP; CD34- CD16/32-). Histograms
represented frequencies of GMP, CMP and MEP in the bone marrow.

C. Common Common Lymphoid progenitor (CLP; Scal- cKit+) analyzed by flow
cytometry. Cells are gated on Lin- (cd3, B220, Ter119, Grl) IL-7R+ . Histograms
present the frequencies of CLP.

Histograms present the mean of 3 mice per group * SD. Data are representative of those
obtained from 3 or 4 mice per group in one experiment. This experiment was done 3 times
independently. Statistical test: *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005

Figured: Osteoclast activity in trabecular and long bone area

A. Experiment design to study osteoclast activity in trabecular and long bone area of the
bone marrow (Left). Representative flow cytometry staining of mesenchymal stromal
cells analysis (right)

B. Frequencies of mesenchymal stromal cells in the bone marrow. Total MSC (CD45-
CD31-). Progenitor cells (Scal+) and endosteal cells (Scal- CD51+) are gated on CD45-
CD31-. Perivascular cells (CD140+) gated on Scal+ cells. Frequencies of LSK cells in
TBA and LBA.

C. Representative flow cytometry staining of myeloid cells in TBA and LBA (neutrophils
(CD11b+ Gr1hi), monocytes (CD11b+ Grllow)).

Statistical test: *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005

Data are representative of those obtained from 3 or 4 mice per group in one experiment.
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Figure 1: Osteoclast activity exacerbated the clinical signs of IBD
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Figure2: Osteoclast activity increased infiltration and accumulation of myeloid cells in the colon and spleen of IBD mice
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Figure 3: Osteoclast activity induced the proliferation of LSK cells and led their differentiation toward myeloid lineage inthe hone marrow
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Figure 4: Osteoclast activity in Trabecular and long bone area
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D. Discussion

Interaction between the immune system and the bone system are studied from many years
in normal and inflammatory conditions (Powrie et al 1993; Ahern et al 2010; Ciucci et al
2015). Indeed, CD4+ T cells have been described to participate to bone remodeling
enhancing bone loss in inflammatory bowel disease (Ciucci et al 2015). However, the effect
of bone cells on inflammation is poorly study. In this work, we described for the first time
the effect of OCL activity on hematopoiesis during IBD.

We showed that osteoclast activity is associated with an increase of colon inflammation by
increasing the extra intestinal hematopoiesis. Griseri et al (2012) showed that inflammatory
cytokines (GM-CSF and IFNy) induce an increase of HSCs proliferation and differentiation
toward myeloid cells. However, precedent studies showed that extra medullary
hematopoiesis (EMH) is due to a modification of the bone marrow architecture and a
disruption of vascular niche of HSCs (Kopp et al 2005). In agreement with this result, we
observed that during IBD, there is a loss of trabecular bone and a decrease of perivascular
cells that can induce LSK cell niche disruption. Mesenchymal stromal cells are responsible for
CXCL12 secretion and the maintenance of LSK cells in the bone marrow (Sugiyama et al
2006). Maintenance of LSK cells is the spleen has been described as dependent of CXCL12
expression in the spleen (Yamamoto et al 2015). IBD is associated with high levels of
inflammatory cytokines that participates to local differentiation of hematopoietic stem cells
(Griseri et al 2012). Moreover, Th17 cells present in the spleen can produce GM-CSF that
induced the differentiation of HSCs cells into myeloid cells in situ and participate to the
maintenance of an extramedullary hematopoiesis (Hamilton et al 2008). Interestingly,
blockade of osteoclast activity is associated with a decrease of inflammation of the colon but
has little effect on the spleen of mice. Zoledronic acid is a bisphosphonate use as a blocker of
osteoclast activity (Russel et al 2008). It already described that mice lacking osteoclast
activity (oc/oc mice) associated an osteopetrosis and an extramedullary hematopoiesis in
the spleen (Mansour et al 2012).

