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La spondyloarthrite (SpA) est un rhumatisme inflammatoire chronique fréquent avec une prévalence de
0,43% en France, fortement associée @ HLA-B27. A I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif et
les mécanismes physiopathologiques impliqués restent méconnus. Afin de mieux comprendre les
mécanismes immunologiques impliqués dans le développement de la SpA, nous avons étudié deux
populations cellulaires clé, les cellules dendritiques (DC) et les lymphocytes T (LT) CD4*, chez le rat
transgénique pour le HLA-B27 et la B2 microglobuline humaine (rat B27) qui développe spontanément
tous les symptdmes de la SpA. Il a été démontré que I’accumulation de lymphocytes T helper producteurs
d’interleukine 17 (IL-17) pathogénique (lymphocyte Thiy), et plusieurs défauts fonctionnels des cellules
dendritiques (DCs) sont corrélés avec le développement de la SpA chez les rats B27.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux lymphocytes T régulateurs (Treg), dont le rdle est
d’empécher 1’établissement d’une réponse immune pathogéne pour 1’hdte, chez le rat B27. Nous avons
découvert que les Treg de rats B27 présentent un phénotype pro-inflammatoire (surexpression d’IL-17 et
sous-expression d’IL-10 anti-inflammatoire), lié a la surexpression de la molécule ICOS. De plus, la
sévérité des signes cliniques chez les rats B27 n’exprimant pas ICOS (rats B27 ICOS KO) est diminuée
comparé aux animaux HLA-B27 sauvages. Cette protection partielle est corrélée a une réduction de la
proportion de lymphocytes Thiz. Ces résultats mettent en lumiére le réle majeur d’ICOS dans la
physiopathologie de la SpA du rat.

La deuxiéme partie de ce travail s’est concentrée sur les conséquences de la sous-expression d’IL-27 par
les DC de rats B27, cytokine connue pour inhiber le développement des Thiz. Nous avons observé que
I’addition d’TL-27 exogene permet de diminuer la production d’IL-17 et d’augmenter la synthése d’TL-10
anti-inflammatoire par les LT différenciés (T effecteurs et Treg) et les LT naifs de rats B27 différenciés in
vitro. De fagon intéressante, I’TL-27 réduit également la synthése d’TL-17 par les LT CD4* circulants de
patients atteints de SpA.

Ces travaux démontrent pour la premiére fois le réle clé de I’IL-27 et d’ICOS dans le contrdle de
I’inflammation chez le rat B27 et suggérent fortement que ces deux molécules sont de nouvelles cibles
thérapeutiques prometteuses dans la SpA.

Title: Modulation of Th17/Treg balance by IL-27 and ICOS in a rat model of spondyloarthritis

Keywords: SpA, Thl7, Treg, IL-27, ICOS

Spondyloarthritis (SpA) is a frequent chronic rheumatic inflammatory disorder with a prevalence of
0.43% in France and closely associated to HLA-B27. To date, there is no curative treatment and
pathophysiological mechanisms involved in this pathology remain elusive. To better understand these
mechanisms, we studied two crucial cell populations, dendritic cells (DC) and CD4* T cells in rats
transgenic for HLA-B27 and human B2 microglobulin (B27 rats) which spontaneously develop a
phenotype closely resembling human spndyloarthritis. Previous studies demonstrated that accumulation of
pathogenic IL-17 producing T cells (Th17 cells) and several function defects of DCs are correlated with
SpA development in B27 rats.

First, we focused on regulatory T cells, whose role is to prevent the establishment of pathogenic immune
responses. We discovered that Treg from B27 rats have a pro-inflammatory phenotype. They overexpress
IL-17 and underexpress anti-inflammatory IL-10, linked to ICOS overexpression. Furthermore, B27 rats
knock-out for ICOS (B27 ICOS KO rats) have reduced severity of clinical symptoms compared to B27
ICOS WT rats. This protective effect is correlated with a reduced proportion of Thi7 cells. These results
highlight the crucial role of ICOS in rat SpA physiopathology.

In the second part of this work we studied the consequences of IL-27 underexpression by B27 DC, a
cytokine known to inhibit Thi7 development. Addition of exogenous IL-27 reduces IL-17 and increases
IL-10 productions by differentiated T cells (Teff and Treg) and by naive T cells polarized in vitro.
Interestingly, IL-27 also reduces IL-17 production by circulating CD4* T cells isolated from blood of SpA
patients.

This work demonstrate for the first time the key role of IL-27 and ICOS in the control of inflammation in
B27 rats and highly suggest that these molecules may be new promising therapeutic targets in SpA.
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Chapitre 1 : Les Spondyloarthrites

Les spondyloarthrites (SpA) sont des rhumatismes inflammatoires chroniques
caractérisés par des atteintes articulaires et extra-articulaires. Les SpA sont classiquement
subdivisées en 6 groupes: la spondylarthrite ankylosante (SA) qui en est la forme
emblématique, le rhumatisme psoriasique (RhumPso), les arthrites réactionnelles (Aré), les
rhumatismes des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), les SpA a début
juvénile et les formes indifférenciées qui correspondent aux cas ne rentrant dans aucun des

sous-types précédemment cités sont (Figure 1).

Spondylarthrite
ankylosante

Figure 1 : Les différents sous-types de SpA.

Les SpA, anciennement appelées spondyloarthropathies, regroupent des rhumatismes
inflammatoires affectant principalement la colonne vertébrale. L'analyse de momies
égyptiennes présentant des fusions osseuses intervertébrales évocatrices de SA a conduit
certains a conclure que ces pathologies toucheraient les Hommes depuis I’Antiquité (Sieper et
al., 2002). Il est cependant possible que les altérations anatomiques constatées sur ces momies
aient résulté du processus de momification et leur signification n’est donc pas clairement
établie. Alors que les auteurs francais, notamment Jacques Forestier, avaient clairement
distingué tres t6t les SpA des polyarthrites rhumatoides (PR), I'ensemble des rhumatismes
inflammatoires, dont la SA fait partie, ont longtemps été regroupés parmi les arthrites
rhumatoides par les auteurs anglo-saxons. Moll et Wright ont été les premiers parmi ces
derniers a proposer en 1974 le concept de SpA « séronégative » tel que nous le connaissons

encore aujourd’hui, en regroupant plusieurs pathologies (notamment la SA, le RhumPso et
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I’Aré) sur la base de leur association non fortuite et en les distinguant clairement de la PR (Moll
et al.,, 1974). Ce travail fut rapidement validé par la découverte de la trés forte association
entre la molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | HLA-B27 et la SA,
puis I'Aré et les autres formes de SpA (Schlosstein et al., 1973).

Les SpA représentent le second rhumatisme inflammatoire chronique en France,
affectant 0,43% de la population francaise (Costantino et al.,, 2015a), juste aprés la PR. La
prévalence de la SpA dans le monde varie de 0,01% (Japon) a 2,5% (Eskimos d’Alaska) (van
Tubergen, 2015). Du fait de sa plus grande prévalence, la SA est considérée comme le chef de

file des SpA.

A. Manifestations cliniques

Les SpA regroupent des pathologies se manifestant par des atteintes inflammatoires du
squelette axial ou périphérique, combinées de facon variable a des atteintes extra-articulaires
comme les uvéites, le psoriasis ou encore les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

(MICl).

Manifestation axiales
Les atteintes axiales sont la caractéristique principale des SpA. Elles regroupent les

atteintes du bassin (articulations sacro-iliaques), de la colonne vertébrale (rachis) et de la cage
thoracique. Ces atteintes sont responsables de vives douleurs d’horaire inflammatoire, d’une
raideur de la colonne vertébrale et peuvent conduire dans certains cas a une ankylose

progressive.

L’atteinte de I’articulation sacro-iliaque.
Les deux articulations sacro-iliaques réunissent le sacrum a I'os iliaque. L'inflammation

de ces articulations est appelée sacroiliite et est une caractéristique de la SA (Figure 2). Cette
sacroiliite se manifeste par une douleur fessiere importante, prédominant dans la deuxieme
partie de la nuit qui peut parfois réveiller le patient. Elle induit également une douleur lombaire

basse prolongée au réveil (plus de 30 minutes) et peut étre responsable d’une boiterie.
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Figure 2 : Scanner des articulations sacro-iliaques montrant un aspect érosif de la partie antérieure de
I'interligne gauche, témoignant d’une atteinte inflammatoire

(D’aprées « La Spondylarthrite » 2004, Editions John Libbey Eurotext)

L'analyse de cette sacroiliite a montré qu’elle était due a une inflammation de la
membrane synoviale (synovite) avec formation d’un pannus (Frangois et al., 2000). Une
infiltration par des cellules immunitaires est également constatée, principalement des
macrophages mais aussi des lymphocytes qui pénetrent dans le cartilage. Cette infiltration
s’accompagne d’une néoangiogéneése et d’une destruction de I'os adjacent. A la destruction de
I'os et du cartilage fait suite un processus de reconstruction osseuse qui se traduit par la
densification de I'os sous-chondral, puis la formation de ponts osseux intra-articulaires et
finalement la disparition de I'articulation sacro-iliaque par fusion de ses berges entre elles
(Bollow et al., 2000). A la différence de PR ou I'atteinte articulaire est surtout destructrice, il
peut y avoir simultanément destruction et formation d’os au niveau d’'une méme articulation
chez les patients atteints de SpA. Il est important de noter que I'ankylose osseuse compléte
s’accompagne souvent d’une disparition de la douleur et qu’elle n’induit qu’une géne

fonctionnelle modérée, I'articulation sacro-iliaque étant relativement peu mobile.

L’atteinte de la colonne vertébrale (spondylite)
Le rachis, ou colonne vertébrale, correspond a un empilement de vertéebres et aux

articulations les reliant entre elles. L'inflammation du rachis au cours de la SpA peut aussi bien
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toucher l'insertion des ligaments intervertébraux sur les corps vertébraux que les articulations

situées entre les apophyses vertébrales (Figure 3).

Colonne vertébrale Colonne vertébrale Colonne vertébrale
saine enflammée ankylosée

7~

!
J

KT ¥

Inflammation Fusion

Figure 3 : Représentation de la colonne vertébrale a 3 stades : normale, enflammée et ankylosée.

Au cours de la SpA, I'atteinte du rachis entraine des douleurs exacerbées en fin de nuit
et au réveil. Ces douleurs induisent une raideur matinale importante, nécessitant un
déverrouillage qui peut nécessiter jusqu’a plusieurs heures. Cette inflammation de la colonne
vertébrale peut, comme dans le cas de l'articulation sacro-iliaque, évoluer vers I'ankylose.
Cette ankylose provoque une perte de mobilité et une géne fonctionnelle importantes. Un des
risques pour le patient est que I'ankylose consécutive a la formation d’os se développe dans

une posture anormale du rachis (Figure 4).

A

Position
o (a) (b) (c) (d)

Figure 4 : Signes de I'ankylose de la colonne vertébrale.

Les atteintes les plus fréquemment observées sont : (a) perte de la cambrure des reins; (b) une position
penchée en avant (appelée « cyphose dorsale »), (c) ankylose du cou qui empéche le malade de relever la
téte; (d) position « vicieuse » avancée qui ne permet plus au patient de voir devant lui. (D’aprés
« Spondylarthrite ankylosante en 100 questions » Edition 2005, Dougados M)
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L’atteinte de la cage thoracique
La cage thoracique, contenant notamment le coeur et les poumons, est constituée de la

colonne vertébrale dorsale, du sternum et des cOtes qui réunissent ces deux éléments. Elle
comprend donc de nombreuses articulations qui peuvent toutes étre touchées au cours de la
SpA. Les atteintes de la cage thoracique sont responsables de douleurs localisées, aggravées
par la toux et les éternuements, pouvant étre confondues avec les douleurs viscérales
occasionnées par exemple par une atteinte cardiaque telle qu’un infarctus. De fagcon analogue
aux autres atteintes axiales, I'inflammation des articulations de la cage thoracique peut évoluer
vers I'ankylose osseuse au cours de la SpA, ce qui peut provoquer une restriction des capacités

respiratoires aboutissant dans de rares cas a une insuffisance respiratoire.

Manifestation périphériques
A cOté des atteintes du squelette axial que nous venons de décrire, les patients atteints

de SpA peuvent également développer des atteintes des articulations périphériques,
rapprochant la SpA d’autres rhumatismes inflammatoires chroniques comme la PR. Il existe
cependant une caractéristique anatomique propre a la SpA: 'atteinte de I'enthése, zone

d’insertion des ligaments et des tendons dans |'os.

Les arthrites
Le développement d’arthrites périphériques au cours de la SpA affecte avec

prédilection les grosses articulations des membres inférieures, telles que la hanche, le genou
ou la cheville. Ces arthrites sont la conségquence d’une inflammation de la membrane synoviale
entourant I'articulation, pouvant aboutir a la formation d’'un « pannus synovial» en cas de
persistance prolongée. Ces atteintes se caractérisent par tous les symptomes de
I'inflammation : rougeur, douleur, raideur et gonflement lié a I'accumulation de liquide synovial
dans l'articulation et a I'épaississement du tissu synovial. A la différence de la PR, la SpA
n’affecte généralement que quelques articulations a la fois (oligoarthrite) avec une distribution
asymétrique. Dans certains cas, |'arthrite peut évoluer de fagon « agressive » : le cartilage et
I'os sous-jacent étant progressivement dégradés, pouvant conduire a la destruction plus ou

moins compléte de I'articulation.

Les études histologiques d’arthrite chez des patients atteints de SpA montrent que
I'articulation est le siege d’une infiltration par des cellules immunitaires, notamment des

lymphocytes T (LT) et B (LB) et des macrophages exprimant le marqueur CD163. Ces
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macrophages produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires en forte quantité (TNF-
a, IL-1B, IL-6) mais tres peu de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10 (Baeten et al.,
2002; van Kuijk et al., 2006). Toutes ces cellules participent au développement d’un
environnement inflammatoire qui peut conduire a la destruction de I'articulation. La douleur et
la géne fonctionnelle induites par ces arthrites peuvent étre dues soit a I'inflammation elle-
méme soit a ses conséquences, telles que les attitudes vicieuses articulaires ou la destruction

du cartilage.

Les dactylites
Dans certains cas, les arthrites peuvent concerner I'ensemble des articulations d’un

méme doigt ou orteil et s'"accompagner d’une inflammation des gaines des tendons entourant
les articulations ou ténosynovite. Le doigt ou orteil touché devient alors gonflé, douloureux et
prend l'apparence d’une « petite saucisse »: il s’agit d’'une dactylite, manifestation

relativement spécifique de la SpA.

Les enthésites
L’enthésite correspond a une inflammation de I’enthése, le site d’insertion des tendons,

capsules et ligaments dans I'os. Au cours de la SpA, toutes les enthéses fibro-cartilagineuses
sont susceptibles d’étre touchées mais les plus fréquentes sont celles des membres inférieurs.
La plus caractéristique se traduit par une talalgie (inflammation du talon ; Figure 5). L'enthésite
se déroule généralement en trois phases : une phase initiale d’'inflammation et d’érosion, une
seconde phase de cicatrisation fibreuse et une phase tardive d’ossification qui peut s’étendre

au ligament ou au tendon, produisant une excroissance osseuse, ou enthésophyte.
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Figure 5 : Représentation schématique du pied.

Le tendon d’Achille (A) est en continuité de la toile fibreuse appelée aponévrose plantaire (P). Les bourses
séreuses situées entre le tendon d’Achille et I'os évitent le frottement du tendon sur I'os. Les douleurs du
talon peuvent étre dues soit a I'inflammation de I'insertion du tendon d’Achille ou de I'aponévrose plantaire
sur le calcanéum (enthésiopathie) soit a I'inflammation des bourses séreuses de voisinage (bursite). (D’apres
« La Spondylarthrite » 2004, Editions John Libbey Eurotext)

Manifestations extra-articulaires
Bien que la SpA se manifeste principalement par les atteintes axiales et périphériques

du squelette que nous venons de décrire, elle peut également induire des atteintes extra-
articulaires, témoignant du caractere systémique de cette pathologie. Les principales
manifestations extra-articulaires observées au cours de la SpA sont :

_l'uvéite ou inflammation de I'ceil. Il s’agit de la principale manifestation extra-articulaire liée a
cette pathologie : le risque de développer une uvéite chez un patient atteint de SpA est
d’environ 40%. L'uvéite se caractérise par un ceil rouge et douloureux et une baisse de I'acuité
visuelle. Lorsqu’elle est négligée, elle peut entrainer des Iésions irréversibles, conduisant a une
perte d’acuité visuelle.

_les MICI comme la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Les atteintes intestinales
peuvent se révéler par des diarrhées, la présence de sang ou de glaires dans les selles et de
violentes douleurs abdominales.

_le psoriasis, inflammation de la peau et/ou des ongles. Manifestation bien plus fréquente chez

les patients atteints de SpA que dans la population générale.
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B. Les différents sous-types de SpA

La spondylarthrite ankylosante (SA)
La SA est généralement considérée comme la forme emblématique des SpA et il s’agit

de sa variante la plus sévére, se caractérisant par une prédominance des atteintes du squelette
axial. Selon les criteres de classification originaux ou modifiés de New-York (Tableau 1) (van der
Linden et al., 1984a), la SA n’est retenue qu’en présence d’une sacroiliite certaine (atteinte
caractéristique de I'articulation sacro-iliaque) observée sur la radiographie du bassin. L’atteinte
rachidienne et les enthésites sont d’autres manifestations fréquentes au cours de la SA.
L’évolution vers I'ankylose osseuse, qui en est la complication la plus sévére, est devenue rare,
sans doute au moins en partie grace a 'amélioration de la prise en charge des patients. Il est a
noter que la SA touche préférentiellement les hommes, avec un sexe ratio Homme/Femme de

1,5-2 (Feldtkeller et al., 2003).

MNew-York 1966 (critéres originaux) New-York 1984 (critéres modifiés)
Critéres clinigues : Critéres clinigues (au moins 1) :
1) Limitiation de la mobilité du rachis lombaire dans les 3 plans de 1) Lombalgie et raideur lombaire de plus de 3 maois
I'espace. améliorées par l'activité physique et non soulagées par
2) Douleur de la jonction dorso-lombaire ou du rachis lombaire. le repos.
3) Limitation de I'expansion thoracique & 2,5 cm au moins, mesurée  |2) Limitation de la mobilité du rachis lombaire dans le
au niveau du 4&me espace intercostal. plan sagittal et frontal.

3) Limitation de I'expansion thoracigue par rapport aux
valeurs de sujets de méme age et de méme sexe.

Graduation radiographigue: 0 aspect normal; 1 sacroiliite suspectée; 2 |Critéres radiographigues :
sacroiliite minime; 3 sacroiliité modérée; 4 ankylose)

SA certaine : =Sacroiliite de grade 2 ou plus si sacroiliite bilatérale
=Sacroiliite de grade 3-4 bilatérale avec au moins un critére clinigue
=Sacroiliite de grade 3-4 unilatérale ou de grade 2 bilatérale avecle |ou
premier critére clinigue, ou avec les critéres cliniques 2 et 3
SA probable : = Sacroiliite de grade 3 ou plus si sacroiliite unilatérale
Sacroiliite de grade 3-4 bilatérale sans critére clinique

Tableau 1 : Critéres de classification de New-York, originaux et modifiés, de la SA.