IBD is associated with an increase of LSK cells proliferation that is reversed after blockade of
osteoclast activity (Fig 3). IBD is associated with a decrease of mesenchymal stromal cells in
the bone marrow. Interruption of mesenchymal stromal cells and hematopoietic stem cell
interaction is associated with an egress of hematopoietic stem cells from the bone marrow
(Kollet et al 2006). Zoledronic acid was not described as having a direct effect on
hematopoietic stem cells. Injection of zoledronic acid was associated with a decrease of
mesenchymal stromal cells and hematopoietic stem cells interaction (Mansour et al 2011;
2012). Indeed, my team has already published that mice injected with ZA have a decrease of
CXCL12 and IL7 produced by mesenchymal stromal cells of the bone marrow (Mansour et al
2011). CXCL12 and IL-7 are implicated in the retention and the survival of hematopoietic
stem cells in the bone marrow (Ding et al 2013). It is possible that LSK mobilization during
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IBD is dependent to an effect of mesenchymal stromal cells on HSCs cells. Study of Balb/c
mice showed that blockade of osteoclast activity reduces B lymphopoiesis (Mansour et al
2012). ZA treatment can induce an impaired recruitment of inflammatory T cells in the bone
marrow or in their survival. Moreover, in another mechanism, calcitonin was described to
block SIP secretion by osteoclast and T cells maintenance (Keller et al 2014). SIP signalization
is implicated in the egress of T cells from the lymph node (Fukuhara et al 2012). SIP signaling
disruption may induce an interruption of T cell maintenance and a decrease of clinical signs
of IBD. All these results show that osteoclast activity participates to IBD acting on LSK niche.

Hematopoietic stem cell proliferation and egress is described as dependent of IFNy signaling.
However, IFNy is an anti-osteoclastogenic cytokine (Takayanagi et al 2000). Precedent work
show that anti-IFNy antibody decrease the clinical signs of the disease among decrease of
LSK proliferation. IFNy is an inductor of dendritic cells activity, that promoting T cells
activation (Gao et al. 2007). These T cells produced inflammatory cytokines that participate
to osteoclast differentiation. Antibody anti-IFNy abolished IFNy signaling and could decrease
local inflammation and osteoclast activation.

Analysis of bone marrow cells showed an increase of myeloid cells in IBD mice compared to
control mice. These results are coherent with precedent observations that associated
inflammation and bone loss (Ciucci et al 2015, Griseri et al 2012). Zoledronic acid has been
described as inhibiting differentiation and fusion of osteoclasts and increases their
apoptosis. Moreover, zoledronic acid treatment is associated with an increase of neutrophils
and a decrease of monocytes in the bone marrow. During IBD, there is an increase of
inflammatory CX3CR1+ osteoclasts that can induce the differentiation of CD4+ T cells into
TNFa+ producing CD4+ cells (Ibafiez et al 2016). These inflammatory osteoclasts may
participate to the regulation of LSK niches. Analysis of TBA and LBA of cells show a decrease
of monocytes presents in the bone marrow after injection of osteoclast blockers. Monocytes
are the precursor of osteoclasts and a decrease of these cells could be due to a default of
attraction because of a decrease of MSC secreting chemokines in the bone marrow. IBD is
associated with an increase of inflammatory cytokines in the bone marrow. ZA may be
associated with a decrease of inflammatory cytokines concentration that could explain the
decrease of the clinical signs of the disease. Decrease of inflammation could induce a
modification of osteoclast profile from inflammatory to tolerogenic osteoclast that will act
on T cells and LSK cells present in the bone marrow.

In conclusion, we have shown that osteoclast activity participates to the regulation of LSK
proliferation and differentiation into myeloid cell during IBD. Osteoclast activity has a global
effect in the bone marrow. First of all, these cells degrade the bone marrow environment
and release LSK cells from their niches in response to inflammatory signals. Osteoclasts
formed the junction between inflammatory and bone system and can explain the phenotype
observed during IBD. These cells formed an interesting target to fight against both
inflammation and bone destruction in IBD.
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Discussion

Au cours de ma theése, jai cherché a comprendre les interactions établies au cours des
maladies inflammatoires chroniques entre le systeme immunitaire et le systéme osseux. En
effet, la perte osseuse observée lors des maladies inflammatoires chronique de l'intestin est
une conséquence majeure impactant sur la santé et la vie des patients. Au cours de ma
thése, j’ai cherché a comprendre ces interactions notamment en caractérisant les cellules
immunitaires participant a la perte osseuse ainsi que le réle des cellules osseuses dans
I'activité des cellules inflammatoires et dans le maintien de la maladie.

I. Role des cellules CD4+ Th17 dans la maladie inflammatoire
chronique de I'intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (IBD) sont dues a une dérégulation du
systeme inflammatoire. Au cours de ces maladies, il est possible d’observer une
accumulation de cellules immunitaires responsables des signes cliniques de la maladie. Au
cours de cette étude, nous avons identifié une population CD4+ Th17 TNFa+, présente dans
la moelle osseuse des souris malades ainsi que dans le sang des patients, capable d’induire la
différenciation des ostéoclastes.