(van der Linden et al., 1984a)

Rhumatismes associés aux entérocolopathies inflammatoires (« arthrites associées
aux MICI »)

Les MICI, comme la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn, s’"accompagnent
dans 20-30% des cas d’atteintes articulaires de type SpA telles qu’une spondylite, une
sacroiliite ou une arthrite périphérique destructrice. A l'inverse, environ 7% des patients
atteints de SA développent une entérocolopathie inflammatoire (De Vos et al., 1996) et une

inflammation intestinale uniqguement histologique (asymptomatique) a été décrite chez 50%
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des patients dans certains travaux (Mielants et al., 1995). De plus, une corrélation positive
entre la sévérité de [I'atteinte sacro-iliaque et l'inflammation chronique intestinale a

récemment été démontrée (Van Praet et al., 2014).

Les arthrites réactionnelles (Aré)
Les Aré (précédemment appelées syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter) sont le seul

sous-type de SpA pour lequel le facteur de déclenchement est connu et représentent environ
2% des cas de SpA. Il s’agit d’une inflammation aseptique de I'articulation faisant suite a une
infection intestinale ou uro-génitale survenue quelques semaines plus tot. Cette infection est
déclenchée soit par des entérobactéries (par exemple Salmonella ou Shigella) soit par des
eubactéries (comme Chlamydia). Dans la plupart des cas, les Aré évoluent vers une rémission

spontanée en plusieurs mois.

Le rhumatisme psoriasique (RhumPso)
Le RhumPso associe des atteintes cutanées de type psoriasique a des arthrites. Les

atteintes cutanées concernent généralement les zones de frottement de la peau comme les
coudes, les genoux, les ongles ou encore les paumes. La fréquence d’apparition du psoriasis
chez les patients atteints de SpA est environ 5 fois plus élevée que dans la population générale
(15 a 20% des patients atteints de SpA versus 3% dans la population générale). Les patients
atteints de RhumPso ont des arthrites périphériques souvent asymétriques et destructrices. Il
est a noter que 'apparition des atteintes cutanées précéde généralement celle des atteintes

ostéo-articulaires (Mease, 2011).

SpA a début juvénile
La SpA affecte principalement le jeune adulte, avec un age moyen d’apparition de la

maladie vers 25 ans. Cependant, elle peut débuter dans I'enfance, surtout chez les jeunes
garcons entre 8 a 13 ans. Les atteintes prédominant au cours de ces SpA a début juvénile sont
les enthésites et dactylites. Ces SpA peuvent évoluer soit vers une SA soit vers une autre forme

de SpA a I’dge adulte.

Les SpA indifférenciées
Il s’agit d’'un sous-type fréquent de SpA, correspondant a un rhumatisme inflammatoire

chronique répondant aux critéres de classification de SpA mais ne correspondant a aucune des
catégories précédemment décrites. Les SpA indifférenciées comprennent notamment des

formes débutantes de la maladie, difficiles a diagnostiquer. L'évolution des formes
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indifférenciées est variable, cependant 50% des patients développent une SA dans les 14

années suivant le diagnostic.

Concept unifié de SpA
Comme nous venons de le voir, les SpA ont été historiquement distinguées en 6 sous-

types. Cependant, plusieurs éléments laissent penser que ces entités ne représentent que des
manifestations cliniques différentes d’'une méme pathologie (Baeten et al., 2013a). Tout
d’abord, il a été observé que plusieurs sous-types pouvaient coexister chez différents individus
d’une méme famille, ce qui suggére la présence de facteurs génétiques communs. L'exemple le
plus frappant étant la trés forte prévalence du HLA-B27 dans chacun des sous-types de SpA
comme nous le verrons ultérieurement. D’autre part, les rats transgéniques pour le HLA-B27 et
la B2-microglobuline humaine (rats B27) développent simultanément plusieurs symptomes
(arthrite, colite, psoriasis, spondylite) qui correspondent pourtant a des entités distinctes dans
le cas de la SpA humaine. Enfin, aucune différence notable de réponse aux anti-TNF (traitement
de seconde ligne des SpA) entre les différents sous-types de SpA n’a été démontrée.

Ainsi, méme si la séparation entre sous-types historiques reste parfois utilisée, a I'heure
actuelle, elle a tendance a étre remplacée par une distinction entre formes axiales et
périphériques, correspondant aux critéres de classification les plus récents de I’ASAS. Il a par
ailleurs été proposé par certains auteurs d’étendre le concept unifié de SpA a la maladie de
Behcet et au psoriasis sous le terme de « MHC-I-opathies » (pathologies liées au CMH de classe
1), du fait de leur forte association a certains alléles du CMH de classe | : HLA-B*27 pour les SpA,

HLA-C*06 pour le psoriasis et HLA-B*51 pour la maladie de Behget (McGonagle et al., 2015).

C. Les criteres de classification des SpA

Comme nous l'avons vu précédemment, les symptomes cliniques des SpA sont tres
divers. Cette hétérogénéité phénotypique fait qu’il est parfois difficile de diagnostiquer avec
certitude cette maladie. Le délai moyen entre I'apparition des premieres manifestations de la
pathologie et son diagnostic reste d’environ 8 ans (Hamilton et al., 2011). Afin de pouvoir
harmoniser les patients inclus dans différentes études, plusieurs critéres de classification ont
été développés puis validés au cours des dernieres décennies. Les criteres de New-York
(Tableau 1) permettent de classer les patients atteints de SA, mais d’autres criteres sont utilisés
pour les SpA au sens élargi. Du fait de leur spécificité insuffisante, ces critéres ne sont pas

fiables pour poser avec certitude le diagnostic de SpA. Toutefois, la probabilité qu’un patient
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soit effectivement atteint de cette maladie se renforce avec le nombre de critéres remplis (van

Tubergen, 2015).

Les criteres d’Amor
A la différence des criteres de New-York (Tableau 1), les critéres d’Amor permettent de

définir un patient atteint de SpA méme en absence d’atteinte radiologique de l'articulation
sacro-iliaque. lls permettent de regrouper I'ensemble des sous-types de SpA en incluant une
majorité des manifestations caractéristiques de ce groupe de pathologies (Tableau 2). Un

patient ayant 6 points ou plus est classé comme atteint de SpA selon ces critéres.

Critere Score
Signes cliniques

Doulewrs noctirnes dorsales ou lombaires ou raideur matinale dorsale ou lombaire
Oligoarthrite asymétrique

Douleur fessiére (sans précision)

bl =

Douleur fessiére a bascule
Doigt ou orteil en saucisse

Talalgie ou autre enthésopathie
Tritis (uvéite antérieure)

[ R S I S R

Urétrite non gonococcique ou cervicite moins d’un mois avant le début d'une arthrite

Diarrhée moins d'un mois avant une arthrite

Présence ou antécédent de psoriasis, ou de balanite (inflammation du gland), ou d’entérocolopathie chronique
Sienes radiologiques

Sacro-iliite (stade>2)

Terrain génétique

présence de I"antigéne HLA-B27 ou antécédents familiaux de spondylarthrite, de syndrome de Reiter, de
psoriasis, d’entérocolopathie chronique

Sensibilité au traftement

amélioration en 48 heures des douleurs par anti-inflammatoires non stéroidiens ou rechute rapide (<48 heures)
des douleurs & leur arrét 3

[ —

[

Tableau 2 : Critéres de classification d’Amor.

(Amor et al., 1990)

Les criteres de I’European Spondyloarthropathy Study Group (ESSG)
Alors que les criteres d’Amor permettent de classer des patients atteints de SpA sans

atteinte rhumatismale, les criteres de I'ESSG n’ont que deux modes d’entrée : la présence
d’une douleur rachidienne ou d’une arthrite périphérique (critéres majeurs). Il faut également

la présence d’un critére mineur pour remplir ces criteres de classification (Tableau 3).
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Critére majeur

Critére mineur

Synovites asymétriques ou prédominante aux
membres inférieurs

ou

Douleurs lombaires, dorsales ou cervicales
présentant 3 & 5 des critéres suivants :

-début avant 45 ans

-début progressif

-amélioration par |'exercice

-raideur le matin

-présentes depuis plus de 3 mois

Antécédents familiaux de SpA, psoriasis, uvéite, arthrite réactionnelle ou
entérocolopathie

Psoriasis

Présence d'une entérocolopathie (Maladie de Crohn ou rectocolite hémorragique)
Infection digestive ou génitale un mois avant l'apparition de I'arthrite
Enthésopathie

Douleur fessiére a bascule

Sacro-iliite radiologique

Tableau 3 : Critéres de classification de I'ESSG.

(Dougados et al., 1991)

Les criteres de I’Assessement of SpondyloArthritis Society (ASAS)

Les critéres de I'ASAS se distinguent des autres critéeres précédemment décrits par

I'introduction d’une distinction entre formes axiales et périphériques de SpA (Tableaux 4 et 5),

s’écartant de la division historique des SpA en 6 sous-types, telle que décrite plus haut. D’autre

part, ils integrent comme |'un des critéres essentiels la mise en évidence d’une inflammation de

I'articulation sacro-iliaque a I'IRM alors que les précédents critéres ne se basaient que sur la

radiologie conventionnelle. Sachant que I'IRM peut détecter une sacro-iliite plusieurs années

avant la radiographie, l'introduction d’'une IRM positive parmi les criteres ASAS devrait

permettre de reconnaitre des formes plus précoces de SpA que les précédents criteres de

classification.

Sacro-iliite
+
au moins 1 critére de SpA

HLA-B27"
+
au moins 2 critéres de SpA

Critéres de SpA :
Lombalgie inflammatoire
Arthrite

Enthésite

Uwéite

Dactylite

Psoriasis

Entérocolopathie

Reponse aux ATNS

Antécédents familiaux de SpA

Positivité pour HLA-B27

Taux élevé de Protéine C réactive (CRP)

Sacro-iliite:

ou

Inflammation de l'articulation sacro-iiaque a 1'TRM

Sacro-ilite radiologique selon les critéres modifiés de New-York

Tableau 4 :

(Rudwaleit et al., 2009)

Critéeres de classification de I’ASAS pour la SpA axiale.
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arthrite OU Enthésite OU Dactylite

+

Au moins 1 des manifestations suivantes: Au moins 2 des manifestations suivantes:
Entérocolopathie Arthrite

Psoriasis Enthésite

Uvéite ou Dactylite

Infection antérieure aux symptémes Lombalgie inflammatoire

HLA-B27+ Antécédents famihaux de SpA
Sacro-ihite

Tableau 5 : Critéres de classification de I’ASAS pour la SpA périphérique.

Ces critéres ne s’appliquent que si le patient ne répond pas déja aux criteres de SpA axiale (Rudwaleit et al.,
2011).

D. Traitements

A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif de SpA. Les traitements actuels sont
symptomatiques, visant a réduire la douleur et la raideur articulaire et si possible prévenir les
complications de cette pathologie telles que I'ankylose osseuse et les déformations. La prise en
charge du patient comprend habituellement des traitements médicamenteux associés a une
rééducation physique.

Les traitements prescrits en premiére intention aux patients atteints de SpA sont les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). Leurs effets sur la douleur et la raideur se
manifestent généralement dans les 48 a 72h qui suivent le début du traitement. Les différentes
molécules disponibles ont une efficacité globalement comparable entre elles a I'échelle de
I'ensemble des patients avec des variations individuelles. Peu d’études ont directement
comparé |'efficacité des anti-inflammatoires entre eux sur la SpA. C'est toutefois le cas d’une
étude qui a démontré la supériorité de I'etoricoxib sur le naproxéne dans la SA (Wang et al.,
2016a). Cependant, les AINS ne sont pas efficaces chez tous les patients et peuvent étre
responsable d’effets secondaires séveres, tels que des ulceres gastriques, surtout en cas de
traitement continu. Dans ce cas, d’autres traitements sont a envisager.

Si le patient est atteint d’'une SpA périphérique selon les criteres de I'ASAS, il est
possible de tenter en deuxiéme intention un traitement de fond « conventionnel », comme le
méthotrexate ou la sulfasalazine, habituellement efficaces pour traiter la PR. Ces molécules ne
sont toutefois pas recommandées dans le cas d’'une SpA axiale en raison de leur absence
d’efficacité sur ce type d’atteinte (Sieper and Poddubnyy, 2016). Des injections locales de
glucocorticoides, ou infiltrations, peuvent également étre envisagées pour traiter les arthrites

ou enthésites périphériques.
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En cas d’échec ou de mauvaise tolérance aux lignes de traitement ci-dessus, les
traitements de recours sont les anti-tumor necrosis factor a (anti-TNF-a), qui bloquent le TNFa,
médiateur pro-inflammatoire produit au cours de la SpA. L'arrivée de ces nouveaux agents
thérapeutiques, tout d’abord développés pour traiter la PR et la maladie de Crohn, a apporté
un amélioration considérable a la prise en charge de la SpA car ils réduisent de fagon
extrémement significative la sévérité des symptdmes chez la majorité des patients atteints de
SpA, méme réfractaires aux AINS (Sieper and Poddubnyy, 2016). Actuellement, 5 anti-TNF-a
ont obtenu une autorisation de mise sur le marché dans le cadre de la SA, en tant que
traitements de seconde ligne : l'infliximab, I'etanercept, I'adalimumab, le golimumab et le
certolizumab-pegol. Comme tout traitement, ils peuvent cependant provoquer des effets
secondaires. Les anti-TNF augmentent notamment les risques infectieux et en particulier celui
de développer une maladie tuberculeuse pour les patients ayant fait une primo-infection dans
le passé, souvent a leur insu. Leur effet préventif potentiel sur I'évolution des altérations
structurales ostéo-articulaires reste discuté dans le cas de la SA. En effet, des premiere études
ont suggéré que les anti-TNF auraient peu d’effet sur le développement de I’'ankylose osseuse,
alors que des études récentes semblent démontrer un effet protecteur a long terme, en cas de
début de traitement précoce (Zhang et al., 2016). Enfin, il faut souligner que le co(t de ces
traitements est particulierement élevé : environ 13 000€ par an et par patient.

Tout récemment, une nouvelle biothérapie ayant une cible différente des anti-TNF-a a
été admise sur le marché : il s’agit du secukinumab, un anticorps monoclonal qui cible I'lL-17A,
autre cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la SpA. Comme les anti-TNF, le secukinumab
permet d’obtenir une réduction de la sévérité des symptomes chez la majorité des patients
traités, et de facon particulierement intéressante, également chez des patients n’ayant pas
répondu a un premier anti-TNF (Baeten et al., 2015). D’autres biothérapies ciblant la voie IL-
23/IL-17 sont en cours d’étude, comme I'ustekinumab (anticorps dirigé contre la sous-unité p40

commune a I'lL-23 et a I'lL-12).
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Traitement de premiére lisne

:AINS

h 4

Enthésite avec ou sans
manifestation axiale

Injection locale de
glucocorticoides

Arthrite avec ou sans
manifestation axiale

A

Traitement de fond
conventionnel

SpA axiale

Traitement de deuxiéme lione -

Anti-TNFu
Anti-IL17 (seulement si AS)

Figure 6: Stratégie thérapeutique pour la prise en charge des patients atteints de SpA.

En cas d’échec ou d’intolérance aux AINS, le traitement de seconde ligne est un anti-TNF. En cas de SpA
périphérique, une injection de glucocorticoide et/ou un traitement de fond conventionnel sont envisageables
avant le recours a un anti-TNF. Le secukinumab (anti-IL-17) a été récemment approuvé pour le traitement de
la SA en cas d’échec des AINS (Sieper and Poddubnyy, 2016).

En complément des traitements médicamenteuy, il est généralement recommandé de

prescrire au patient une rééducation physique supervisée par un kinésithérapeute. Ces

exercices peuvent contribuer a réduire les douleurs articulaires et a améliorer la mobilité, une

fois I’état inflammatoire réduit par les traitements médicamenteux.

Des opérations chirurgicales sont parfois a envisager, notamment en cas de destruction

de l'articulation de la hanche (mise en place d’une prothese) ou de déformation rachidienne

majeure devant étre corrigée (mais il s’agit d’interventions d’exception).

E. Interactions hote-environnement

La SpA est une pathologie multifactorielle complexe dont le développement nécessite a

la fois des facteurs environnementaux et génétiques. Bien que la compréhension de cette

pathologie ait fortement progressé ces derniéres années, |I'étiologie précise de la SpA encore

inconnue.
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Facteurs génétiques

HLA-B27
La trés forte association entre la SA et la molécule du CMH de classe |, HLA-B27, est

connue depuis 1973 (Schlosstein et al., 1973). Depuis, d’autres études ont également démontré
une forte association entre le HLA-B27 et les autres sous-types de SpA, comme les arthrites

associées aux MICI (Morris et al., 1974) (Tableau 6).

Sous-types de SpA Prévalence du HLA-B27
Spondylarthrite ankylosante (SA) 90%
Arthrite juvénile 76%
Arthrite réactionnelle 70%
Rhumatisme psoriasique 40-70%
Spondylarthrites associées aux MICI 50-60%

Tableau 6 : Prévalence du HLA-B27 dans les différents sous-types de SpA.

(Bowness, 2015; Reveille, 2011)

D’autres génes du complexe majeur d’histocompatibilité ont été associés au risque de

développer une SpA, comme HLA-B*60 ou HLA-B*52.

Du fait de cette trés forte association, la molécule HLA-B27 a été particulierement
étudiée au cours des 40 derniéres années. A I'heure actuelle, 156 variants alléliques du HLA-
B27 ont été recensés (HLA-B*27:01 a HLA-B*27:156; http://hla.alleles.org/alleles/class1.html).
L'association de ces différents alléles au risque de SpA n’a pu étre étudiée que pour les
premiers d’entre eux, qui sont les plus fréquents. Les alléles clairement associés au risque de
SpA sont B*27:05, allele dit « ancestral » (dont les autres alleles dérivent par mutation),
B*27:02, B*27:04 et B*27:07. A l'inverse, les 2 alléles B*¥27:06 et B*27:09 ne sont pas ou moins

associés a la SpA (Reveille, 2011).

La comparaison des séquences protéiques entre alleles HLA-B associés et non associés a
la SpA a mis en évidence 4 acides aminés partagés entre les alléles associés qui paraissent donc
les plus a méme de rendre compte du risque de SpA : I'histidine en position 9 (His9), I'acide
glutamique en position 45 (Glu45), la cystéine en position 67 (Cys67) et la lysine en position 70
(Lys70). Ces 4 résidus sont situés au voisinage de I'une des poche liant le peptide antigénique

présenté par le HLA-B27 au lymphocyte T CD8*, la poche « B ». Si I'on tient également compte
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de I'association entre SpA et HLA-B*14:03 (Lépez-Larrea et al., 2002), seuls les acides aminés
Glu45 et Cys67 sont conservés entre tous ces alleles.