A. Mécanismes d’action des cellules Th17

Nous avons décrit une population cellulaire CD4+ Th17 TNFa+ qui va participer a la perte
osseuse observée lors de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin. Ces cellules vont
tout d’abord permettre la différenciation des précurseurs des ostéoclastes (monocytes et
cellules dendritiques) en ostéoclastes fonctionnels grace a leur sécrétion de RANKL. De plus,
ces cellules Th17 induisent la sécrétion de RANKL par les ostéoblastes ce qui participe a la
différenciation ostéoclastique. Enfin, les cellules CD4+ Th17 de la moelle osseuse agissent
sur les cellules stromales mésenchymateuses afin d’induire la production des chimiokines
MCP1 et MIPla par les cellules stromales mésenchymateuses (MSCs) permettant le
recrutement des monocytes dans la moelle osseuse. L'ensemble de ces mécanismes
participe a 'laugmentation de la perte osseuse.

Les cellules Th17 sont au carrefour entre la perte osseuse et I'inflammation intestinale.

Les cellules T CD4+ ont été décrites comme participant a la perte osseuse lors d’autres
maladies inflammatoires chroniques telles que I'arthrite rhumatoide. Au cours de I'arthrite, il
a été décrit une population CD4+ RANKL+ présente au niveau du site inflammatoire situé a
proximité de I'os ; la synovie (Kotake et al 2001). De plus, les travaux de Sato et al (2006) ont
décrits le role inducteur des cellules T CD4+ Th17 induites in vitro, dans la différenciation des
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ostéoclastes. Ces cellules Thl7 sont caractérisées grace a leur production d’IL-17. Cette
cytokine a un potentiel ostéoclastogénique reconnu dans le cas des maladies inflammatoires
chroniques. En effet, les taux élevés d’IL-17 dans la synovie des patients arthritiques sont
associés a une augmentation de I'activité des ostéoclastes (Kotake et al 1999). De plus, les
travaux de Shen et al (2005) ont montré que le blocage de I'lL-17 inhibe la différenciation
des ostéoclastes. Nous avons montré que la sécrétion d’IL-17 par les cellules T CD4+ de la
moelle osseuse induit la sécrétion des chimiokines MCP1 et MIP1a par les cellules stromales
mésenchymateuses permettant le recrutement des précurseurs des ostéoclastes. Mon
équipe a montré que I'lL-17 participe a la différenciation des ostéoclastes inflammatoires
(Ibafiez et al 2016). En effet, I'lL-17 induit la sécrétion de RANKL et de MCSF par les
ostéoblastes, ce qui va contribuer a la différenciation ostéoclastogénique (Huang et al 2013).
L’ensemble de ces preuves mettent en exergue le réle central des cellules CD4+ Th17 dans la
perte osseuse induite lors des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin.

Outre cet effet médullaire, les cellules T CD4+ Th17 ont été décrites comme participant a
I'inflammation intestinale lors des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (Powrie
et al 1994 ; Ahern et al 2010 ; Wakkach et al 2008). La présence d’'un environnement riche
en cytokines inflammatoires (IL-6, ll1beta) participe a la différenciation des cellules CD4+ en
cellules Th17 responsables de l'inflammation intestinales. Cependant, les cellules Th17
jouent aussi un role essentiel dans la protection de I'organisme vis-a-vis des pathogenes
extra-intestinaux. Il est ainsi apparu qu’il est possible de discriminer deux populations Th17;
une population non-pathogénique et une population pathogénique. La pathogénicité des
cellules Th17 est apparue comme dépendante de la présence d’IL-23 (Geremia et al 2010).
Au niveau intestinal, I'lL-23 permet I'expression d’IFNy par les cellules Th17 et I'acquisition
d’un profil inflammatoire (IL17+/IFNy+). Ces cellules Th17 pathogéniques produisent de
grandes quantités de GM-CSF qui participent a la différenciation des cellules myéloides au
niveau intestinal (Griseri et al 2012, 2015). Au niveau intestinal, I'expression d’IFNy par les
cellules T CD4+ va inhiber la formation de cellules T CD4+ régulatrices (Ahern et al 2010 ;
Izcue et al 2008). Les travaux de Krausgruber et al 2016 ont montré que le maintien du profil
pathogénique des cellules IL17+ IFNy+ dans l'intestin est dépendant de I'expression de Tbet
et de l'expression d’IFNy par les cellules Thl7. En effet, I'absence de Tbet lors de la
différenciation Th17 est associée a une augmentation de I'expression d’IL-17, d’IL-22 et a
une diminution des dommages intestinaux associée a une perte de |'expression de GMCSF
(Ahern et al 2010). Cependant, le role des cellules Th17 sur I'inflammation intestinale lors
des maladies inflammatoires restent encore controversé.