D’autre part, si I'on compare les séquences des deux sous-types non associés (HLA-
B*27:06 et HLA-B*27:09) aux sous-types associés, ils ont en commun un changement de I'acide
aminé 116, mais qui est également présent dans I'alléle HLA-B*27:07, associé a la SpA (Tableau
7). Ces données indiquent qu’aucun acide aminé ne parait a lui seul capable de conférer la

susceptibilité a la SpA.

Résidu

Allgleria-e | 9 | 11 [ a5 [ 59 | 67 | 70 | 77 | 80 | 81 | 123 [ 114 [ 116 | 131 [ 156
Associé a la SpA

B*2705 H 5 E ¥ c K D T L ¥ H D 5 L
B*2702 - - - - - - N | A - - - - -
B*2703 - - - H - - - - - - - - - -
B*2704 - - - - - - s - - - - - - -
B*2707 - - - - - - - - - H N ¥ R -
B*2708 - - - - - - s - - - - - - -
B*1403 ¥ A - - - N S N - - N F - R
Non-associé a la SpA

B*2706 - - - - - - S - - - D ¥ - -
B*2709 - - - - - - - - - - - H - -

Tableau 7 : Comparaison des séquences protéiques de différents HLA-B selon leur association a la SpA.

La séquence du HLA-B*27:05 considéré comme l'alléle ancestral est prise comme référence. Seuls |'acide
glutamique en position 45 et la cystéine en position 67 sont conservés entre les différents alléles associés a la
SpA, mais se retrouvent également dans les deux sous-types non associés. A l'inverse HLA-B*27:06 et HLA-
B*27:09 ont un acide aminé muté en position 116, mais la tyrosine 116 de B*27:06 est également présente
chez B*27:07. Adapté de (Breban et al., 2004).

Bien que I'association entre HLA-B27 et SpA soit connue depuis plusieurs décennies, le
role de cette molécule du CMH dans le développement de la pathologie reste encore mal
compris. Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer I'induction de la SpA par HLA-
B27. La plus ancienne est celle du « peptide arthritogéne », car la principale fonction du HLA-
B27 est de présenter des peptides dits endogeénes (provenant de la dégradation des protéines
intracellulaires) au récepteur des LT (TCR) CD8* cytotoxiques.

Selon I’hypothese du « peptide arthritogéne », le HLA-B27 correctement replié serait
capable de lier spécifiguement un ou plusieurs peptides dérivés du soi et induirait I'activation
de LT CD8* autoréactifs, préalablement activés par exemple par un pathogéne bactérien, pour
tenir compte de la situation des Aré. Ces LT CD8* autoréactifs seraient alors les acteurs d’une
réponse pro-inflammatoire responsable des symptomes articulaires observés au cours de la
SpA (Benjamin and Parham, 1990). Une hypothése complémentaire de celle du peptide
arthritogénique est le « mimétisme moléculaire » qui stipule que ce sont des peptides dérivés

de microorganismes bactériens qui sont a |'origine de I’activation initiale des LT CD8*. Ces
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peptides étant tres similaires a des peptides dérivés du soi, voire a des peptides dérivés du
HLA-B27 lui-méme, une réponse immune dirigée contre les cellules de I'hbte serait alors initiée,
conduisant aux lésions tissulaires inflammatoires (Ramos et al., 2002).

Plus récemment, une hypothése tentant d’unifier les pathologies inflammatoires ostéo-
articulaires associées au CMH de classe | c’est a dire les SpA et la maladie de Behget, a été
avancée (McGonagle et al., 2015). D’apres cette hypothese, les symptomes de ces pathologies
se développeraient a la suite d’'une dysfonction des barriéres épithéliales d’organes exposés a
des microorganismes (tels que la peau et I'intestin) et/ou de microlésions de sites exposés au
stress mécanique (par exemple les enthéses ou I'ceil). Ces deux types de stress (microbien et
mécanique) pourraient induire une réponse innée aberrante et contribuer a recruter des
cellules de I'immunité innée activées ainsi que les LT CD8" par l'intermédiaire des cellules
dendritiques (DC). Ces LT CD8* produiraient des médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-17,
le TNF-a et I'IL-8 qui seraient a I'origine d’'une inflammation pathogéne, principalement par
I'intermédiaire des neutrophiles activés.

Les hypothéses mettant en avant I'importance des LT CD8" ont été renforcées par la
mise en évidence du roéle significatif joué par des polymorphismes d’ERAP1 dans la
prédisposition aux SpA (Cortes et al., 2015; Costantino et al., 2015b), comme nous le verrons
dans le prochain point de cette partie. Il faut cependant souligner qu’aucun peptide
arthritogene n’a encore été clairement établi dans le cadre des SpA, ce qui ne permet pas de
valider ces théories (Bowness, 2015). De plus, et comme nous le verrons en détail dans le
chapitre traitant des modeéles animaux, des données démontrent clairement que les LT CD8* ne
sont pas impliqués dans le développement de la pathologie chez le rat B27 (May et al., 2003).

De nouvelles hypothéses ne faisant pas appel a la présentation de peptides particuliers
par le HLA-B27 aux LT CD8* ont été avancées plus récemment pour tenter d’expliquer son
implication dans la SpA. L'étude approfondie du HLA-B27 a révélé plusieurs propriétés
biochimiques particuliéres a cet allele. Tout d’abord, cette protéine présente une certaine
lenteur de repliement lors de sa synthése dans réticulum endoplasmique (RE), ce qui conduit a
I"'accumulation de formes mal repliées, dépourvues de B2-microglobuline (chaine protéique
invariante dite légere se fixant de maniére non covalente a la chaine lourde du CMH de classe |,
indispensable a sa stabilité) et de peptide antigénique.

Une telle accumulation pourrait induire un processus d’adaptation de la cellule appelé
ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) qui permette d’éliminer les formes mal
repliées en les expulsant du RE et en les adressant au protéasome. Cependant, il se peut que le
mécanisme d’ERAD soit dépassé par I'accumulation de formes mal repliées du HLA-B27, ce qui

induirait un stress cellulaire et déclencherait une UPR (Unfolded Protein Response). |l a par
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ailleurs été démontré que I'UPR était capable d’induire la synthése d’interleukine 23 (IL-23)
(Delay et al., 2009). Cette cytokine est trés importante dans le développement des LT helper
CD4* producteurs d’interleukine 17 (lymphocytes Thi7) (McGeachy et al., 2009) pathogéniques
dans la SpA.

Une autre caractéristique biochimique du HLA-B27 est sa capacité a former des diméres
de chaine lourde par la formation des ponts disulfure grace a une Cys67 libre. De tels diméres
dépourvus de B2-microglobuline, tout comme les formes mal repliées du RE, ont été mis en
évidence a la surface de la cellule. Ces homodimeéres de B27 (B27,) sont capables d’interagir
avec des récepteurs exprimés a la surface des LT ou des cellules Natural-Killer (cellules NK). Ces
récepteurs incluent les « killer immunoglobulin receptors » KIR3DL1 et KIR3DL2 chez 'Homme
(Kollnberger et al., 2002) et les « paired immunoglobulin receptors » PIR chez les rongeurs
(Kollnberger et al., 2004). Cette interaction entre B27; et KIR3DL2 peut avoir des effets pro-

inflammatoires, notamment en induisant I’expansion des Thi7 (Bowness et al., 2011).

Autres facteurs génétiques
Plusieurs arguments vont dans le sens d’un réle important de facteurs génétiques

autres que le HLA-B27 dans la susceptibilité aux SpA. Bien que la prévalence du HLA-B27 soit
extrémement élevée dans les différents sous-types de SpA, certains patients atteints ne sont
pas porteurs du HLA-B27. D’autre part, moins de 10% des personnes porteuses du HLA-B27
vont développer une SpA au cours de leur vie (Costantino et al., 2015c; Reveille, 2011). De plus,
le risque de développer une SpA chez les individus apparentés au premier degré est 40 fois plus
élevé que pour un individu non apparenté, avec une importance génétique équivalente des
génes situés dans et hors de la région du CMH (Dernis et al., 2009). Ce risque pour une
personne HLA-B27* apparentée au premier degré a une personne atteinte de SpA est 16 fois
plus élevé que pour un individu HLA-B27* non apparenté (van der Linden et al., 1984b). Un
dernier argument est I’analyse de la concordance pour la survenue de la SpA chez les jumeaux
monozygotes et dizygotes. Il a été démontré que le taux de concordance chez les jumeaux
monozygotes était supérieur a celui observé chez les jumeaux dizygotes méme si I'on ne
considere que les jumeaux HLA-B27* (Brown et al., 1997). Toutes ces données ont incité la
communauté scientifique a chercher d’autres facteurs génétiques associés a la SpA.

La découverte de nouvelles associations génétiques dans la SpA a fait un bon
considérable depuis le début des années 2000 notamment grace aux études d’association pan-
génomiques ou GWAS (pour Genome-Wide Association Study). Le premier GWAS effectué dans
le cadre de la SA a été publié en 2007 (Wellcome Trust Case Control Consortium et al., 2007). Il

a permis de mettre en évidence deux genes contenant des polymorphismes associés a la SpA :
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ERAP1 et IL23R. A I'heure actuelle, on dénombre plus de 30 genes significativement associés
(Brown et al., 2016), ce qui a permis d’émettre de nouvelles hypothéses concernant la

physiopathologie des SpA.

Les aminopeptidases
Trois aminopeptidases sont associées au risque de SpA : ERAP1, ERAP2 et NPEPPS (aussi

dénommeée PSA). ERAP1 fut I'un des premiers genes situés en dehors du MHC a étre associé a
la SpA et son association a la SpA est maintenant bien établie (Kadi et al., 2013a). Bien qu’a
I'origine I’association entre ERAP1 et la SpA semblait restreinte aux patients porteurs du HLA-
B27, une étude récente a montré que cette association concernait également les patients HLA-
B27 négatifs (Cortes et al., 2015). ERAP1 est une protéine du RE impliquée dans le clivage des
peptides qui sont présentés par le CMH de classe I. ERAP1 présente également une fonction de
clivage de certains récepteurs de cytokines pro-inflammatoires (telles que le TNF, I'IL-1 et I'IL-6)
modifiant ainsi la réponse inflammatoire médiée par ces cytokines. Il semble cependant que
cette fonction de «sheddase» d’ERAP1 ne soit pas impliquée directement dans le
développement de la SpA car différents polymorphismes d’ERAP1 ne modifient pas
significativement les concentrations de TNFR1, IL1-R2 et IL-6R dans la sérum des patients
atteints de SA (Haroon et al., 2010).

A I'inverse, des variants d’ERAPI protecteurs vis-a-vis de la SA exercent une activité de
clivage des peptides réduite (Evans et al., 2011). Notre laboratoire a récemment démontré que
I’haplotype résultant de la combinaison de 3 polymorphismes situés dans ERAP1 influencait a la
fois I'expression et l'activité enzymatique de cette molécule. De maniére intéressante,
I’'haplotype associé a une susceptibilité accrue a la SpA induisait une plus forte expression
d’ERAP1 dans les DC dérivées de monocytes in vitro. L’haplotype protecteur était quant a lui
associé a une expression et une activité plus faibles d’ERAP1 (Costantino et al., 2015b). Un
autre impact de ces différents variants d’ERAP1 est la modification du « peptidome » présenté
par HLA-B27, alimentant ainsi I'hypothese d’un role possible de « peptide(s) arthritogene(s) »

dans le déclenchement de la SpA, bien que de tels peptides restent a identifier.

L’axe IL-23/Th17
Le second géne associé a la SA découvert dans le GWAS de 2007 est IL23R, qui code

pour la sous-unité spécifique du récepteur a l'interleukine 23, l'autre sous-unité étant
commune au récepteur de I'lL-12. Il avait été précédemment montré que le géne IL23R était
associé au psoriasis (Cargill et al., 2007) et aux MICI (Duerr et al., 2006), pathologies

fréquemment associées aux SpA. Cette association entre /L23R et SA, comme celle entre ERAP1
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et SpA, a depuis été répliquée dans plusieurs études (Australo-Anglo-American
Spondyloarthritis Consortium (TASC) et al., 2010; Evans et al., 2011; International Genetics of
Ankylosing Spondylitis Consortium (IGAS) et al.,, 2013). Une analyse récente a cependant
montré que I'association entre /L23R et SpA est surtout restreinte a la SA (Kadi et al., 2013b), a
la différence d’ERAP1 qui est associé a la SpA dans sa globalité (Kadi et al., 2013a).

L’interleukine 23 est une des cytokines clé de la différenciation des LT CD4" naifs en LT
effecteurs producteurs d’IL-17 (Thi7). Ces lymphocytes Thiz sont spécialisées dans la réponse
dirigée contre des pathogénes extracellulaires (notamment dans le tube digestif) mais sont
également mis en cause dans plusieurs pathologies auto-immunes telles la PR, les MICI ou
encore le psoriasis.

Il a été montré que les polymorphismes d’/L23R ont des conséquences fonctionnelles,
notamment sur les sous-populations de LT CD4* Th; et Thi;. Le polymorphisme rare protecteur
vis-a-vis du risque de SA, rs11209026 (codant pour une glutamine en position 381 au lieu d’'une
arginine : R381Q) induit une baisse de la signalisation associée a IL23R dans les Thi7, ce qui
provoque une baisse de la production d’IL-17, pro-inflammatoire et pathogénique dans la SpA
(Di Meglio et al., 2011).

Au-dela de cette association entre IL23R et SA, de nombreux autres arguments sont
venus renforcer I'idée d’un réle prépondérant de I’axe 1L-23/Thi7 dans la physiopathologie des
SpA. Plusieurs études génétiques ont démontré |’association de polymorphismes situés dans
d’autres genes de cet axe :

-IL12B (qui code pour la sous-unité p40 commune a I'lL-23 et I'IL-12),

-IL6R et IL1IR2 (codant respectivement pour des récepteurs impliqués dans la signalisation de
I'lL-6 et de I'lL-1, deux cytokines pro-inflammatoires favorisant la différenciation des LT CD4*
naifs en Thiy),

-IL27 (codant pour la sous-unité p28 de I'lL-27, cytokine qui inhibe la différenciation Thi7),
-ICOSL (codant pour la protéine Inducible COStimulator-Ligand, molécule de costimulation
favorisant la réponse Thiy),

-Tyk2 et STAT3 (codant pour des molécules impliquées dans la transmission de la signalisation
des récepteurs de I'lL-23 et de I'IL-6),

-CARD9 (codant pour une molécule impliquée dans la signalisation de la dectine-1, récepteur
membranaire au B-glucan d’origine microbienne, pouvant induire la production d’IL-6, d’IL-1 et
d’IL-23 par les cellules présentatrices d’antigene),

-PTGER4 (codant pour un récepteur de prostaglandine induisant la synthese d’IL-23).
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En plus de ces données génétiques, les études conduites dans différents modeles
animaux sont venues renforcer l'idée d’une activation de la voie IL-23/Thi; dans le
développement de la SpA comme nous le verrons en détail dans le chapitre suivant. Tout
d’abord, il existe une expansion spectaculaire du nombre de lymphocytes Thi7 chez le rat B27,
cette expansion étant favorisée par la DC (Glatigny et al., 2012). Une autre étude a montré que
I'lL-23 était capable de stimuler localement des LT CD3* CD4  CD8 situés dans I'enthese et
d’aboutir a une inflammation articulaire destructrice (Sherlock et al., 2012). D’autre part, le
phénotype développé par la souris SKG traitée par du curdlan ressemble beaucoup a la SpA
humaine et est dépendant de I'lL-23 (Ruutu et al., 2012).

Enfin, plusieurs observations cliniques viennent également étayer cette hypothése. Les
concentrations sériques d’IL-23 et d’IL-17 sont plus élevées chez les patients atteints de SpA
que chez des témoins (Mei et al.,, 2011; Wang et al., 2009). Il a été mis en évidence une
augmentation du nombre de lymphocytes This circulants dans le sang de patients atteints de
SpA (Shen et al., 2009, 2010). Une surexpression de I'lL-23 a été décrite dans I'iléon (Ciccia et
al., 2009) et les articulations (Appel et al., 2013) de patients atteints de SA. Il est intéressant de
noter que la production d’IL-17 dans ce contexte pathologique ne semble pas seulement
assurée par les Thi;, mais également dépendre de cellules de I'immunité innée comme les
lymphocytes NK ou les LT y/6 (Al-Mossawi et al., 2013).

Le dernier argument d’importance est I'efficacité prouvée des traitements anti-IL-17
dans la prise en charge de la SpA (Figure 6), confirmant le réle majeur de I'axe IL-23/Th17 dans

I'induction de cette maladie.

Facteurs environnementaux

Comme nous l'avons précédemment vu, les microorganismes bactériens infectant le
tractus uro-génital ou digestif sont parfois responsables du développement d’un tableau Aré,
sous-type de SpA qui ne représente toutefois que 2% de I'ensemble de ces pathologies.
Cependant, I'implication du microbiote dans le développement des SpA a été mise en évidence
par les observations faites dans le modele du rat B27. En effet, chez ces rats qui développent
spontanément un phénotype trés proche des SpA humaines, I'absence de microbiote intestinal
prévient I'apparition de la colite et des arthrites (Taurog et al., 1994). De maniére intéressante,
la reconstitution d’une flore intestinale (contenant notamment des bactéries du genre
Bacteroides) suffit a provoquer la survenue de la colite et des arthrites chez ces rats (Rath et al.,
1996) et les rats B27 présentent un microbiote différent des rats témoins (Lin et al., 2014). ||
faut cependant noter que toutes les espéces bactériennes n’ont pas la méme capacité a induire

le développement des symptoémes au cours de ce modele. Plus récemment, une altération du
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microbiote associé a la muqueuse iléale, ou dysbiose, a également été décrite chez les patients
atteints de SpA (Costello et al., 2014). Les conséquences possibles d’altérations du microbiote
sur la réponse immunitaire sont nombreuses (Ciccia et al., 2016) mais il reste toutefois a
préciser s’il s’agit d’'une cause ou d’une conséquence de l'inflammation articulaire observée
chez les patients.

Partant de 'observation que les articulations les plus touchées au cours des SpA sont
les grosses articulations portantes des membres inférieurs, il a été émis I’hypothése que le
stress mécanique serait I'un des facteurs a prendre en compte parmi les mécanismes de cette
maladie (Jacques and McGonagle, 2014). En faveur de cette interprétation, des souris
surexprimant le TNF (souris TNF24R€) développent spontanément des enthésites et des atteintes
intestinales proches des symptomes observés au cours des SpA. Cependant, leur suspension
par la queue, de facon a supprimer la contrainte mécanique du poids, pendant 14 jours permet
d’inhiber presque totalement I'apparition des enthésites (Jacques et al., 2014).

D’autres facteurs environnementaux tels que le tabac ont été associés a une moins
bonne réponse aux anti-TNF (Glintborg et al., 2016), ainsi qu’a une activité plus élevée de la
pathologie (Chung et al., 2012). Une étude parue en 2013 a de plus démontré sur le stress
influencait 'activité de la SpA (Zeboulon-Ktorza et al., 2013). Des données récentes suggerent
par ailleurs que la prise excessive d’alcool augmenterait le risque de développer un rhumatisme

psoriasique (Wu et al., 2015a).
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Chapitre 2 : Les modeles animaux de SpA

A. Rats B27

Les modeéles animaux ont largement contribué a la compréhension des mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les maladies humaines et, dans le cas de la SpA, ce sont les
rats transgéniques pour le HLA-B27 et la B2-microglobuline (2m) humaine qui ont permis les
premieres avancées dans ce domaine.

C’est en 1990 que I'équipe de Joel Taurog publia ses travaux sur la production de rats
transgéniques pour ces deux protéines et, de maniére remarquable, ces rats développeérent
spontanément un ensemble de symptomes trés proche de ceux observés chez les patients
atteints de SpA, avec toutefois des différences selon la lignée de rat étudiée et le nombre de
copies des transgénes intégrées (Tableau 8) (Hammer et al.,, 1990). Il existe également
certaines différences entre la SpA des rats B27 et la maladie humaine, ce qui suggere que les
voies dérégulées chez le rat B27 ne sont pas forcément strictement identiques a celles

impliquées chez ’'Homme (Vieira-Sousa et al., 2015).

Lignée Transgéne ' F?n.d ND.I'I'IbrE de NDI‘!’IbrE de Développemfent
génétique | copies HLA-B | copies f2m | de la maladie

33-3 (Hémi) HLA-B27 / B2m F344 25 28 oui
21-4H (Hémi) HLA-B27 / B2m Lewis 150 90 oui
21-4L (Hémi) HLA-B27 / B2m Lewvis 12 12 non
21-3 (Hemi) HLA-B27 / B2m Lewis 20 15 non
21-3 (Homao) HLA-B27 / B2m Lewis 40 30 oui
[21-3x283-2]F1 (HEmI) HLA-B27 / B2m Lewis 20 50 oui
F344 120-4 (HEmi) HLA-B7 / B2m F344 52 26 non
120-4 (Hémi) HLA-B7 / B2m Lewis 52 10 non
DA 33-3 (Hemi) HLA-B27 / B2m Dark Agouti 55 28 non

Tableau 8 : Principales lignées de rats transgéniques étudiées dans le cadre de la SpA.

« Hémi » : hémizygote ; « Homo » : homozygote.

Nous pouvons observer que la susceptibilité a la pathologie est positivement corrélée
au nombre de copies du HLA-B27 et de la f2m humaine intégrées. Ainsi, les lignées ayant un
faible nombre de copies du HLA-B27 ne développent pas la pathologie (21-4L et 21-3
hémizygote), de méme que celles ayant peu de copies de B2m humaine (lignée 21-3

hémizygote comparée au croisement [21-3 x 283-2]. Il a été montré que le nombre de copies
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du transgéne HLA était corrélé a I'intensité d’expression des ARN et de la protéine (Taurog et
al.,, 1993) mais il est important de noter que les rats Dark Agouti 33-3, résistants au
développement de la SpA induite par le transgene HLA-B27, possédent des quantités d’ARNm
HLA-B27 similaires aux rats 33-3 F344 (Taurog et al., 1999). D’autre part, le développement de
la SpA du rat est spécifique du transgéne HLA-B27 car les rats ayant intégré un grand nombre
de copies du HLA-B7, molécule ayant une séquence protéique proche du HLA-B27, ne
développent aucun symptome. Enfin, les rats possédant le fond génétique Dark Agouti,
résistants au développement de la SpA, montrent I'importance d’autres facteurs génétiques
dans le développement de cette pathologie, a I'image des observations faites chez ’'Homme.

Il existe deux phénotypes de SpA chez le rat. Le premier a avoir été décrit est celui des
lignées 21-4H, sur fond Lewis, et 33-3, sur fond F344, qui ont la plus forte expression de HLA-
B27. Ces rats développent spontanément a partir de 6-10 semaines d’age une inflammation
intestinale chronique avec une prévalence de 100%. Cette inflammation intestinale est
responsable d’une diarrhée chronique pouvant devenir hémorragique dans les cas les plus
séveres. Au niveau histologique, I'inflammation se caractérise par un infiltrat diffus de cellules
inflammatoires dans la lamina propria, pouvant également s’étendre a la sous-muqueuse,
combiné a une hyperplasie des cellules épithéliales et a une raréfaction des cellules a mucus.
L'inflammation débute au niveau du colon et du caecum mais peut s’étendre a l'intestin gréle.

Quelgues semaines plus tard apparaissent de fagon moins constante des arthrites,
touchant principalement les pattes postérieures. L'inflammation des articulations se caractérise
par une infiltration de la membrane synoviale par des cellules immunitaires qui peut s’étendre
jusqu’a I'attache des ligaments et tendons (enthésite). Des érosions de I'os sous-jacent et une
néoformation osseuse peuvent étre détectées au sein d’une méme articulation. De fagon
intéressante, les rats males présentent une orchite (inflammation des testicules) les rendant
stériles. A partir de 20 semaines, I'apparition d’une alopécie (perte de poils), d’une
hyperkératose de la queue et une dystrophie des ongles est possible, ces atteintes étant
histologiquement proches de celles observées au cours du psoriasis. Ainsi le phénotype de ces
deux lignées se rapproche de la SpA associée aux MICI chez 'Homme, avec pour différence
notable la présence systématique d’une orchite chez les males, symptéme rarement décrit chez
I’'Homme au cours de cette maladie. De plus, la prévalence de I'inflammation intestinale, qui
est de 100% chez ces rats, est bien plus élevée qu’au cours de la SpA humaine, mais il s’agit
d’un modele génétiqguement homogéne puisque le fond génétique des rats est identique au
sein d’une méme lignée.

Le deuxieme phénotype de SpA décrit chez le rat transgénique pour le HLA-B27 a été

observé en croisant la lignée 21-3 dont le développement est normal a I'état hémizygote, car
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possédant un nombre relativement faible de copies des transgénes HLA-B27 et 2m humaine,
avec la lignée 283-2 uniquement transgénique pour la B2m humaine (Tableau 8). L'objectif
initial de ce croisement était de tester le role pathogéne du stress du RE et de la réponse UPR
induits par une accumulation de formes mal repliées du HLA-B27 telle qu’observée dans les
macrophages dérivés de cellules de la moelle osseuse chez les rats B27 de la lignée 33-3
(Turner et al., 2005). Les auteurs ont d’abord croisé la lignée 33-3 avec la lignée 283-2,
supposant qu’une augmentation du nombre de copies de B2m humaine faciliterait le
repliement des molécules HLA-B27, en réduirait I'accumulation de formes mal repliées, et
inhiberait le développement de la SpA. Si I'effet protecteur sur I'accumulation de formes mal
repliées et 'UPR qui en découle a bien été observé, le résultat a été a l'inverse de celui
escompté sur la pathologie, avec davantage d’arthrites chez les rats résultant de ce croisement.
Les auteurs ont donc ensuite produit les rats [21-3x283-2]F1 et ont observé chez les males issus
de ce croisement une forte prévalence d’arthrites se manifestant a partir de 4-6 mois d’age et
de spondylites plus tardivement (vers 7-9 mois) (Tran et al., 2006). Aucun rat, méale ou femelle,
n’a développé de diarrhée ni d’inflammation intestinale mais tous les males avaient une
orchite. De fagon remarquable, I'orchidectomie (ablation des testicules) effectuée avant
I'apparition des symptémes suffit a prévenir I'apparition des arthrites et de la spondylite
(Taurog et al., 2012), suggérant fortement que ces 3 manifestations inflammatoires sont liées
dans ce modéle.

Le phénotype de la lignée [21-3x283-2]F1 est donc a rapprocher de la SA humaine,
contrairement au premier phénotype de SpA du rat que nous avons décrit ou |'atteinte
intestinale est prédominante. La lignée [21-3x283-2]F1 présente deux particularités notables,
qui sont I'apparition de la pathologie uniquement chez les males et I'importance de I'orchite
dans le développement des symptomes. Il est a noter qu’une version « accélérée » de ce
modeéle a été proposée. En effet, l'injection d’une forme inactivée de Mycobacterium
tuberculosis chez les rats [21-3x283-2]F1 a été suivie d’une forte de la prévalence d’arthrites et
de spondylite, aussi bien chez les males que les femelles. Les doses de Mycobacterium
tuberculosis utilisées étaient inférieures a celles nécessaires pour induire I'arthrite a adjuvant.
Cette version du modele peut étre considérée comme une forme exacerbée d’arthrite a

adjuvant du fait du transgene HLA-B27 (Vieira-Sousa et al., 2015).

B. Modéles chez la souris
En parallele de ces lignées de rats transgéniques, plusieurs lignées de souris sont

également a la disposition de la communauté pour I'étude de la physiopathologie de la SpA,
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bien que ces modeles soient plus éloignés de la SpA humaine que les rats B27 que nous venons

de décrire.

Souris transgéniques pour le HLA-B27 et déficientes en $2m murine
L'introduction du transgene HLA-B27 chez des souris n’exprimant pas de p2-

microglobuline endogéne est associée au développement d’arthrites, principalement des
pattes postérieures chez des males élevés en animalerie conventionnelle (Khare et al., 1995).
Ces arthrites peuvent parfois évoluer vers I'ankylose de I'articulation, et des atteintes cutanées
ont également été décrites. Il est a noter que les souris ne développent aucune atteinte
intestinale et ne présentent aucune expression du HLA-B27 a la surface cellulaire en absence de
stimulation. Il a d’ailleurs été suggéré que ces atteintes seraient principalement a relier a
I'absence de P2-microglobuline plutét qu’a la surexpression du HLA-B27, car les souris
uniquement déficientes pour la B2-microglobuline développent également des arthrites, et
I'incidence de ces symptdmes ne semble pas augmentée en présence du HLA-B27 (Kingsbury et
al., 2000). Ce modele ne permet donc pas d’étudier le role spécifiqgue du HLA-B27 dans

I'induction de la pathologie.

La souris ANKENT
L’acronyme de cette lignée de souris, de fond génétique C57BL/10, indique qu’elle

développe spontanément une enthésite ankylosante (ANKENT = ANKylosing ENThesopathy)
(Weinreich et al., 1995), dont la fréquence est augmentée en présence du HLA-B27. L'enthésite
apparait tardivement, généralement a partir de 3 mois d’age et ne touche presque
exclusivement que les males. Il peut s’écouler plusieurs semaines avant que la deuxiéme patte
postérieure soit touchée. Une inflammation destructrice couplée a une ossification progressive
des entheses a été décrite. La faible prévalence des arthrites et I'absence d’atteinte extra-

articulaire ont fait que ce modeéle est peu utilisé dans I’étude de la SpA.

Modeéles impliquant I'lL-23
La découverte de I'association entre le gene IL23R et la SA en 2007 a ouvert un nouveau

champ de recherche visant a découvrir de nouvelles voies impliquées dans le développement
des SpA.

Une étude majeure publiée en 2012 démontra que I'injection d’ADN codant pour I'IL-23
induisait chez des souris adultes, dés le 5éme jour, un gonflement des pattes et une
inflammation des enthéses couplée a une ostéo-formation (Sherlock et al., 2012). Environ 2

semaines plus tard, les modifications des articulations combinaient une érosion de I'os sous-
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chondral a une ostéo-formation. La principale découverte de cette étude a été de révéler
I’existence d’une population particuliere de lymphocytes T sensibles a I'lL-23 et présentes au
niveau des entheses. Ces cellules expriment le CD3 et le facteur de transcription ROR-yt (RAR-
related Orphan Receptor yt) mais sont négatives pour le CD4 et le CD8. Autre donnée
particulierement intéressante, ces cellules ont également été observées dans la valve aortique
et les souris ayant recu I’ADN codant pour IL-23 ont développé une inflammation de cette
valve, manifestation que nous pouvons rapprocher de |'atteinte cardiaque parfois décrite chez
des patients atteints de SpA. Ces mémes souris produisant I'lL-23 développent par ailleurs des
atteintes cutanées proches de lésions psoriasiques et une sacroiliite, autant de manifestations
habituelles des SpA. Les auteurs ont démontré que I'lL-23 induisait une production d’IL-17 et
d’IL-22 par les lymphocytes T présents dans I'enthése et que I'inhibition conjointe de ces deux
interleukines inhibait significativement les lésions articulaires induites par I'lL-23.

Cependant, une étude publiée par la méme équipe un an auparavant a partir du méme
modeéle expérimental avait rapporté un phénotype différent. En effet, les souris ayant recu
I’ADN codant pour I'lL-23 développaient une arthrite destructrice des pattes antérieures et
postérieures (hyperplasie de la membrane synoviale et infiltration massive de cellules
immunitaires) 30 jours apres l'injection d’ADN. La formation de ces arthrites était corrélée 3
une production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-17, IL-22, GM-CSF, IFN-y)
et est en partie dépendante de I'lL-17, du TNF et des LT CD4* producteurs d’IL-17. Les auteurs
n'avaient pas décrit dans ce premier travail d’altération des entheses ou d’atteinte extra-
articulaire (Adamopoulos et al., 2011). L'explication donnée en est que les anomalies des
enthéses ne sont individualisables que précocement puis sont ensuite masquées par l'intense

réaction inflammatoire combinant destruction articulaire et ostéo-formation.

Un autre modele a permis de mettre en lumiere I'importance de I'lL-23, il s’agit de celui
de la souris SKG traitée avec du curdlan. Cette souris produite par Shimon Sakaguchi possede
une mutation de la protéine adaptatrice ZAP70, ce qui altere fortement la signalisation induite
par le TCR (Sakaguchi et al., 2003). En conditions d’élevage conventionnelles, elle développe
des arthrites destructrices et présente des concentrations élevées d’autoanticorps (facteur
rhumatoide et anticorps dirigés contre le collagéne de type Il notamment), ce qui I'a fait
considérer comme modele de la PR. Un fait intéressant est que |'élevage de ces souris SKG dans
un environnement dépourvu de microorganismes pathogénes (environnement SPF, Specific
Pathogen Free) prévient I'apparition des symptémes (Ruutu et al., 2012).

L’injection intra-péritonéale de curdlan, un B-glucan d’origine fongique, chez la souris

SKG élevée en milieu SPF induit un phénotype différent. En effet, les symptomes développés ne
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sont plus a rapprocher de la PR mais des SpA, cette fois. Les souris traitées développent a partir
d’une semaine apres l'injection de curdlan des arthrites destructrices des pattes antérieures et
postérieures, des dactylites, une spondylite (destruction osseuse et ossification typiques des
SpA) ainsi qu’une inflammation intestinale, rappelant la maladie de Crohn, asymptomatique
(absence de colite) et parfois une uvéite. Il est a noter que le premier site touché dans
I'articulation est I’'enthése, puis I'inflammation s’étend progressivement a I'os adjacent.
L’analyse des voies de réponse immunitaire impliquées dans le modéle de la souris SKG
traitée au curdlan a montré que I'administration d’un anti-IL-23 inhibait totalement I'apparition
des arthrites et de la spondylite mais n’affectait pas I'apparition de I'atteinte intestinale. Les
expériences de transfert cellulaire ont également montré que le phénotype était dépendant
des LT CD4*. La présence d’autoanticorps dirigés contre le collagéne de type Il a également été

rapportée.

Modeéles impliquant le TNF-a
Bien que I'efficacité des traitements anti-TNF soit prouvée dans les SpA, I'implication

possible d’une dérégulation de I'expression du TNF au cours de ces pathologies reste encore a
préciser. Plusieurs modéles de souris ayant soit une expression modifiée du TNF murin, soit une
expression aberrante du TNF humain, ont permis de mieux comprendre certains des
mécanismes impliquant le TNF dans les SpA mais restent toutefois moins comparables aux SpA
que les rats HLA-B27 ou les souris surexprimant I'lL-23.

L'introduction chez la souris d’un transgéne du TNF-a humain modifié en 3’ induit le
développement spontané d’arthrites destructrices des pattes postérieures a partir de 4
semaines d’age. Une hyperplasie de la membrane synoviale ainsi qu’une infiltration de cellules
leucocytaires (lymphocytes et granulocytes) dans I'espace synovial sont alors détectées dans
les articulations. A I'exception d’une atteinte cutanée chez de rares souris, aucune autre
atteinte inflammatoire n’a été décrite, que ce soit intestinale ou rachidienne (Keffer et al.,
1991). Bien que ce modele démontre I'importance du TNF-a dans le développement des
arthrites, il semble plus pertinent pour I’étude de la PR que pour celle de la SpA. Toutefois, un
travail de 2004 a montré que ces souris développaient une sacroiliite bilatérale destructrice
combinée a une inflammation massive de I'os sous-chondral mais sans atteinte rachidienne ni
ostéo-formation. De plus, ces souris ne développent pas d’ankylose osseuse, mais d’apres
I’hypothése émise par les auteurs, il se pourrait que la faible espérance de vie de ces souris
n’ait pas laissé le temps a I'ankylose d’apparaitre. Un traitement par anti-TNFa de ces souris a

permis d’inhiber fortement le développement de la sacroiliite (Redlich et al., 2004).
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Les souris TNFAARE présentent quant a elles une délétion des éléments riches en AU (ARE
= AU Rich Elements), séquence localisée dans la région 3’ non traduite du transcrit du TNF et
ayant un roéle majeur dans la régulation de la synthése du TNF. Ces souris TNFAARE posseédent
des macrophages et des LT qui expriment fortement le TNF, avec ou sans stimulation, en
comparaison aux cellules des souris témoins. En ce qui concerne leur phénotype, les souris
TNF24RE ont un retard de croissance majeur et développent spontanément une polyarthrite
inflammatoire chronique, provoquant une déformation des pattes antérieures et postérieures.
L'atteinte histologique articulaire est détectable dés le 12éme jour de vie et se caractérise par
une hyperplasie de la membrane synoviale et son infiltration par des cellules leucocytaires. A la
différence des souris surexprimant le TNF humain, les souris TNFAARE développent également
des atteintes intestinales inflammatoires (de I'iléon terminal et du colon proximal) dés I'adge de
2 a 4 semaines. Une limitation a 'interprétation de ce modeéle est la présence des facteurs
rhumatoides (anticorps dirigés contre des IgM et 1gG), qui sont caractéristiques de la PR et non
des SpA (Kontoyiannis et al., 1999).

Le TNF-a étant une cytokine pléiotrope existant sous forme transmembranaire et
soluble, il est probable que ses deux formes aient des propriétés biologiques différentes. Afin
de pouvoir étudier sélectivement I'impact du TNF transmembranaire, la souris TgA86 a été
générée. Elle exprime une forme mutée du TNF-a qui le rend insensible au clivage
membranaire médié par la protéase ADAM-17, conduisant a la surexpression de sa forme
transmembranaire. Ces souris transgéniques développent spontanément des arthrites ainsi
gu’une spondylite a partir de 4 semaines, conduisant a une diminution progressive de leur
mobilité, avec une pénétrance de 100%. Elles ne présentent cependant pas d’inflammation
systémique, a la différence des autres souris transgéniques pour le TNF. Une hyperplasie de la
membrane synoviale ainsi qu’une infiltration par des cellules immunitaires se produisent dans
les articulations touchées, de fagon similaire aux souris exprimant le TNF-a humain modifié en
3’. Enfin, I'administration d’un anticorps anti-TNF permet d’inhiber totalement le
développement de ces arthrites.