En effet, les cellules Th17 au niveau intestinal produisent aussi de I'lL-22 qui participe a la
protection de la barriere intestinale (Zheng et al 2008). Cette cytokine permet
I"augmentation de I'activité du complément et participe ainsi a I’élimination des pathogéenes
(Hazegawa et al 2016).De plus,ces cellules Th17 vont produire de grandes quantités d’IL-17
gui va potentialiser I'activité des neutrophiles en augmentant notamment que leur activité
de phagocytose (Hsu et al 2016).Les neutrophiles permettent la défense de la barriere
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intestinale et lI'augmentation de leur activité induit une protection accrue face aux.
Cependant, les essais cliniques utilisant des anticorps bloquant I'lL-17 ont été décrits comme
exacerbant la maladie (Hueber et al 2012). L'utilisation de Secukinumab (anticorps anti-IL-17
A), déja utilisé dans le traitement de I'arthrite rhumatoide (Hueber et al 2010), n’induit pas
la diminution de linflammation intestinale. De facon intéressante, I'utilisation de cet
anticorps dans les modeles d’arthrite rhumatoide est associée a une augmentation de la
sécrétion d’IL-10 (Schminke et al 2015). De plus, I'utilisation anticorps bloquant I'lL-17A et IL-
17-F induit une diminution de I'inflammation intestinale dans les modeles murins de colites
(McClean et al 2013 ; Schmidt et al 2013). Une augmentation de I'lL-17F est observée chez
les patients atteints des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (Seiderer et al
2008). Ces études ont ainsi mis en avant que les cellules Th17 via leur sécrétion d’IL-17
jouent un réle inducteur de la perte osseuse lors des maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin. L'effet de ces cellules au niveau intestinal est toujours en cours d’étude mais il
est apparu que les différents isoformes de I'lL-17 vont avoir différentes cibles cellules. Il est
ainsi possible que les effets osseux et intestinaux de I'IL-17 soient dus aux différents
isoformes de I'lL-17. L'ensemble de ces travaux n’ont pas permis de déterminer des
marqueurs spécifiques des cellules Th17 pathogéniques. Ainsi, les travaux de Glaubomme et
al (2015) ont décrit le marqueur CD5L comme marqueur des cellules mémoires
pathogéniques. La capacité de ces cellules et leur réle dans la perte osseuse observée lors
des maladies inflammatoires chroniques n’a pas été établi. L'étude de cette population
pourrait ainsi permettre de mettre en place des thérapeutiques ciblées et de lutter plus
efficacement contre les maladies inflammatoires.

B. Maintien des cellules Th17 dans la moelle osseuse

Au cours de notre étude, nous avons démontré la présence de 2 populations CD4+ IL17+. Au
sein de la lamina propria nous avons décrits deux populations T CD4+ IL17+ IFNy+ et IL17+
IFNy- bien que seule la population IFNy- soit retrouvée dans la moelle osseuse des souris
malades. Ces résultats nous ont conduits a émettre trois hypothéses ; seules les cellules
IFNy- sont attirées dans la moelle osseuse ; seules les cellules IFNy- sont maintenues dans la
moelle osseuse ou encore les cellules IFNy+ changent de phénotype une fois dans la moelle
osseuse et deviennent IFNy-. Nos études n’ont pas permis de conclure quant a la validité
d’une de ces hypotheéses. Ainsi, afin de comparer la migration des cellules vers la moelle
osseuse, il serait intéressant de comparer les récepteurs aux chimiokines présents sur les
cellules IFNg positives et négatives.

La moelle osseuse a été décrite comme impliquée dans la rétention des cellules mémoires
pathogéniques (Nemoto et al 2009, 2012). Ces cellules CD4+ sont capables de sortir de la
moelle osseuse et de participer a I'exacerbation de la maladie. Les études sur les cellules
mémoires dans la moelle osseuse ont montré que ces cellules sont maintenues dans un état
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quiescent. Cet état rend les cellules insensibles aux traitements anti-inflammatoires visant a
les éliminer (Tokoyoda et al 2009). Les cellules mésenchymateuses ont été décrites comme
ayant un potentiel immunosuppressif en inhibant la prolifération et la sécrétion cytokinique
des cellules T CD4+. Ces cellules forment donc une cible intéressante dans I'étude de la
rétention des cellules T CD4+.