Ces différents modeles de souris transgéniques pour le TNF-a mettent donc clairement
en évidence le role majeur de cette cytokine dans le développement des atteintes articulaires
inflammatoires et ont contribué a I’émergence des traitements anti-TNF pour la prise en charge
de la SpA mais également de la PR. lls sont cependant peu adaptés a I'étude des mécanismes
associés aux autres manifestations de SpA, telles que I'inflammation intestinale ou les atteintes

cutanées.
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C. Role essentiel des LT CD4* et des cellules présentatrices d’antigene (CPA)

Importance des cellules dérivées de la moelle osseuse
Partant du fait que I'étude histologique des |ésions observées chez le rat B27 montrait

des infiltrats de cellules leucocytaires, I'équipe de Joel Taurog a émis I'hypothése que le
systéme immunitaire pourrait jouer un rbéle fondamental dans le développement de ce
phénotype. Afin de mieux définir les populations immunitaires impliquées, plusieurs
expériences de transfert cellulaire entre rats non transgéniques (NTG), rats B27 sains (ayant un
faible nombre de copies du HLA-B27) ou B27 malades (ayant un nombre élevé de copies du
HLA-B27) ont été effectuées au début des années 90.

Le transfert de cellules de la moelle osseuse provenant d’un rat B27 malade a un rat
receveur NTG ou B27 sain permettait d’induire colite, arthrite et atteintes cutanées (Breban et
al., 1993). De maniére intéressante, le transfert de la pathologie par les cellules provenant de la
rate d’animaux malades n’était observé qu’en cas de greffe chez le receveur des cellules
souches hématopoiétiques du donneur, alors que le transfert des cellules provenant des
ganglions lymphatiques (qui n’en contiennent pas) n’induisait aucun symptome. De plus, les
cellules de la moelle osseuse de rats NTG ou B27 sain (rat 21-4L ayant un faible nombre de
copies de HLA-B27) n’induisaient pas de SpA chez le rat receveur. Les auteurs ont également
démontré que le transfert de cellules de la moelle osseuse d’un rat NTG a un rat B27 malade
irradié permet d’induire une rémission de la pathologie. Enfin, les cellules issues de foie fcetal
étaient également capables d’induire le développement de la SpA, démontrant que la présence
de cellules effectrices matures n’était pas nécessaire au transfert de la pathologie.

L'ensemble de ces résultats suggere donc fortement que le développement de la SpA
du rat requiert uniqguement une forte expression du HLA-B27 par des cellules myéloides

dérivées de la moelle osseuse hématopoiétique (Breban et al., 1993).

Importance des LT CD4*
Bien que le rble clé des cellules myéloides exprimant le HLA-B27 ait été démontré,

I'abondance de LT dans les infiltrats cellulaires observés dans les Iésions des rats B27 a conduit
les mémes auteurs a étudier I'importance de ces cellules dans le développement de la SpA du
rat (Breban et al.,, 1996). lls ont tout d’abord généré des rats nude, c’est-a-dire des rats
génétiquement dépourvus de thymus, exprimant les transgenes HLA-B27 et B2-microglobuline
associés a la SpA du rat (rats B27 nude). Ces rats nude se sont révélés totalement protégés du
développement des manifestations de SpA, démontrant que des cellules d’origine thymique

sont tout aussi fondamentales pour linduction de la pathologie. Afin de démontrer
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formellement le réle des LT dans la SpA, les auteurs ont réintroduit soit des LT CD4* soir des LT
CD8* chez des rats B27 nude. La réintroduction de LT chez ces rats a induit le développement
de la SpA et les LT CD4* se sont avérés bien plus efficaces que les LT CD8* dans ce domaine. Il
n’était cependant pas nécessaire que les LT CD4* expriment eux-mémes le HLA-B27 pour étre
pathogenes puisque le transfert de LT CD4* provenant de rats NTG a les rats B27 nude a suffi a
provoquer la survenue de la maladie (Breban et al.,, 1996; Hoentjen et al., 2006). Ces
expériences ont toutefois permis de confirmer que les LT CD4* de rats B27 n’étaient pas
suffisants pour induire la pathologie car leur transfert a des rats nude NTG n’induisait aucun
symptoéme.

Le fait que les LT CD4"* soient plus efficaces que les LT CD8* pour I'induction de la SpA
était un résultat relativement étonnant étant donné que le HLA-B27 est une molécule du CMH
de classe |, présentant des peptides aux LT CD8*. Ce résultat fut cependant confirmé depuis,
puisque la déplétion ou [I'absence déterminée génétiqguement de cette population
lymphocytaire n’ont eu aucune influence sur le développement de la SpA chez le rat B27 (May
et al.,, 2003; Taurog et al., 2009). Au vu de ces résultats, les hypothéses du « peptide
arthritogene » et du mimétisme moléculaire mettant en avant une expansion de LT CD8*
autoréactifs et pathogénes semblent donc remises en question, tout du moins chez le rat B27.

L’ensemble des données de ces deux études majeures démontre donc le réle crucial de
deux populations dans le développement de la SpA chez le rat B27 : d’un c6té une ou plusieurs
sous-populations cellulaires myéloides issues de la moelle osseuse hématopoiétique et
exprimant fortement le HLA-B27, et de l'autre les LT CD4", ces derniers n’ayant pas besoin

d’exprimer le HLA-B27 pour étre pathogenes (Breban et al., 1993, 1996).

A partir de ces résultats, notre laboratoire a donc émis I’hypothése que les cellules
myéloides clé issues de la moelle osseuse étaient vraisemblablement des cellules
présentatrices d’antigene (CPA) interagissant avec les LT CD4*. Les CPA professionnelles
regroupent principalement trois types cellulaires: les monocytes/macrophages, les
lymphocytes B (LB) activés et les cellules dendritiques (DC). Ces cellules sont capables
d’internaliser les microorganismes exogéenes et d’en présenter des peptides dérivés aux LT CD4*
grace au CMH de classe Il. Parmi ces 3 sous-populations, une plus précisément a retenu
I'attention du laboratoire, ce sont les DC. Ce sont les seules cellules a pouvoir induire la
différenciation d’un LT naif en LT effecteur. Comme nous allons le voir, plusieurs études
ultérieures ont démontré que les DC du rat B27 présentaient de nombreuses altérations
fonctionnelles. Il faut toutefois noter que la démonstration directe de I'implication de cette

CPA dans le développement de la SPA du rat B27 reste a faire. Des anomalies fonctionnelles des
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monocytes/macrophages et/ou des lymphocytes B (LB) activés pourraient également participer

au développement d’une réponse immune pathogéne chez le rat B27.

D. Les DC chez le rat

Les DC se situent a l'interface de I'immunité innée et de I'immunité adaptative. Elles
furent décrites pour la premiere fois par Paul Langherans en 1868 (cellules de Langherans
situées dans la peau) et formellement identifiées dans les organes lymphoides périphériques
chez la souris par Ralph Steinman et Zanvil Cohn en 1973 (Steinman and Cohn, 1973). Ces
cellules sont spécialisées dans la reconnaissance des microorganismes pathogénes grace a leur
arsenal de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR ou Pattern Recognition
Receptors), tels que les TLR (Toll-like Receptors) et CLR (C-type Lectin Receptors). De
nombreuses sous-populations aux propriétés variées, allant de linduction d’une réponse
immune pro-inflammatoire a la génération de LT régulateurs et I'induction d’'une anergie des
lymphocytes autoréactifs, ont été décrites (Ganguly et al., 2013). La faible diversité de réactifs
disponibles et le nombre de lignées génétiqguement modifiées limité chez le rat en comparaison
de la souris peuvent expliquer que la caractérisation des DC du rat soit bien moins fournie que
chez la souris ou chez I'Homme.

L'identification des DC chez le rat passe par lutilisation d’une combinaison de
marqueurs exprimés a la surface de ces cellules car aucun marqueur absolument spécifique qui
permettrait de les distinguer des autres populations lymphoides n’a été décrit pour cette
espece.

La premiere description de deux sous-populations distinctes de DC identifiées dans la
lymphe afférente du rat fut publiée il y a prés de 20 ans (Liu et al., 1998). Ces deux sous-
populations de DC conventionnelles, migrant de I'intestin vers les ganglions mésentériques, ont
été distinguées en se basant sur I'expression conjointe des molécules CD4 et SIRPa (ou CD172a,
reconnu par I'anticorps OX-41). Les DC CD4 SIRPa” (DC CD4’) sont de grandes cellules arrondies
contenant des inclusions corpusculaires dans leur cytoplasme. A I'opposé, les DC CD4* SIRPa*
(DC CD4*) sont plus petites, ne contiennent pas d’inclusion et leur surface forme de
nombreuses dendrites. Sur le plan fonctionnel, les DC CD4* induisent une prolifération des LT
plus forte que les DC CD4" (Tableau 9).

Par la suite, le groupe de Josien a approfondi I'analyse des populations de DC dans les
organes lymphoides secondaires, notamment la rate et les ganglions. Ils ont montré que les DC

CD4 exprimaient de fagon plus importante le CD103 que les DC CD4* et que ces deux sous-
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types exprimaient peu ou pas de molécules de costimulation (CD40, CD80, CD86) lorsqu’elles
étaient fraichement isolées. Les DC CD4 n’ayant pas d’expression des molécules de
costimulation, les auteurs en ont déduit qu’elles avaient un phénotype immature, alors que les
DC CD4* qui exprimaient le CD80 mais ni le CD40, ni le CD86, avaient un stade de maturité
intermédiaire. Ces deux populations une fois mises en culture s’activaient durant la nuit
comme en témoignait la forte augmentation de I'expression de toutes ces molécules de
costimulation et du CMH de classe Il (Voisine et al., 2002).

Il est intéressant de noter que les DC CD4™ ont une espérance de vie tres faible in vitro,
la mortalité de ces cellules atteignant 80% aprées 3 jours de culture (alors qu’inversement les DC
CD4 *survivent a 70%). Les DC CD4" ont également une capacité a induire la prolifération des LT
inférieure a celle des DC CD4*, surtout en ce qui concerne les LT CD8*, vraisemblablement a
cause de leur survie et d’une expression des molécules de costimulation plus faibles.

En plus de leur faible capacité a induire la prolifération des LT, les DC CD4" favorisent
une réponse de type Thi grace a leur sécrétion d’IL-12, alors que les DC CD4* induisent une
réponse de type Thi1/Th; (Voisine et al., 2002). D’autres particularités des DC CD4" sont, d’une
part leur activité cytolitique (Trinité et al., 2000), et d’autre part, la présence de corps
apoptotiques dérivés de cellules épithéliales, contenus dans leurs inclusions cytoplasmiques
(Huang et al., 2000).

Il est a noter que les DC CD4’, qui expriment également le récepteur chimiokinique
XCR1 (Geyer et al., 2014), sont comparables aux DC CD8a* de la souris et que |'expression de
XCR1 rapproche ces DC des DC CD141* décrites chez 'Homme (Bachem et al., 2010; Dutertre et
al., 2014). A I'opposé, les DC CD4* du rat peuvent &tre rapprochées des DC résidentes CD4*
CD11b* de la souris (Vremec et al., 2000). Ces DC de souris sont en effet CD172a* XCR1", comme
les DC CD4* du rat, et sont homologues aux DC CD1c* humaines (Murphy et al., 2016).

Sous-population Localisation Morphologie Caractéristiques principales
Activité cytolitigue,
B Large cellules possédant des cytolitig )
Organes lymphoides . ) transport de corps apoptotiques,
D103 cD4 CD172a L corps d'inclusions dans le ] ] . )
et périphérigues induisent une tolérance immune,
cytoplasme ] R o
faible espérance de vie in vitro
) Petites cellules sans corps Forte capacité de présentation de l'antigéne,
Organes lymphoides ) i o .
cDi103" coat coi172at T d'inclusions, induisent une grande prolifération des LT
et périphériques 3 _
présence de dendrites {surtout c[]a.*].

Tableau 9 : Caractéristiques des deux sous-populations de DC conventionnelles chez le rat.

Il existe une troisieme sous-population de DC, les DC plasmacytoides, non

conventionnelles, qui sont CD4* CD172* mais n’expriment pas le CD103 et produisent beaucoup
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d’interférons de type 1 (a/B) (Hubert et al., 2004). Ces DC plasmacytoides sont loin d’étre
minoritaires puisqu’elles sont par exemple aussi abondantes que les DC conventionnelles CD4*

et plus abondantes que les DC CD4 dans la rate (Hubert et al., 2004).

E. Interactions entre DC et LT chez le rat B27

A la suite des deux études princeps du groupe de Taurog citées plus haut (Breban et al.,
1993, 1996), notre laboratoire a donc émis I'hypothése que les CPA, et plus précisément les DC,
du rat B27 pourraient contribuer a induire le développement de la SPA en interagissant avec
des LT CD4* qui infiltrent massivement les sites inflammatoires, provoquant ainsi I'apparition
des manifestations cliniques. Plusieurs études ont alors été entreprises afin de caractériser les
interactions entre les LT CD4" et les DC du rat B27.

Une premiére altération fonctionnelle a été observée, a savoir la réduction de la
capacité des DC B27 a induire la prolifération des LT (CD4* et CD8*) par rapport aux DC de rats
témoins (Hacquard-Bouder et al., 2004). Cette capacité réduite ne concernait que les lignées
susceptibles au développement de la SpA (lignées ayant un nombre élevé de copies du HLA-
B27). Les DC provenant de la lignée 21-4L (faible nombre de copies du HLA-B27 et ne
développant aucun symptdme) avaient une capacité de stimulation trés proche de celle des DC
de rats NTG. Cette altération était spécifiquement induite par le HLA-B27 car I'expression d’un
nombre élevé de copies du HLA-B7, structurellement trés proche du HLA-B27, n’influencait pas
non plus la capacité a induire la prolifération des LT.

Il était envisageable que cette altération fonctionnelle soit une conséquence de I'état
d’inflammation chronique présent chez les rats B27. Cependant, |'observation que les DC B27
provenant de rats prémorbides, c’est-a-dire n’ayant encore développé aucune manifestation
inflammatoire, ou génétiquement protégés du développement de la pathologie (rats nude ou
Dark Agouti) avaient le méme phénotype que les DC de rats B27 adultes malades a permis de
réfuter cette hypothese. Cette anomalie fonctionnelle n’était par ailleurs pas liée a un état de
sous-activation des DC B27 puisque leur préincubation avec de I'lFN-y ou du lipopolysaccharide
(LPS) n"augmentait pas la prolifération qu’elles induisaient.

Des expériences de Transwell ont démontré que la capacité défectueuse des DC B27 a
stimuler la prolifération des LT n’était pas liée a une anomalie de sécrétion d’un facteur soluble.
En effet, les DC B27 placées dans un compartiment du systéeme Transwell n’ont pas modifié la
prolifération des LT induite par les DC NTG placées dans I'autre compartiment, pas plus que ces

derniéres n’ont restauré la capacité de stimulation des DC B27 (Hacquard-Bouder et al., 2004).
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Ce résultat indique que le défaut de stimulation des DC B27 se produit trés vraisemblablement
lors du contact entre la DC et le LT. Puisque les DC stimulent les LT CD4* par la voie CMH de
classe II/TCR et par les molécules de costimulation (par exemple CD40 ou CD80/86), une
hypothése qui en découle serait qu’au moins une de ces voies soit altérée en présence de la DC
B27, conduisant ainsi a une prolifération plus faible des LT. Le fait que la prolifération des LT
induite par les DC B27 soit toujours plus faible que celle induite par les DC NTG, méme en
présence d’'un anticorps anti-TCR qui stimule le LT indépendamment du CMH de classe I,
orientait plutdt vers une altération des voies de costimulation. L’analyse de la formation de
conjugués DC/LT a montré que les DC B27 formaient deux fois moins de conjugués avec les LT
gue les DC NTG, ce défaut étant en partie lié a la molécule de costimulation CD86. Une étude
complémentaire a par ailleurs montré que les DC B27 présentent un défaut de formation de la
synapse immunologique avec les LT, de maniére indépendante du TCR mais dépendante des
molécules de costimulation, notamment CD86 et CD28 (Hacquard-Bouder et al., 2007).
L'ensemble de ces résultats démontre que le HLA-B27 lui-méme altere Ia
communication entre DC et LT, en modifiant les voies de signalisation liées aux molécules de
costimulation. Ce défaut de stimulation des DC B27 a depuis été reproduit dans d’autres
lignées (Fert et al., 2008) et chez 'Homme en utilisant des DC différenciées a partir de
monocytes in vitro (Talpin et al., 2014). D’autres altérations fonctionnelles des DC B27 ont

depuis été rapportées (Tableau 10).

Sous-population de DC Défaut fonctionnel

_Surexpression de protéines impliquées dans la modification des
protéines et dans le chargement de peptides du CMH de classe |
_Sous-expression du CMH de classe ll

pDccoi1o3” _Sous-expression de protéines impliguées dans la dynamigue du
cytosquelette

_Motilité réduite

_Suractivation (surexpression du CD25)

) Viabilité réduite in vitro
DC CD4 T, - _ : : . :
_Fréguence réduite parmi les DC migratoires de l'intestin

DC CD4™ _Susceptibilité accrue a I'apoptose induite par le CMH de classe I

Tableau 10 : Défauts fonctionnels des DC B27.

(Dhaenens et al., 2009; Utriainen et al., 2012)

Récemment, le laboratoire a par ailleurs démontré que les DC B27 induisaient

préférentiellement la différenciation des LT naifs en lymphocytes Thiy in vitro (Glatigny et al.,
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2012). Un tel biais en faveur de la différenciation Thiz va dans le sens du role clé de I'axe IL-
23/Thi7 dans la physiopathologie des SpA et est conforté par I'expansion spectaculaire des
lymphocytes Thi; dans les ganglions (mésentériques et périphériques) des rats B27. Il est
intéressant de noter que cette expansion est corrélée avec |'apparition des symptomes
cliniques et que la prolifération des Thi7 induite par les DC B27 implique encore une fois les
molécules de costimulation CD86/CD28.

Nous voyons donc ainsi que la forte expression du HLA-B27 dans les DC de rat induit de
nombreuses altérations fonctionnelles, et peut notamment étre impliquée dans I’expansion
des lymphocytes Thiz considérés comme pathogénes chez le rat B27. Le role pathogéne des
Thi7 dans ce modéle animal reste cependant a démontrer formellement car le traitement de
rats B27 avec un anticorps anti-IL-17 n’a produit aucun effet sur I'apparition des symptomes
cliniques, conduisant méme contre toute attente a une augmentation de la fréquence des Thi;
(Glatigny et al., 2012). Le fait que I'lL-17 soit capable d’effectuer un rétrocontrdle négatif sur sa
propre production pourrait expliquer au moins en partie ce résultat (Smith et al., 2008a).