L’analyse des cellules mémoires dans la moelle osseuse a retrouvé ces cellules a proximité
des cellules mésenchymateuses VCAM1+/IL-7+ (Shinoda et al 2012). L'IL-7 a été décrite
comme permettant la survie des cellules T CD4+ pathogéniques dans la moelle osseuse des
souris atteintes de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (Nemoto et al 2012).
Nous avons démontré qu’au cours de I'IBD, il y a une augmentation de la sécrétion d’IL-7 par
les cellules stromales mésenchymateuses (Ciucci et al 2015). L’IL-7 permet le maintien des
cellules CD4+ 1117+ in vitro. Il semble donc que I'lL-7 soit central dans la rétention des
cellules CD4+ pathogéniques dans la moelle osseuse. Cependant, les mécanismes
d’attraction et d’interaction mis en place afin de permettre la migration des cellules T CD4+
et leur rétention ne sont pas déterminés.

Nous avons montré que les cellules CD4+ IL17+ présentes dans la moelle osseuse des souris
malades expriment de grandes quantités de CXCR4, le récepteur au CXCL12. Ce couple de
chimiokine a été décrit comme nécessaire au maintien des cellules souches
hématopoiétiques dans la moelle osseuse (Pelus et al 2002). L'étude des progéniteurs des
cellules T dans la moelle osseuse a démontré que des cellules sont localisées a proximité de
I’endosteum et des cellules productrices de CXCL12 (Scadden et al 2012). Il n’y a cependant
aucune étude ayant caractérisé la niche des cellules T CD4+ mémoires dans les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin. Le CXCL12 est la chimiokine nécessaire au maintien
des cellules souches hématopoiétiques. Il est ainsi possible que les cellules T mémoires et les
HSCs aient des niches communes ou alors partageant des caractéristiques communes. Ces
cellules MSCs permettent une régulation de la réponse inflammatoire et pourraient
participer a la formation de la niche des cellules T CD4+.

L’étude de la ou des niches des cellules T CD4+ dans la moelle osseuse nous permettrait de
comprendre les mécanismes de rétention des cellules. Ces travaux pourraient ainsi conduire
a la mise en place de traitements afin de rompre les interactions des cellules avec leur niches
et ainsi de libérer les cellules CD4+ de leur niche. Ces traitements en association avec des
anti-inflammatoires permettrait de limiter le développement et le maintien de la maladie.

II. Ostéoclastes et inflammation

Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées issues de la fusion de cellules myéloides
(monocytes et cellules dendritiques). Ces cellules participent a la régulation de I'activité des
cellules souches hématopoiétiques et des cellules T CD4+ dans la moelle osseuse. Les
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mécanismes d’action des ostéoclastes commencent a étre connus et interviennent dans la
rétention et le maintien des cellules immunitaires dans la moelle osseuse.

A. L’activité des ostéoclastes et la mobilisation des HSCs

Les cellules souches hématopoiétiques (HSCs) sont les cellules a I'origine de I'ensemble des
cellules sanguines ; myéloides et lymphoides. Ces cellules sont maintenues dans la moelle
osseuse dans des niches protectrices ou elles sont quiescentes et protégées. Ces niches sont
formées des cellules mésenchymateuses et hématopoiétiques. Mon équipe a montré le role
essentiel des ostéoclastes dans la formation des niches des cellules souches
hématopoiétiques in vivo (Mansour et al 2012). Les situations de stress, sont associées a une
augmentation de I’'hématocrite et de la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques.
Ainsi, les ostéoclastes ont été décrits comme participant a la mobilisation des HSCs depuis la
moelle osseuse vers la circulation sanguine en rompant les interactions entre les cellules
hématopoiétiques et les cellules stromales (Kollet et al 2006). De plus, les maladies
inflammatoires chroniques de lintestin sont associées a une augmentation de la
prolifération des cellules souches hématopoiétiques et de leur différenciation en cellules
myéloides (Griseri et al 2012). Nous avons montré que le blocage de I'activité des
ostéoclastes, dans un modele d’inflammation chronique intestinale, est associé a une
diminution de la prolifération des cellules souches hématopoiétiques ainsi que de leur
différenciation vers la voie myéloide. Les travaux de Lymperi et al (2011) ont montré que
bloquer I'activité des ostéoclastes chez la souris adulte était associée a une diminution du
nombre de cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse. De plus, les travaux
de Soki et al (2013) ont montré que le blocage de l'activité des ostéoclastes induit une
augmentation de LT-HSC (cellules mémoires a long terme). Nos travaux ont démontré
qu’une activité excessive des ostéoclastes induisait une prolifération des cellules souches
hématopoiétiques. Nous avons pu montrer que I'augmentation de I'activité des ostéoclastes
induit une différenciation des cellules souches hématopoiétiques vers la voie myéloide au
détriment de la voie lymphoide. Ainsi, les ostéoclastes participent a I'exacerbation de la
maladie en agissant sur les précurseurs des cellules inflammatoires responsables de la mise
en place de la maladie. Ces cellules vont augmenter les signes cliniques osseux de la maladie
mais ils vont permettre de réguler I'inflammation. La différenciation des cellules souches
hématopoiétiques passe par différentes étapes. L'étude des différents progéniteurs
multipotent dans la moelle osseuse permettrait de connaitre la ou les clelules cibles de
I'activité des ostéoclastes. L'activité des ostéoclastes permet la libération de différentes
cytokines et minéraux (notamment le calcium) important dans I'activité cellulaire et aussi
dans la régulation des réponses inflammatoires. Ainsi, nous pouvons supposer que l'activité
excessive des ostéoclastes va permettre de créer un cercle vicieux qui par sa libération de
molécules induit une mobilisation et Ila différenciation des cellules souches
hématopoiétiques.
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Les niches des cellules souches hématopoiétiques forment un microenvironnement
complexe composé de cellules mésenchymateuses mais aussi immunitaires. Les cellules
osseuses et notamment les ostéoblastes sont décrits comme permettant la rétention des
cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse (Vijnik et al 2004). La perte du
ratio entre le nombre d’ostéoclastes et d’ostéoblastes permet d’expliquer la mobilisation
accrue des cellules souches hématopoiétiques.