Les mécanismes précis par lesquels la molécule HLA-B27 induit ces anomalies ne sont a
ce jour pas encore clairement établis. Afin de mieux les caractériser, le laboratoire a entrepris
une comparaison du transcriptome des DC CD4* de rats B27 avec celui de DC de rats témoins
B7 et NTG (Fert et al., 2014). Le principal résultat de cette étude a été de montrer la sous-
expression de nombreux genes connectés a la signalisation de I'interféron, y compris le géne
Ifng. Cette sous-expression de genes induits par l'interféron (comme Irf1, Irf7, Ifit2, Ifit3, Mx1,
Ly6e, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11) a par la suite été confirmée par PCR (Polymerase Chain Reaction)
guantitative. La signature interféron (IFN) « inversée » est présente chez ces rats des I'age de 2
mois, persiste au moins jusqu’a 1 an, et a été mise en évidence dans les macrophages dérivés
des monocytes circulants de patients atteints de SpA (Smith et al., 2008b). De maniére
intéressante, une surexpression de génes liés au stress du réticulum endoplasmique (Calr,
Pdia3, Pdia4, et Pdia6) a également été détectée dans les DC CD4" de rats B27. La répression
de la voie IFN pourrait, au moins en partie, étre liée a la surexpression de Socs3 dans ces
cellules, la protéine Socs3 étant connue pour inhiber la signalisation JAK/STAT induite par de
nombreuses cytokines, dont I'lFN (Mahony et al., 2016).

Une autre observation trés intéressante ayant résulté de I'étude transcriptomique
comparative des DC CD4* était la sous-expression des genes il10 et il27a par les DC de rats B27.
En effet, I'lL-10 est une cytokine connue pour ses multiples propriétés anti-inflammatoires et
est notamment capable d’inhiber directement les Thiz (Huber et al., 2011), conduisant ainsi a
supposer qu’une production diminuée d’IL-10 par les DC B27 pourrait étre impliquée dans le

développement de la SpA du rat. Cependant, le traitement de rats B27 avec de I'lL-10
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recombinante n’a pas permis d’influencer significativement le développement de la SpA
(Bertrand et al., 1998). Ce traitement a pourtant induit une diminution significative de la
production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNF-a). Le résultat d’un traitement
de rats B27 prémorbides avec de I'lL-10 n’a pas été publié et il se peut que I'lL-10 agisse
préférentiellement sur le développement de la pathologie.

Comme nous allons le voir dans le chapitre IV, I'lL-27 est une cytokine découverte au
début du siecle qui présente de nombreuses propriétés anti-inflammatoires et posséde
notamment une forte capacité a inhiber la différenciation Thi7, nous amenant a vouloir étudier
son importance dans la physiopathologie de la SpA. Mais auparavant, attardons-nous sur la
différenciation des LT, et plus précisément sur celle des Thi7 et les Treg, 2 sous-types clés ayant

des effets opposés dans les pathologies inflammatoires (Noack and Miossec, 2014).
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Chapitre 3. La différenciation des LT CD4*

Les LT CD4*, dits auxiliaires ou helper, forment a c6té des LT CD8*, dits cytotoxiques,
I'une des deux principales catégories de LT exprimant un récepteur composé de chaines a et f3,
ce qui représente I'immense majorité des LT. L'autre classe qui compte pour seulement 5 % des
LT étant ceux qui expriment un récepteur composé de chaines y et 6.

A 'opposé des LT CD8* dont le mécanisme d’action passe par la lyse de leur cellule cible
(car infectée par un pathogéne intracellulaire ou exprimant des antigénes tumoraux), les LT
CD4* sont les principaux coordinateurs de la réponse immunitaire adaptative. Cette
coordination passe a la fois par des molécules exprimées a leur surface mais également par les
cytokines qu’elles sécretent. Lorsqu’un LT CD4* naif reconnait son antigene, présenté sous
forme d’un dérivé peptidique par I'intermédiaire du CMH de classe Il exprimé a la surface d’'une
CPA, il s’active tout en s’engageant dans une voie de différenciation spécifique, dépendant
notamment de I'environnement cytokinique dans lequel il se trouve au moment du contact
avec la CPA.

La premiére description des différents sous-types de LT CD4* remonte a 1986, grace aux
travaux de Mosmann et al., qui ont décrit les lymphocytes Thy, producteurs notamment d’IFN-
y, et les lymphocytes Tha (Mosmann et al., 1986). Cette distinction s’est enrichie plus tard de la
découverte d’autres sous-types de LT CD4*, notamment les Thi;, producteurs d’IL-17, et les

Treg, sous-type ayant la propriété de réguler la réponse immune.

A. Les principaux sous-types de LT CD4"*

Les lymphocytes Th;
La différenciation de ce sous-type de LT CD4* est dépendante de I'lFN-y et de I'lL-12.

L'IFN-y, lorsqu’il est présent dans le mieux extracellulaire, induit I'activation de STAT1 par sa
phosphorylation et provoque I'augmentation de I'expression du facteur de transcription clé de
cette voie : T-bet (T-box expressed in T cells, codé par le géne Tbx21). Le facteur T-bet provoque
notamment une augmentation de la synthéese de la sous-unité B2 du récepteur a I'lL-12, cette
derniére venant amplifier I'expression de T-bet par I'intermédiaire de STAT4. Ces événements
conduisent le lymphocyte a produire en abondance I'lFN-y, cytokine effectrice caractéristique
de la sous-population Thi. L'IFN-y exerce un rétrocontrdle positif sur les Thi, contribuant a

amplifier la différenciation des LT naifs vers cette voie. Les lymphocytes Thi sont
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principalement impliqués dans la défense contre les pathogenes intracellulaires, tels que les
virus ou certaines bactéries comme les mycobactéries, dont la dissémination est inhibée par les

IFN.

Les lymphocytes Th;
La différenciation des LT CD4* naifs en Thy est initiée par I'lL-4, qui active STAT6 en

induisant sa phosphorylation. STAT6 a son tour augmente fortement I'expression du facteur de
transcription clé de la voie Thy : GATA-3 (guanosine-adenosine-thymidine-adenosine 3). GATA-3
est notamment impliqué dans la synthese des cytokines caractéristiques de la voie Th;y : I'lL-4,
I'IL-5 et I'IL-13. De maniére similaire a I'lFN-y pour la voie Thi, I'lL-4 exerce un rétrocontréle
positif sur la voie de différenciation Th,. Les lymphocytes Th; sont principalement impliqués
dans la réponse immune contre les pathogenes extracellulaires tels que les parasites en
stimulant les lymphocytes B a produire des anticorps, et sont impliqués dans des maladies

allergiques comme I'asthme.

Les lymphocytes Thi;
Les lymphocytes Thiy sont impliqués dans la réponse immune contre les bactéries

extracellulaires et les champignons échappant a I'action des Th; et Th,. Les principales
cytokines caractéristiques de cette sous-population, I'IL-17A et I'IL-17F, favorisent le
recrutement des neutrophiles. Les Thyzy sont surtout présents dans la muqueuse intestinale ou
ils sont particulierement impliqués dans la réponse immune envers le microbiote.

De nombreuses cytokines interviennent dans le développement des Thiy a partir de LT
naifs. Tout d’abord, la présence dans le milieu extracellulaire de TGF-B et d’IL-6, qui activent
respectivement la voie des SMAD et STAT3, induit I’expression des facteurs de transcription clé
de la voie Thy7 : RORa et RORyt. Ces facteurs induisent eux-mémes la synthése des cytokines
effectrices de la voie Thi;: les IL-17A et F, I'lL-21 et I'lL-22. En plus de RORa et de RORyt,
d’autres facteurs jouent un réle important dans la différenciation Thiz7: IRF4 (Huber et al.,
2008a), STAT3 (Durant et al., 2010), BATF (Schraml et al., 2009) et AhR (Veldhoen et al., 2008).
La deuxieme phase du développement des Thi; est médiée par I'lL-21, qui amplifie la
différenciation de cette population de maniére autocrine (I'lL-21 étant également un activateur
de la voie STAT3, comme I'IL-6). De plus I'lL-21 induit 'augmentation de I’expression du
récepteur a I'lL-23, cytokine qui permet de stabiliser le phénotype Thi;, derniére phase de la

différenciation de ce sous-type de LT CD4* (McGeachy et al., 2009; Zhou et al., 2007).
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Comme nous l'avons précédemment vu, les données issues des analyses génétiques
chez les patients et celles provenant des études menées chez le rat B27 sont en faveur d’'un
role primordial des Thiz dans le développement de la SpA. Il est important de souligner que la
pathogénicité des Thi; ne passe pas que par la synthése d’IL-17, cytokine qui recrute et active
les monocytes et les neutrophiles, les conduisant a synthétiser de nombreux médiateurs pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6, GM-CSF, métalloprotéases), mais contribue aussi a la
destruction articulaire par I'expression de RANKL qui active les ostéoclastes. De plus, I'lL-17
elle-méme est capable d’induire la synthése de RANKL par les ostéoblastes (Kotake et al., 1999)
et de RANK par les précurseurs ostéoclastiques (Adamopoulos et al., 2010). Toutes ces données
ont fait des Thiz une cible thérapeutique de grand intérét dans la PR et dans la SpA, leur
fréquence et la concentration d’IL-17 étant augmentées chez les patients affectés de ces
pathologies (Lubberts, 2015). L'efficacité des traitement anti-IL-17 dans des pathologies comme
la SpA ou le psoriasis (Baeten et al., 2013b; Canavan et al., 2016) vient confirmer la
pathogénicité de cette sous-population de LT CD4".

Bien que les Thi; aient pu sembler représenter une population homogéne au moment
de leur découverte, plusieurs études laissent penser qu’il faut distinguer les Thiy régulateurs
des Thi; pro-inflammatoires. Par exemple, les Thiy générés en présence de TGF-B1 et d’IL-6
sont pratiquement inefficaces pour induire I'encéphalite auto-immune expérimentale (EAE),
malgré leur forte production d’IL-17, alors méme que des Thi7 générés en présence d’IL-1B,
d’'IL-6 et d’IL-23 sont pathogénes dans ce modele (Ghoreschi et al., 2010). Il a par ailleurs été
démontré que I'incubation de Thiy, différenciés en présence de TGF- et de I'IL-6, avec de I'IL-
23 rendait ces cellules pathogéenes (Lee et al., 2012). Ce résultat suggere donc fortement que
I'IL-23 transforme des Thi7 non pathogenes en Thiy pathogenes, cette propriété de I'lL-23 ayant
été mise en évidence dés 2003 (Cua et al., 2003). Il a par ailleurs été démontré que I'lL-23
pouvait contrdler I'activité inflammatoire des auto-anticorps, en modifiant leur glycosylation,
dans la PR (Pfeifle et al., 2016). Des études récentes se sont intéressées aux mécanismes
impliqués dans la régulation de la balance entre Thi; pathogénes et non-pathogenes. Un rdle
trés important de la molécule CD5-like, dont la perte d’expression induit la pathogénicité dans
I'EAE, a été révélé (Wang et al.,, 2015a). La présence d’'IL-1 et d’IL-23 induit par ailleurs
I'expression de 3 micro ARNs (183 ,96 et 182) qui contribuent a augmenter le caractere
pathogéne des Thiy (Ichiyama et al., 2016). Cette hétérogénéité des Thi; est présente chez
I'Homme : Candida albicans induit I'expansion de Thi; qui produisent a la fois de I'lL-17 et de
I'lIFN-y, correspondant un phénotype pro-inflammatoire, alors que Staphylococcus aureus induit
le développement de Thi; qui produisent de I'lL-17 et de I'lL-10, soit un phénotype régulateur
(Zielinski et al., 2012).
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Les lymphocytes T régulateurs (Treg)
A I'opposé des Thi, Thy et Thyz dont la fonction est de stimuler la réponse immune

contre un micro-organisme, les Treg ont pour fonction, comme leur nom l'indique, de réguler
cette réponse immunitaire afin qu’elle ne soit pas délétéere pour I'héte. Il existe deux grands
sous-types de Treg: les « natural Treg » (nTreg) qui se différencient dans le thymus et les
« induced Treg » (iTreg) qui sont induits en périphérie.

La notion de Treg est apparue en 1995 grace aux travaux de Sakaguchi qui a démontré
I'importance cruciale d’une sous-population de LT CD4* exprimant le CD25, correspondant a la
sous-unité a du récepteur a I'lL-2, dans le contréle de la réponse immune (Sakaguchi et al.,
1995). Cette population, minoritaire, de LT CD4* CD25* empéchait le développement d’'une
maladie auto-immune systémique induite par le transfert de cellules CD4* CD25" a une souris
nude. Des études ultérieures ont montré que ces Treg sont caractérisés par I'expression du
facteur de transcription Foxp3 (Forkhead Box P3). L'importance de Foxp3 dans la génération
des Treg est montré par son implication dans le syndrome IPEX (X-linked Immune
dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy) (Bennett et al., 2001). De maniére similaire,
les souris Scurfy développent une maladie auto-immune trés sévere due a une perte de
fonction de Foxp3 (Brunkow et al., 2001).

Les mécanismes impliqués dans les fonctions suppressives des Treg passent
principalement par leur contact avec les LT effecteurs et/ou les CPA. Par exemple, les Treg
expriment le CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4) a leur surface et cette
molécule entre en compétition avec le CD28, exprimé a la surface des LT, pour la liaison avec le
CD80 et le CD86, exprimés a la surface des CPA activées. La liaison du CD28 avec CD80/86 étant
cruciale pour 'activation de la réponse T, le CTLA-4 permet ainsi de limiter I'activation des LT
effecteurs. Les fonctions suppressives des Treg peuvent également passer par la synthese de
cytokines anti-inflammatoires, telles que le TGF-B, I'lL-10 ou I'IL-35.

Les nTreg sont des Treg qui se sont différenciés dans le thymus et qui sont caractérisés
par leur forte expression du CD25 et de Foxp3. IIs peuvent étre distingués des LT effecteurs, qui
expriment également le CD25 mais avec une intensité plus faible. Il faut cependant noter qu’il
existe également des nTreg Foxp3* n'ayant qu’une faible expression de CD25. Ces derniers
perdent facilement leur expression de Foxp3 et peuvent devenir pathogénes dans un
environnement inflammatoire, a la différence des Treg Foxp3* CD25"&" qui conservent leur
expression de Foxp3 et gardent leur phénotype régulateur (Komatsu et al., 2014). La
différenciation des nTreg a partir de thymocytes CD4* Foxp3™ nécessite tout d’abord une
activation suffisamment vigoureuse du TCR par le complexe CMH/peptide du soi exprimé a la

surface des cellules épithéliales et des DC thymiques. A la suite de ce premier signal induit par
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le TCR, un deuxieéme signal médié par le CD28 est nécessaire au développement des nTreg
(Salomon et al., 2000). Enfin, les cytokines présentes dans le milieu influencent également le
développement des Treg. Les souris n’exprimant pas I'IL-2 ou le CD25 ont par exemple une
proportion significativement plus faible de Treg (Fontenot et al., 2005).

En complément des nTreg issus du thymus, les iTreg se développent a partir des
lymphocytes T CD4* CD25 localisés en périphérie, surtout dans les organes lymphoides
secondaires. Bien que les iTreg et les nTreg présentent de nombreuses similitudes (fonction
suppressive et expression de Foxp3), il a été montré que les iTreg représentaient un sous-type
non redondant de Treg, les deux sous-types possédant des répertoires de TCR distincts
(Haribhai et al.,, 2011). De facon intéressante, les iTreg se développent en réponse a des
molécules exogenes non pathogénes, par exemple lors de l'induction de la tolérance orale
(Mucida et al., 2005). Les iTreg sont induits par I'IL-2, comme les nTreg, et le TGF-B contribue
également a leur expansion (Chen et al., 2003). La présence du CTLA-4 est indispensable pour
I'induction des iTreg par le TGF-B (Zheng et al., 2006). La liaison de ces deux cytokines a leur
récepteur induit 'activation de STATS5, pour IL-2, et de Smad5, pour le TGF-B, pour finalement
induire I'expression de Foxp3 (Zheng et al., 2007). Le développement des iTreg fait également
intervenir la stimulation par le TCR : une forte stimulation inhibe I'expression de Foxp3 dans les
LT alors qu’une stimulation plus faible, en coordination avec le TGF-B, promeut fortement
I’expression de Foxp3 (Li et al., 2013). Enfin, I'acide rétinoique, un métabolite de la vitamine A,
participe également a I'expansion des iTreg dans l'intestin (Coombes et al., 2007). Cet acide
rétinoique est sécrété par les DC CD103", qui synthétisent également le TGF-B. En résumé, une
stimulation modérée du TCR dans un environnement cytokinique favorable (présence d’IL-2, de
TGF-B, d’acide rétinoique) favorise le développement d’iTreg a partir de LT CD4* Foxp3-.

Les Treg de type 1 (Tr1) constituent un troisieme sous-type de Treg. Ces Tr1 sécretent de
fortes quantités de TGF-B et d’'IL-10, cytokines ayant des effets anti-inflammatoires sur de
nombreuses populations lymphoides et notamment les LT et les DC (Gregori et al., 2012). Les
Tr1 sont générés a partir de LT CD4* naifs activés en présence d’IL-10. L'IL-10 exerce donc un
rétrocontrole positif vis-a-vis des Tri, de maniére similaire a I'lFN-y pour les Thi ou I'lL-4 pour
les Tha. L'IL-2 et I'IL-15 participent également a la génération de Tr1 in vitro, méme en absence
de stimulation du TCR (Bacchetta et al., 2002). La différence majeure entre les Tr; et les deux
autres sous-populations de Treg est que les Tr; n’expriment que transitoirement Foxp3 (Gregori
et al., 2012).

A la maniére des LT effecteurs qui sont principalement subdivisés en Ths, Th, et Thiy, les
Treg peuvent se spécialiser dans le contréle d’un certain type de LT effecteur. Ainsi, des Treg

spécialisés dans le contrdle des Thy (« Thi-Treg »), des Thy (« Thy-Treg ») ou des Thiz (« Thiz-
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Treg ») ont été décrits. Ces Treg effecteurs sont caractérisés par I'expression de Foxp3, de
Blimp1 (B-Lymphocyte Induced Maturation Protein 1) et du facteur de transcription clé de la

voie qu’ils controlent, par exemple T-bet pour les Thi-Treg (Cretney et al., 2013).
T-bet GATA-3
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Figure 7 : Les principales voies de différenciation des LT CD4".

Aprés avoir regu le premier signal par son TCR, le lymphocyte T naif peut se différencier en I'une des 4
principales sous-populations de LT CD4* sous l'influence des cytokines présentes dans I'environnement. Les
Th1, Th2 et Thi7 sont des LT effecteurs spécialisés dans la réponse contre certaines classes de pathogénes. Les
Treg sont spécialisés dans le controle des LT effecteurs pour éviter I'établissement d’une réponse immune
délétere pour I’hote.

B. Plasticité des LT CD4*
Depuis la publication de I'article de Mosmann et al. sur la découverte des sous-

populations Thi et Thy, il est apparu de plus en plus clair que les LT effecteurs différenciés ne
conservent pas le méme phénotype tout au long de leur vie. De plus, plusieurs études ont
rapporté la présence de LT exprimant simultanément des cytokines correspondant a différents

sous-types (Guéry and Hugues, 2015).