Ainsi, I'activité excessive des ostéoclastes induit un remodelage de I'architecture osseuse
conduisant a une perte des interactions entre les cellules souches hématopoiétiques et leurs
niches, notamment avec les cellules souches mésenchymateuses. Les interactions cellules/
cellules sont nécessaires a la survie et au maintien de la quiescence des cellules souches
hématopoiétiques dans la moelle osseuse (Jung et al 2005). La rupture de ces interactions
participe ainsi a leur mobilisation comme dans le cas de I'IBD. De plus, mon équipe a
démontré que les traitements aux bisphosphonates induisent des changements au niveau de
des cellules stromales mésenchymateuses et pourraient expliquer les modifications
observées dans I'activité des cellules souches hématopoiétiques (Mansour et al 2011).

Les ostéoclastes sont les cibles principales des bisphosphonates. Cependant, des études
récentes ont montré que ces molécules pouvaient agir sur d’autres cellules de la moelle
osseuse. Ainsi, les précurseurs des ostéoclastes (monocytes et cellules dendritiques) sont
eux aussi sensibles a ces drogues. De facon intéressante, les macrophages sont importants
dans la régulation de la niche des cellules souches hématopoiétiques. La perte des
macrophages contribue a une mobilisation accrue des HSCs. De plus, les bisphosphonates de
troisieme génération sont utilisés en thérapeutique comme anticancéreux de part leur effet
sur les cellules cancéreuses (Jiang et al 2016). Ainsi, ces résultats ne nous permettent pas
d’exclure que outre l'effet des ostéoclastes il y aurait aussi un effet des précursueurs
myéloides sur la régulation de la niche des HSCs. Afin d’aller plus loin dans cette étude et de
déterminer l'effet spécifique des ostéoclastes, il serait intéressant de déterminer des
marqueurs spécifiques des ostéoclastes inflammatoires responsables de la destruction
osseuse observée lors des maladies inflammatoires.

B. Interaction des ostéoclastes avec les cellules T CD4+

Les ostéoclastes sont décrits depuis quelques années comme des cellules présentatrices
d’antigenes. En effet, ces cellules expriment a leur surface I'ensemble des molécules
permettant I'activation des cellules T CD4+ a savoir le complexe majeur d’histocompatibilité,
ainsi que les protéines de co-stimulation CD80/86 (Li et al 2010, Grassi et al 2002). Les
ostéoclastes sont capables d’induire la différenciation des cellules CD4+ en cellules
tolérogéniques ou inflammatoires (Grassi et al 2011 ; Ibafiez et al 2016). Mon équipe a
démontré qu’en condition non inflammatoire, les ostéoclastes ont un effet tolérogénique et
induisent la formation de cellules T CD4+ régulatrices (FoxP3+). Au contraire, lors des
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, les ostéoclastes CX3CR1+ présents sont
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inflammatoires capables d’induire la différenciation des cellules T CD4+ en cellules TNFa+
(Ibafiez et al 2016).