Relation entre Thy et Th;
Les lignées Thi et Th, sont considérées comme des lignées stables et s’excluent

mutuellement. L'IFN-y induit I'expression de T-bet qui a son tour induit I'expression de Runx3,
ce dernier étant un inhibiteur de la synthése d’IL-4, cytokine de la voie Th, (Naoe et al., 2007).

Inversement, I'lL-4 inhibe I'expression de la sous-unité B2 du récepteur a I'lL-12, inhibant ainsi
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la voie de différenciation Th; (Szabo et al., 1997). Cependant, les Th, peuvent dans certaines
conditions se mettre a produire de I'IFN-y en plus de leur synthése d’IL-4 sous I’action
d’interférons et d’IL-12 (Hegazy et al., 2010). Cette plasticité entre les Thy et les Th, semble
exister également chez ’'Homme, du moins in vitro, car des Th; restimulés avec de I'IL-4 et des

Th; restimulés avec de I'lL-12 peuvent devenir IFN-y* IL-4* (Messi et al., 2003).

Relation entre Th1/Th; et Thyy
A l'inverse des Th; et des Th, qui semblent relativement stables, les Thi; montrent un

haut degré de plasticité. Il a ainsi été rapporté I'existence de cellules exprimant a la fois de
I'IFN-y et de I'lL-17 ainsi que T-bet et ROR-yt dans plusieurs pathologies inflammatoires telles
gue la maladie de Crohn (Annunziato et al., 2007) et la PR (Nistala et al., 2010). Cette plasticité
entre les Th; et les Thiy a également été observée dans le modele murin de colite induite par le
transfert de LT & des souris Rag”. Liu et al. ont ainsi récemment démontré que des
lymphocytes Th; transférés a ces souris pouvaient perdre leur expression d’IFN-y et devenir des
cellules productrices d’IL-17 sous l'influence du TGF-B, de I'lL-6 et de I'lL-23 (Liu et al., 2015).
L'inverse a également été décrit : des lymphocytes Thiz polarisés in vitro et transférés a des
souris Rag”" peuvent se convertir en Thy producteurs d’IFN-y et inducteurs de colite (Harbour et
al., 2015). Dans I'EAE, les Thi7 peuvent aussi se transformer en Th; producteurs d’IFN-y et cette
conversion peut étre induite par I'lL-12, qui augmente I'expression de T-bet et Runx1 (Wang et
al., 2014), et/ou I'lL-23 qui peut également induire I'expression de T-bet (Hirota et al., 2011).
Des lymphocytes possédant un phénotype « Thys17 » ont par ailleurs été observés dans
la circulation de patients asthmatiques et ces cellules participent au développement de
I’'asthme en recrutant des leucocytes pro-inflammatoires (Wang et al., 2010). Elles expriment
simultanément les facteurs de transcription GATA-3 et ROR-yt et produisent aussi bien I'lL-17 et
I'lL-22 (Thi17) que les IL-4, 5 et 13 (Th;). Cette étude a permis de montrer que sous lI'influence de
I'IL-1, de I'lL-6 et de I'lL-21, les Th, pouvaient devenir sécréteurs d’IL-17. Une autre étude a
démontré in vitro que les Thiz, mais pas les Thy, pouvaient acquérir le phénotype « Thy/17 » sous
I'influence des DC (Raymond et al., 2011). La sécrétion de cytokines de la voie Th; par les Thyy

serait, au moins en partie, due a I'lL-4 (Cosmi et al., 2010).

Relation entre Treg et Thy;
Une particularité commune aux Treg et Thi; est I'importance du TGF-f pour leur

différenciation, la présence ou non d’IL-6 indiquant vers quelle voie le LT naif s’orientera. Dans
la différenciation Thi7, la présence de TGF-B semble étre cruciale pour générer des Thi; non

pathogénes, a I'opposé des Thi7 générés en présence d’IL-23 (Ghoreschi et al., 2010). AhR peut
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également, en fonction du ligand présent, induire la différenciation soit en Thi; soit en Treg
(Quintana et al., 2008). Ces données suggerent un lien tres étroit entre Thiy et Treg et il n’est
pas étonnant de constater qu’il existe une forte plasticité entre ces deux sous-types de LT CD4*.
Ainsi, certaines études ont-elles rapporté la production d’IL-17 par des Treg, sous l'influence de
I'lL-1 et I'lL-23 (Koenen et al., 2008; Valmori et al., 2010). De facon intéressante, il a été décrit
qgue les Treg de patients atteints de psoriasis pouvaient plus facilement devenir des Thi7 que les
Treg de sujets sains. De plus, des LT CD4" positifs pour Foxp3 et I'lL-17 sont observés dans les
Iésions psoriasiques, suggérant une implication de ces cellules dans le processus inflammatoire
(Jorn Bovenschen et al.,, 2011). Dans le modele d’arthrite expérimentale induite par le
collagéne, il a récemment été démontré que les lymphocytes Foxp3* exprimant de faibles
niveaux de CD25 avaient une expression instable de Foxp3 et pouvaient facilement devenir
producteurs d’IL-17. Ces « ex-Foxp3 » producteurs d’IL-17 s’accumulent dans I’articulation
arthritique grace a I'lL-6 produite par les fibroblastes et induisent la destruction articulaire
(Komatsu et al., 2014). Chez les patients atteints de MICI, une augmentation de la proportion
de cellules Foxp3* IL-17* dans le sang a été observée et les cellules Foxp3* de ces patients ont
une capacité suppressive réduite de 60% par rapport aux Treg de patients sains (Ueno et al.,
2013). Il est a noter que la conversion des Thi7 en Treg a également été décrite lors de la
résolution de l'inflammation (Gagliani et al., 2015). L'ensemble de ces données suggére
fortement que I'apparition d’une réponse Thi; pathogéne pour I’'hGte pourrait étre due, au
moins en partie, a une altération fonctionnelle des Treg qui ne contréleraient plus la réponse
immune de facon efficace. Nous avons donc émis I’hypothése que I'expansion considérable des
Thi7 observée chez les rats B27 pourrait étre liée a une altération de la proportion et/ou de la

fonction des Treg.

C. Influence de la molécule de costimulation ICOS

Comme nous avons pu I'observer au cours de ce chapitre, I’'environnement cytokinique
n‘est pas le seul facteur influencant le devenir d’un lymphocyte T naif en cours de
différenciation. En effet le « second signal », apporté par les molécules de costimulation
exprimées a la surface de I'APC et du LT4, est également impliqué dans I'engagement du LT naif
récemment stimulé par son TCR vers une voie de différenciation particuliere.

La voie de costimulation médiée par le CD28 et ses partenaires CD80/CD86 a été la
premiere a étre décrite (Gminder and Lesslauer, 1984) et joue un role essentiel dans la
prolifération et la survie du LTs. A 'opposé le CTLA-4, qui posséde des propriétés inhibitrices

vis-a-vis de la prolifération cellulaire, permet de contréler ce processus en ayant une plus forte
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affinité pour CD80/86 que le CD28 (Schildberg et al., 2016). Additionnellement a leur action sur
la prolifération, ces molécules peuvent influencer la différentiation du LT naif comme en
témoigne l'influence de CTLA-4 sur la différentiation des lymphocytes Th, (Oosterwegel et al.,
1999) ou Tw (lymphocyte T follicular helper, population cruciale dans le développement de la
réponse médiée par les lymphocytes B) (Wang et al., 2015).

Au cours de notre étude sur les lymphoyctes Treg dans le contexte du rat B27, une
molécule de costimulation a particulierement retenu notre attention. Il s’agit d’ICOS (/nducible
Costimulator), la seule molécule surexprimée par le LT de rats B27, comme nous le verrons en
détail dans la partie « Travaux originaux ». ICOS fut décrit pour la premiére fois en 1999 chez
I'Homme (Hutloff et al., 1999) et son homologie avec CD28 et CTLA-4 a mené de nombreuses
équipes a étudier le réle d’ICOS dans le développement de la réponse immunitaire. 1COS
favorise la prolifération des LT, comme le CD28, mais les mécanismes impliqués restent a
préciser (Wikenheiser and Stumhofer, 2016).

Alors que CD28 interagit avec CD80/86 exprimés a la surface des APCs, ICOS n‘interagit
gu’avec un seul partenaire, ICOSL (/ICOS-ligand) qui est principalement exprimé par les APC
professionnelles (LB, macrophages, DCs).

De facon intéressante, les voies de signalisation induites par ICOS et le CD28 sont
proches mais possédent des différences notables. Bien que ces deux molécules induisent
I'activation des voies PI3Kinase-Akt et JNK (c-Jun N-terminal kinase)-p46, le CD28 favorise la
voie JNK-p46 alors qu’ICOS favorise la voie PI3Kinase-Akt (Wikenheiser and Stumhofer, 2016).
De plus, la partie intra-cytoplasmique d’ICOS présente un motif iProx, absent chez CD28, qui
recrute la TBK1 et ce processus est crucial pour la maturation des T induite par ICOS (Pedros
et al., 2016).

Afin de mieux cerner I'importance d’ICOS au cours de la différentiation du LT, des
études de souris génétiquement déficientes pour ICOS ou ICOSL (souris ICOS KO et ICOSL KO)
au cours de différentes infections ont été effectuées.

Dans le contexte de la réponse Th, plusieurs études ont démontré qu’ICOS favorise le
développement de ce sous-type de LT effecteur. Par exemple, des souris ICOS KO infectées par
Salmonella enterica présentent une réduction du pourcentage de LT producteurs d’IFN-y et
sont moins efficaces pour contrdler I'infection que les souris ICOS WT (Vidric et al., 2006). De
facon similaire, I’altération de la voie ICOS-ICOSL a 'aide d’un anticorps induit une diminution
de la réponse Thi en réponse a une infection par Listeria monocytogenes (Mittriicker et al.,
2002). Ces données suggerent donc qu’lCOS favorise le développement d’'une réponse Thy,
cependant d’autres données vont a I'opposé de cette hypothése. Il a par exemple été montré

qgue des souris ICOS KO infectées par Mycobacterium tuberculosis présentent un pourcentage
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accru de LT CD4* IFN-y* par rapport aux souris ICOS WT (Nouailles et al., 2011). D’autre part, les
souris ICOSL KO infectées par Chlamydia muridarum ont également une réponse Th; plus forte
que les souris ICOSL KO (Kadkhoda et al., 2010). L'ensemble de ces données indique donc que
I'influence d’ICOS sur la différenciation Thi est complexe et dépendante du contexte
immunitaire (Wikenheiser and Stumhofer, 2016).

L’effet d’ICOS sur la polarisation Th; est bien moins dépendant du contexte dans lequel
est fait I'étude et de nombreuses données indiquent qu’ICOS promeut le développement des
Th;. Ainsi, une réduction de la réponse Th; a notamment été observée chez les souris ICOS KO
infectées par Nippostrongylus brasiliensis (Miyahira et al., 2003) ou par Trichuris muris (Wilson
et al., 2006).

De facon similaire, le blocage de la voie ICOS-ICOSL au cours d’une infection par Trichinella
spiralis (Scales et al., 2004) ou par Leishmania major (Miyahira et al., 2003) réduit I'amplitude
de la réponse Th; caractérisée notamment par une plus faible synthése d’IL-4.

A coté de ces effets sur les Thy et les Thy, ICOS joue un rdle prépondérant dans le
développement des Tw , lymphocytes induisant la sélection et la survie des LB ayant la plus
forte affinité pour I'antigéne. Ces Tfh sont caractérisés par I'expression de CXCR5 qui va
interagir avec CXCL13, synthétisée par les DCs folliculaires. Cet axe CXCR5/CXCL13 permet la
migration du T vers le follicule contenant les LB au sein du ganglion lymphatique. La
perturbation de la voie ICOS-ICOSL réduit notamment le pourcentage de LT CD4* CXCR5* (Hu et
al., 2009). Le facteur de transcription clé de la voie T, est Bcl-6 (Johnston et al., 2009) et ICOS
stabilise I'expression de Bcl-6 par un mécanisme dépendant de I'ostéopontine (Leavenworth et
al., 2015). Un autre mécanisme par lequel ICOS favorise le développement des Tq implique sa
capacité a réprimer I'expression de KIf-2, facteur de transcription qui inhibe I'expression de Bcl-
6 (Weber et al., 2015).

Il est important de souligner qu’ICOS est également impliqué dans le développement et
la fonction des Treg. Cela été démontré dans des modeles expérimentaux d’asthme (Busse et
al., 2012) et de diabéte (Herman et al., 2004).

Enfin, deux articles se sont intéressés au réle d’ICOS dans le développement des Thiy,
population pathogéene dans la SpA et en forte expansion chez le rat B27. L'équipe de Kuchroo a
tout d’abord montré qu’ICOS joue un role majeur dans la stabilisation du phénotype Thi7 en
réponse a une stimulation par I'lL-23 chez la souris (Bauquet et al., 2009). De fagon
intéressante, ICOS est également impliqué dans la synthese d’IL-17 par les Ts, selon cette étude.
Cet effet d’ICOS est dépendant du facteur de transcription c-maf et de I'lL-21.

Une deuxiéme étude publiée en 2010 s’est intéressée a la relation entre ICOS et Thiy

chez 'Homme (Paulos et al., 2010). Cette étude démontre qu’lICOS induit le développement de
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LT naifs en Thi7 en présence de cytokines polarisantes (IL-6, IL-1B, IL-23). Cette capacité d’ICOS
a favoriser le développement des Thi; peut étre inhibée par une stimulation simultanée par le
CD28. De fagon analogue aux résultats obtenus chez la souris, I'effet d’ICOS sur les Thiy
implique c-maf et I'lL-21.

Ces deux études indiquent donc qu’ICOS est capable de favoriser le développement
d’une réponse Thi7. Nous avons donc émis |I’"hypothése que la surexpression d’ICOS observée a
la surface des LT CD4* de rats B27 (section “Travaux originaux”) est impliquée dans I'expansion

des Thiz pathogéniques dans la SpA.
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Chapitre 4. l'interleukine-27, un gardien du systéme
immunitaire

En parallele de notre étude sur les Treg du rat B27, nous nous sommes également
intéressés au cours de ce travail a la sous-expression de I'lL-27 par la DC de rat B27. Comme
nous l'avons abordé dans le chapitre 2, la DC B27 présente de nombreuses altérations
fonctionnelles et favorise notamment la forte expansion des Thi7 (Glatigny et al., 2012). Dans
I'objectif de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ce phénoméne, une étude du
laboratoire a comparé le transcriptome des DC CD4* de rats B27 avec celui de rats témoins NTG
et B7. De facon intéressante, cette étude a montré que la DC de rat B27 sous-exprime deux
cytokines capables d’inhiber les Thiz: I'IL-10 et I'IL-27 (Fert et al, 2014). Sachant que le
traitement de rats B27 avec de I'IL-10 recombinante n’a pas permis de modifier
significativement le développement des symptomes cliniques (Bertrand et al., 1998), nous
avons concentré notre étude sur I'lL-27. Bien que la biologie de cette cytokine soit complexe,
ses capacités a inhiber le développement des Thi; et a stimuler la production d’IL-10 nous ont

paru trés intéressantes dans le contexte du rat B27.

A. Description de I'lL-27, de son récepteur et des cytokines apparentées

La premiére description de I'IL-27 date de 2002 (Pflanz et al., 2002). Cette cytokine est
composée de la sous-unité p28 (connue aussi sous le nom d’IL-30) et de la protéine EBI3
(Epstein-Barr virus induced gene 3), liées de maniére non covalente. L'IL-27 fait donc partie de
la famille des cytokines hétérodimériques, partageant des homologies de structure avec les
autres cytokines de cette famille. Le récepteur de I'lL-27 est également hétérodimérique,

composé de IL27Ra (également appelé WSX-1 ou TCCR) et de gp130 (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique des cytokines hétérodimériques et de leurs récepteurs.

La biologie de ces cytokines est trées complexe, puisque chaque sous-unité peut
s’associer a d’autres partenaires et induire des effets biologiques distincts. En plus de son
association avec p28 pour former I'lL-27, EBI3 peut se lier a p35 pour former I'lL-35 qui est
principalement impliquée dans I'activité des Treg. Elle peut également se lier a p19 pour former
I'IL-39 qui est produite par les LB activés et exerce des activités pro-inflammatoires mises en
évidence dans le contexte du lupus (Wang et al., 2016b).

L'IL-23 (complexe p19/p40) est, comme nous "avons déja indiqué, impliquée dans la
stabilisation du phénotype Thi; (McGeachy et al.,, 2009). L’IL-12, formée par I'association
p35/p40 est une cytokine critique pour le développement des LT de type Thi.

Bien que la sous-unité p28 ait moins de partenaires connus qu’EBI3, il a également été
décrit gu’elle pouvait s’associer a la molécule CLF-1 (cytokine-like factor 1); cet hétérodimére
stimule les LT, les lymphocytes NK et peut induire la différenciation Thi7 en présence de TGF-B
(Crabé et al., 2009). Il est également capable de favoriser la différenciation Th; ainsi que de
stimuler les LB et leur différenciation en plasmocytes (Tormo et al., 2013).

Il est a noter que la p28 seule (IL-30) possede aussi des propriétés biologiques
intrinséques. Elle peut notamment inhiber la liaison IL-27/IL-27R en se fixant directement a
gp130 (Stumhofer et al., 2010) et inhiber la phosphorylation de STAT1 induite par I'lL-27
(Shimozato et al., 2009).

Un niveau de complexité supplémentaire dans la biologie de cette famille de cytokines
hétérodimériques vient s’ajouter en sachant que la sous-unité gp130 de I'lL-27R est impliquée
dans la signalisation de nombreuses autres cytokines, comme I'IL-35 et I'lL-39 mais également

I'lL-6 qui favorise notamment la différenciation Thys.
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De plus, il existe plusieurs isoformes d’IL-27Ra. Une version tronquée soluble, ne
contenant que le domaine extracellulaire du récepteur, a été décrite et cet IL-27Ra soluble fait
partie du récepteur a la humanin dans les cellules neuronales (Hashimoto et al., 2009). Le
relargage d’IL-27Ra soluble par plusieurs types cellulaires activés (LT, LB, monocytes et DC
dérivées de monocytes) peut par ailleurs provenir de I'action de métalloprotéases et cet IL-

27Ra soluble agit comme un antagoniste naturel de I'lL-27 (Dietrich et al., 2014).

B. Régulation de I'’expression de I'lL-27

Les CPA et plus précisément les DC activées sont la principale source d’IL-27 de
I'organisme (Pflanz et al., 2002). Cependant, les plasmocytes, les cellules endothéliales, les
trophoblastes du placenta ou encore les cellules microgliales sont également capables de
produire cette cytokine (Hall et al., 2012a). Enfin, une étude récente a démontré I'existence
d’un sous-type de LT CD4* producteurs d’'IL-27 chez des souris infectées par Plasmodium
berghei (Kimura et al., 2016).

Du fait que I'lL-27 est composée de p28 et d’EBI3 liées de maniére non covalente,
I’expression de I'lL-27 est influencée par la régulation de I'expression de ces deux protéines.