Le TNFa est une cytokine inflammatoire participant au recrutement de monocytes CX3CR1
dans la moelle osseuse (Koizumi et al 2009). En effet, le TNFa agit au niveau des cellules
stromales mésenchymateuses et induit la production de CX3CL1 et les ostéoblastes et
permet |'attraction des monocytes CX3CR1+. En complément de l'effet du TNFa, I'lL-17
induit la production des chimiokines MCP1 et MIPla par les cellules stromales
mésenchymateuses (Ciucci et al 2015). Ces chimiokines permettent I'attraction des
monocytes inflammatoires dans la moelle osseuse ou ils vont étre différenciés en
ostéoclastes inflammatoires. L'IL-17 a été décrit comme un inducteur de la différenciation
des ostéoclastes en condition inflammatoire (Huang et al 2009). De plus, le profil
inflammatoire des cellules CD4+ Th17 est associé avec une sécrétion de GM-CSF par ces
cellules (Krausgruber et al 2016). Le GM-CSF est une des cytokines importante pour la
génération des cellules myéloides (monocytes) a partir des cellules souches
hématopoiétiques (Miyamoto et al 2001 ; Griseri et al 2012 ; 2015). Lors des maladies
inflammatoires chroniques, les taux de cytokines inflammatoires produites par les cellules T
CD4+ vont participer au recrutement des macrophages dans la moelle osseuse et a leur
différenciation en ostéoclastes.Les ostéoclastes produits ont un phénotype inflammatoire et
induisent la différenciation des cellules T CD4+ vers un profil ThTNF (lIbafez et al 2016). La
production de ces cellules va exacerber l'inflammation et contribue au maintien de la
maladie.

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin sont décrites comme des cellules Thl
(Powrie et al 1994 ; Griseri et al 2012). Ces cellules CD4 Th1 sont caractérisées grace a leur
production de TNFa et d’IFNy. LIFNy est une cytokine décrite comme inhibant la
différenciation des ostéoclastes in vivo et in vitro (Fox et al 2000 ; Takayanagi et al 2000).
L'IFNy a des effets plutdét controversés. Ainsi, I'IFNy interrompt la signalisation entre le
couple RANK/RANKL inhibant la différenciation des ostéoclastes (Takayanagi et al 2000).
Cependant, la déplétion du récepteur de I'IFNy est associée a une augmentation de la perte
osseuse observée dans les modeles d’arthrite rhumatoide (Vermeire et al 1997). De plus, la
co-culture de cellules CD4+ IFNy- et de monocytes est associée a une différenciation plus
importante des cellules en ostéoclastes que si les monocytes sont mis en présence de
cellules CD4+ IFNy+ (Kotake et al 2005). L'IFNy participe aussi a I’activation et la maturation
des cellules dendritiques (Pan et al 2004 ; He et al 2007). Ainsi, les travaux de Gao et al
(2007) ont démontré que I'IFNy participait a I'activation des cellules dendritiques et a la
différenciation des cellules CD4+ en cellules ostéoclastogéniques. L'IFNy a une double
fonction, inhiber la différenciation des ostéoclastes en interrompant la signalisation du
RANKL mais cette cytokine a aussi le pouvoir d’augmenter I'inflammation et I’activation des
cellules CD4+. Ainsi, lors des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, les cellules
CD4+ Th1 vont participer a la perte osseuse en augmentant les capacités présentatrices des
cellules dendritiques et la production de cellules CD4+ Rankl+ (Gao et al 2007).
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Le blocage de I'activité des ostéoclastes est associé a une diminution de I'inflammation.Les
traitements anti-ostéoclastogéniques sont associés a une diminution de I'inflammation en
diminuant I'activité des cellules T y6 mais aussi en diminuant leur rétention dans la moelle
osseuse (Fowler et al 2014).La perte des cellules T inflammatoires dans la moelle osseuse est
associée a une diminution des cytokines inflammatoires TNFa, IL-17. De plus, les
bisphosphonates induisent une diminution de [Iactivation des cellules dendritiques
(Bringmann et al 2007). La diminution de I'expression des molécules co-stimulatrices sur les
cellules dendritiques est décrite comme intervenant dans |'orientation des cellules T CD4+
vers la polarisation tolérogénique. Les cellules T CD4+ régulatrices ont été décrites comme
inhibant la formation des ostéoclastes et donc la perte osseuse. De plus, les traitements aux
bisphosphonates tel que I'acide zolédronique(ZA), vont limiter la fusion des précurseurs des
ostéoclastes ainsi que l'activité des cellules formées (Wolf et al 2006). Nous avons montré
que le traitement a I'acide zolédronique était associé a une diminution des monocytes dans
la moelle osseuse qui peut étre associé a une diminution de I'expression de MCP1 par les
cellules stromales mésenchymateuses (Jia et al 2015). L'utilisation de bloqueurs des
ostéoclastes pourrait ainsi contribuer a une diminution de I'inflammation et permettrait la
formation d’ostéoclastes tolérogéniques.

Ainsi, 'ensemble de ces travaux démontrent le role central des ostéoclastes dans le maintien
des maladies inflammatoires chroniques de [lintestin. L'activité ostéoclastique est
responsable de la perte osseuse observée lors de la maladie inflammatoire chronique de
I'intestin mais permet aussi le maintien de l'inflammation. Ces ostéoclastes deviendraient
donc des cibles thérapeutiques intéressantes dans la lutte contre les maladies
inflammatoires chroniques de [lintestin. Afin d’aller plus loin dans cette étude, la
caractérisation des ostéoclastes inflammatoires et leurs différences par rapport aux
ostéoclastes régulateurs, leurs mode de recrutement et de différenciation permettrait de
mieux traiter les complications osseuses associées aux maladies inflammatoires chroniques.
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Figure 12: Les ostéoclastes cellules au centre de I'inflammation

Au cours des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin, les cellules CD4+ Th17 TNFa+
produites au niveau de la lamina propria, migrent dans la moelle osseuse. Ces cellules induisent la
différenciation des monocytes en ostéoclastes grace a leur sécrétion de RANKL. De plus, les cellules
Th17 produisent de I'lL-17 permettant la sécrétion de chimiokines (MCP1 et MIP1a) par les cellules
stromales mésenchymateuses (MSCs) et le recrutement des monocytes dans la moelle osseuse. Au
niveau des ostéoblastes, I'il-17 induit a la destruction osseuse observée lors de la maladie. L’activité
des ostéoclastes induit la prolifération des cellules souches hématopoiétiques et leur différenciation
en cellules myéloides (neutrophiles et monocytes). Les monocytes néoformés permettent la
formation de nouveau ostéoclastes exacerbant la perte osseuse. D’autre part, les cellules myéloides
migrent au niveau de l'intestin et participent a I'inflammation intestinale.
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L'inflammation est un mécanisme complexe faisant intervenir les différentes cellules du
systeme immunitaire. Les maladies inflammatoires chroniques sont associées a un maintien
de la réponse inflammatoire et la présence des cellules inflammatoires notamment les
lymphocytes T CD4+ mémoires.Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin telles
gue la maladie de Crohn sont associées a une perte osseuse pathogénique. Lors de ces
maladies, il a été observé une augmentation de l'activité des ostéoclastes, les cellules
responsables de la résorption osseuse. Ces cellules sont issues de la différenciation des
monocytes en présence de deux cytokines, le MCSF et le RANKL. Lors des maladies
inflammatoires chroniques les cellules T CD4+ ont été décrites comme participant a
I'ostéoclastogénése. Cependant, la nature exacte des cellules T CD4+ impliquées dans la
perte osseuse reste encore indéterminée.

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique se caractérisant par une
inflammation du tractus digestif et une perte osseuse pathogénique chez 50% des patients.
Des études sur des modeles murins de la maladie nous ont permis de mettre en avant la
présence d’une population T CD4+ ostéoclastogénique dans la moelle osseuse. Nous avons
pu caractériser le phénotype et le mécanisme d’action de ces cellules au cours de la maladie
et leur implication dans la perte osseuse. Nous avons pu démontrer que ces cellules CD4+
TNFalpha Th17+ participaient au recrutement et a la différenciation des monocytes en
ostéoclastes en induisant la sécrétion de chimiokines par les stromales mésenchymateuses
et en sécrétant du RANKL. De fagon intéressante, nous avons pu retrouver cette population
ostéoclastogénique dans le sang de patients atteints de la maladie de Crohn. Ces travaux ont
permis de lier les deux phénoménes majeurs observés dans la maladie a savoir
I'inflammation intestinale et la perte osseuse.

Au cours de linflammation, il a été observé une augmentation du nombre et de la
différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Ces cellules vont étre a I'origine des
cellules inflammatoires responsables de la maladie. Les ostéoclastes ont été décrits comme
participant a la régulation de la niche des cellules souches hématopoiétiques. Lors de Ila
deuxieme partie de ma these nous avons étudié le role des ostéoclastes dans la régulation
des niches des cellules souches hématopoiétiques dans un contexte inflammatoire.
L'utilisation de bloqueur de I'activité ostéoclastique, nous a permis de montré que ces
cellules participent a la mobilisation et Ila différenciation des cellules souches
hématopoiétiques.

Les cellules CD4+ mémoires vont participer au développement de I'inflammation mais aussi
a la perte osseuse pathogénique. Les études ont montré que ces cellules étaient maintenues
dans la moelle osseuse. Cependant, la composition de leur niches ainsi que leur mécanismes
de rétention dans la moelle restent encore a étre déterminer et permettraient de lutter
contre la maladie de Crohn.

Mots clés : inflammation, ostéoimmunologie, ostéoclastes, cellules CD4+ mémoires
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