L'expression d’EBI3 est induite par plusieurs stimuli. Il a été clairement démontré
gu’une stimulation des Toll-like receptors (TLRs) induisait I'expression d’EBI3. Cette induction
passe principalement par la voie NF-kB, en aval de MyD88. L’'IL-1B pro-inflammatoire peut
également stimuler la production d’EBI3 (Wirtz et al., 2005).

Les agonistes des TLR, comme les composés microbiens, sont par ailleurs capables
d’induire une forte expression de la sous-unité p28 par les CPA. En plus des TLR, les interférons
de type | (IFN a/B) (lyer et al., 2010) et de type Il (IFN y) (Murugaiyan et al., 2010) augmentent
I’expression de p28. Sachant que I'IL-27 est par ailleurs capable d’induire la synthése d’IFN-y
par les lymphocytes NK et les LT, nous voyons ici que I'lL-27 peut promouvoir sa propre
expression par l'intermédiaire des IFN. Il a également été rapporté que des DC incubées avec
de I'lL-27 augmentaient leur synthése d’IL-27p28, démontrant ainsi I'effet autocrine de I'lL-27
(Birkholz et al., 2014).

A l'opposé des facteurs ci-dessus capables de stimuler la production de p28,
I’ostéopontine (Shinohara et al., 2008) et la fraction C5a du complément (Pawaria et al., 2014)
exercent un effet inhibiteur sur la synthése de cette sous-unité de I'lL-27.

Les principaux stimuli conduisant a I'expression de I'lL-27 sont schématisés dans la

figure 9.
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Figure 9 : Régulation de la synthése de la sous-unité p28 de I'lL-27.

Les deux principaux stimuli induisant la synthése d’'IL-27 sont les composés d’origine microbienne, par
I'intermédiaire des TLR situés a la surface cellulaire et dans les endosomes des CPA, et les interférons de type
| et Il. Les voies de signalisation impliquées sont surtout 'axe MyD88/NF-«kB (fleches rouges), et la voie
IKKe/IRF (fleches vertes). Il est a noter que I'lL-27 peut induire sa propre synthése de maniére autocrine et en
stimulant la production d’IFN-y par les cellules NK. A I'inverse, I'ostéopontine intracellulaire, dont I'expression

peut étre inhibée par I'lIFN-y, et le facteur C5a du complément sont capables d’inhiber la synthése d’IL-27.
Schéma adapté de (Jankowski and Wandtke, 2016).

C. Signalisation induite par I'lL-27

Une fois que I'lL-27 s’est liée a son récepteur, plusieurs voies de signalisation sont
engagées pour produire les nombreux effets de cette cytokine. La principale voie de
signalisation de I'lL-27 est la voie JAK/STAT (Janus Kinase/Signal transducer and activator of
transcription) (Figure 10). Il existe plusieurs isoformes de STAT (STAT1 a STAT6) qui forment des
homo- ou hétérodiméres une fois phosphorylés par les JAKs. La liaison de I'lL-27 a son
récepteur induit principalement la phosphorylation de STAT1 et STAT3 qui sont responsables
d’une grande partie des effets de I'lL-27 sur le systéme immunitaire, comme nous le verrons
dans la section suivante.

En plus de la phosphorylation de STAT1 et STAT3, I'lL-27 peut aussi induire la

phosphorylation des autres isoformes de STATs dans certains types cellulaires (Jankowski and
Wandtke, 2016).
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Figure 10 : Activation de la voie JAK/STAT par I'lL-27.
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La liaison de [I'IL-27 a son récepteur hétérodimérique (IL-27Ra + gp130) induit un changement
conformationnel permettant I'activation par phosphorylation des Jak. Les Jak activées phosphorylent a leur
tour les STATs cytoplasmiques (principalement STAT1 et STAT3 dans le cas de I'lL-27) qui se dimérisent et
transloquent du cytoplasme au noyau, ou elles induisent I'expression de nombreux génes cibles. La
signalisation induite par I'lL-27 est différente selon le type cellulaire étudié ainsi que I'état d’activation de la
cellule.

D. Régulation de la réponse immunitaire par I'lL-27

L'IL-27 étant principalement produite par les CPA, de nombreuses équipes de
recherches se sont attelées a caractériser les effets de cette cytokine sur le systéme
immunitaire, ce qui a mené a la publication de résultats contradictoires. L'IL-27 est une
cytokine pléiotrope, agissant sur de nombreuses sous-populations cellulaires. Elle possede
aussi bien des effets pro- qu’anti-inflammatoires qui dépendent du contexte dans lequel se

trouve la cellule.

Effet sur les lymphocytes Th;
L’étude de Pflanz et al. en 2002 a démontré que I'lL-27 était capable d’agir en synergie

avec I'lL-12 pour induire la prolifération et la différenciation des LT CD4* naifs en LT effecteurs
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de type Thi, producteurs d’IFN-y (Pflanz et al., 2002). Cet effet pro-Thy de I'lL-27 a été confirmé
depuis et il a été démontré que I'lL-27 induisait I’expression du facteur de transcription T-bet,
facteur de transcription clé de la différenciation Thi. L'augmentation de T-bet induite par I'lL-27
est médiée par STAT1, mais également par la voie MAPK/p38 (Owaki et al., 2006b). L'IL-27
possede un autre mécanisme pour favoriser la voie Th; qui passe par une augmentation de
I’expression d’ICAM-1 (Intercellular Adhseion Molecule-1) et de LFA-1 (Lymphocytes Function-
associated Antigen-1), indépendamment de T-bet (Owaki et al., 2006b). Enfin, la répression de
I'expression de GATA-3, facteur de transcription clé de la différenciation Thy et qui inhibe le
développement d’une réponse Th;, par I'IL-27 participe indirectement a I'expansion des
lymphocytes effecteurs Th; (Lucas et al., 2003).

A l'opposé de ses effets pro-Thy, plusieurs études ont démontré que I'lL-27 pouvait
également limiter une réponse Th; qui deviendrait délétére pour I'héte si elle n’était pas
stoppée a temps. Tout d’abord, I'lL-27 inhibe la production d’IL-2, cytokine qui participe a la
prolifération et a la survie des Th; (Villarino et al., 2006), par I'intermédiaire de I'induction de
SOCS3 (Owaki et al., 2006a). En plus de cette déplétion d’IL-2, I'IL-27 induit la production d’IL-
10 anti-inflammatoire par les Thi différenciés (Batten et al., 2008). L’hypothése d’un effet
inhibiteur de I'IL-27 sur les lymphocytes Th: a été renforcée par I'analyse des souris
n’exprimant pas d’IL-27Ra (souris IL-27Ra KO). Ces derniéres n’ont pas de déficit immunitaire
majeur mais développent une réponse Th; dérégulée en réaction a une infection, pouvant
conduire a la mort de I'animal. En effet, les souris invalidées pour I'lL-27Ra et infectées par
Trypanosoma cruzi ou Toxoplasma gondii ont une production accrue d’IFN-y dans le foie,
provoquant des lésions hépatiques mortelles (Hamano et al., 2003). Le controle de la
réplication parasitaire chez ces souris est identique a celui des souris exprimant I'lL-27Ra mais
elles succombent a une maladie inflammatoire induite par les LT et corrélée a de fortes

concentrations d’IFN-y (Villarino et al., 2003).

Ces résultats indiquent donc que I'IL-27 peut posséder aussi bien des propriétés
stimulatrices qu’inhibitrices envers les lymphocytes Th;, selon le contexte dans lequel se trouve

la cellule.

Effet sur les lymphocytes Th;
Un des aspects les plus clairement caractérisés de la biologie de I'lL-27 est son effet

inhibiteur sur la réponse Th,. En plus de sa capacité a réduire I'expression de GATA-3 (Lucas et
al., 2003), I'lL-27 diminue également la production d’IL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes Th,
différenciés (Yoshimoto et al., 2007). Comme indiqué précédemment, les souris invalidées pour

I'lL-27Ra et infectées par Trypanosoma cruzi développent des lésions hépatiques mortelles
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lides a la surproduction d’IFN-y, mais ces souris infectées ont également des concentrations
élevées d’'IL-4 et d’IL-5, cytokines de la voie Thy, induisant une parasitémie prolongée (Hamano
et al., 2003). Les souris IL-27Ra KO sont par ailleurs plus résistantes a une infection par Trichuris
muris, du fait de leur production accrue de cytokines de la voie Th; : IL-4, IL5 et IL-13 (Artis et
al.,, 2004). Notons finalement que les lymphocytes Th, de patients asthmatiques résistent a
I'inhibition de la réponse Th, par I'lL-27 en raison d’une surexpression de SOCS3, démontrant
ainsi I'importance physiologique de I'effet inhibiteur de I'lL-27 sur les lymphocytes Th; (Chen et

al., 2013b).

Effet sur les lymphocytes Thiy
L’effet inhibiteur de I'lL-27 sur la sous-population Thi; est bien documenté. L'IL-27

inhibe la différenciation des Thi7 a partir de LT naifs stimulés in vitro en présence de TGF-f et
d’'IL-6 (Batten et al., 2006). Dans cette méme étude, un pourcentage accru de Thi; dans le
systeme nerveux central de souris invalidées pour I'lL-27Ra développant une EAE (modéle
animal de sclérose en plaques dans lequel les Thiz sont cruciaux) a été rapporté. Cette
inhibition du développement des Thi; est liée a une réduction de I'expression de RORa et de
RORYy par I'lL-27, les deux facteurs de transcription essentiels pour la différenciation Thy7 (Diveu
et al., 2009; El-behi et al., 2009). De plus, I'lL-27 freine la production d’IL-17, d’IL-22 et de GM-
CSF produits par ces lymphocytes Thiz (Stumhofer et al., 2006).

L'effet de I'lL-27 sur les Thyy déja différenciés est cependant un sujet de controverse. En
effet, une étude a montré que I'lL-27 n’exercait aucun effet sur les Thi7 isolés a partir du
systeme nerveux central (SNC) de souris développant une EAE et restimulés avec de I'lL-23 (El-
behi et al.,, 2009). Cependant, une étude antérieure avait montré que I'lL-27 réduisait la
production d’IL-17 par les Thi7 provenant du SNC de souris infectées par Toxoplasma gondii
(Stumhofer et al., 2006). Une étude chez 'Homme publiée en 2011 va dans le sens d’un réle
inhibiteur de I'lL-27, a la fois sur la différenciation des Thi7 et sur la production d’IL-17 par les
Thi7 déja différenciés (Liu and Rohowsky-Kochan, 2011).

Enfin, I'lL-27 induit I'expression de CD39 sur les DC. Or, le CD39 contribue a réduire la
concentration en ATP (adénosine tri-phosphate) du milieu extracellulaire, ce qui a pour
conséquence une activation de l'inflammasome et une réduction de I'expansion des Thiy
(Mascanfroni et al., 2013).

L’IL-27 semble donc étre une cible thérapeutique trés prometteuse dans le cadre des
pathologies liées a une réponse Thiz non contrélée, méme si ses effets sur les Thiy déja

différenciés restent a préciser.
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Effet sur les lymphocytes T régulateurs (Treg) Foxp3*
Comme nous venons de le voir, I'lL-27 exerce globalement des effets anti-

inflammatoires envers les Thy, les Thy et les Thi7. Les Treg étant une sous-population de LT
capable également d’inhiber les LT activés, il serait logique d’imaginer que I'lL-27 favorise le
développement et/ou I'activité des Treg. Plusieurs études ont cependant montré que I'IL-27
possédait des propriétés inhibitrices envers les Treg. En effet, I'lL-27 supprime I'augmentation
de I'expression de Foxp3 induite par le TGF-B. L'IL-27 réduit par ailleurs I’expression du CD25 et
de CTLA-4 et diminue la capacité suppressive des Treg (Huber et al., 2008b). Deux études
publiées en 2011 vont dans le sens d’un effet antagoniste de I'lL-27 sur le développement des
Treg Foxp3*. Des souris surexprimant I'lL-27 décédent vers 10 semaines a cause d’une
inflammation non controlée. Cette inflammation est corrélée a une fréquence diminuée de
Treg, médiée par I'lL-27 (Wojno et al., 2011). Enfin, dans un modeéle de colite expérimentale
induite par le transfert de cellules T, I'injection de LT n’exprimant pas I'lL-27Ra a induit une
colite moins forte et une plus grande proportion de Treg que les LT exprimant I'IL-27Ra (Cox et
al., 2011).

Cet effet inhibiteur de I'lL-27 sur les Treg n’est cependant pas si évident, puisqu’il a été
montré que, chez 'Homme, I'lL-27 stimulait I'expression de Foxp3 induite par le TGF-B (Ouaked
et al., 2009), allant a I'opposé de I'étude de Huber et al. L'étude de Hall et al. a par ailleurs
démontré que I'lL-27 pouvait augmenter le nombre de Treg Foxp3™* in vitro (Hall et al., 2012b).
De plus, le traitement de souris rendues arthritiques par immunisation contre le collagéne de
type Il, par I'lL-27, a induit I'expansion de Treg CD25* Foxp3* (Moon et al., 2013). Enfin, I'IL-27
est une cytokine importante pour la survie des Treg chez la souris (Kim et al.,, 2013) et
I’expression des molécules PD-1, CTLA-4 et GITR par les Treg, ces molécules étant impliquées
dans leurs fonctions suppressives (Moon et al., 2013).

L’ensemble de ces données démontre que l'effet de I'lL-27 sur les Treg Foxp3* est
complexe et dépend du contexte dans lequel I'étude est faite. Il faut cependant noter que
I’effet inhibiteur de I'lL-27 sur ces lymphocytes peut étre indirect. Les Treg ont en effet besoin
d’IL-2 pour survivre et les souris surexprimant I'IL-27 ont une production d’IL-2
considérablement réduite (Wojno et al., 2011), expliquant ainsi par voie de conséquence la
diminution de la fréquence des Treg en présence d’IL-27. En plus de son action sur les Treg
Foxp3*, I'lL-27 est également capable d’induire une population spécifique de Treg exprimant T-

bet et CXCR3, spécialisée dans le contréle de la réponse Th; (Hall et al., 2012b).
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Effet sur les lymphocytes régulateurs de type 1 (Tr1) producteurs d’IL-10
Parallélement a son effet ambivalent sur les Treg Foxp3*, il est bien établi que I'lL-27 est

une cytokine favorisant le développement des Tri, dont les fonctions immunosuppressives
dépendent de I'lL-10 gu’elles produisent en abondance (Roncarolo et al., 2006).

Plus globalement, une série d’études a permis de démontrer que I'lL-27 stimulait la

production d’IL-10 par plusieurs sous-populations de LT CD4* tels que les Thy, Thy, ou encore les
Tr1 (Awasthi et al., 2007; Stumhofer et al., 2007). Sous I'action de I'lL-27, I'expression du facteur
de transcription AhR et de son partenaire c-maf est augmentée dans les LT CD4*, mécanisme
par lequel I'lL-27 favorise le développement des Tri1 (Pot et al.,, 2009). Ces deux molécules
coopéerent pour induire I'expression de I'IL-21 et de [I'IL-10, cytokines favorisant le
développement des Tr; (Apetoh et al., 2010). Un autre mécanisme par lequel I'lL-27 peut
favoriser la production d’IL-10 par les LT CD4* dépend de Egr-2 et du facteur de transcription
Blimp-1 (lwasaki et al., 2013).
Il est cependant a noter que I'lL-27 induit aussi un rétrocontréle négatif sur le développement
des Tri1 en induisant I'expression de métallothionéines qui régulent négativement I'activation
de STAT1 et de STAT3, aboutissant a terme a une réduction de la synthése d’IL-10 (Wu et al.,
2013).

En conclusion de cette partie, I'lL-27 posséde une activité pléiotrope sur les LT, ses
effets pouvant étre a la fois pro et anti-inflammatoires selon le type cellulaire étudié

(Figure 11).
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Figure 11 : Résumé de I'effet pléiotrope de I'IL-27 sur plusieurs sous-populations de LT CD4*.

Les Th2 et les Th17 sont inhibés par I'lL-27 (cellules rouges). Les Trl sont stimulés par I'lL-27 (cellule bleue).
L'effet de I'lL-27 sur les Thl et les Treg Foxp3* est moins tranché, avec a la fois des effets stimulants et

inhibiteurs (cellules noires).

Effet sur les DC
Bien que la plupart des études se soient concentrées sur 'effet de I'lL-27 sur les

lymphocytes, les DC expriment également un récepteur fonctionnel a I'lL-27 et cette derniére
influence leur fonction. Une étude récente a démontré que I'lL-27 améliorait la capacité de
présentation de I'antigéne des DC dérivées de monocytes en augmentant I'expression du CMH
de classe Il et des molécules associées a I'activation des LT comme le CD40. Logiquement, les
DC dérivées en présence d’IL-27 induisent une prolifération des LT plus forte qu’en son
absence. Enfin, les DC différenciées en présence d’IL-27 ont une acidification des phagosomes
plus importante, corrélée a une expression augmentée des V-ATPases et a une accumulation
plus forte de la cathepsine D, une endopeptidase lysosomale. De ce fait, les DC dérivées en
présence d’IL-27 contrélent plus efficacement une infection par S. aureus (Jung et al., 2015).

A I'opposé de ces effets stimulants récemment décrits, une étude plus ancienne a
montré que la stimulation de DC en présence d’IL-27 conduisait a une augmentation de
I'expression de PD-L1 (aussi appelée B7-H1) et réduisait leur capacité a stimuler les LT
(Karakhanova et al., 2011). Un autre effet anti-inflammatoire de I'lL-27 passe par I'induction de
I'expression du CD39 sur les DC (Mascanfroni et al., 2013). Le CD39 dégrade I'ATP
extracellulaire et ainsi limite I'activation de I'inflammasome. Enfin, le traitement de DC par I'IL-

27 altere leur capacité de présentation de I'antigéne médiée par le CMH de classe | (Morandi et

al., 2014).
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E. Role de I'lL-27 dans les pathologies inflammatoires et auto-immunes

Compte tenu des effets globalement anti-inflammatoires de I'lL-27 sur les LT, plusieurs
équipes se sont intéressées a déterminer si I'lL-27 pouvait représenter une nouvelle cible

thérapeutique dans les pathologies impliquant une réponse non controlée des LT.

Effets sur I’arthrite
Un des modeéles animaux tres fréquemment utilisé pour étudier les mécanismes

impliqués dans le développement de l'arthrite destructrice est I'arthrite expérimentale au
collagene (AEC). Le déclenchement de I’AEC nécessite a la fois une réponse cellulaire médiée
par les LT et une réponse humorale médiée par les LB. Dans ce modeéle, I'expression locale d’IL-
27 par injection d’un adénovirus dans I'articulation permet de limiter I'inflammation et les
érosions osseuses, réduisant ainsi la sévérité des symptémes cliniques (Pickens et al., 2011).
L'effet anti-inflammatoire de I'lL-27 dans ce modeéle est corrélé a une réduction significative du
pourcentage de Thiy dans I'articulation des souris traitées. Une autre étude a confirmé |'effet
protecteur de I'lL-27 dans ce modéle et a montré que I'lL-27 faisait pencher la balance
Thi7/Treg en faveur des Treg dans ce contexte (Moon et al., 2013). De maniére intéressante, un
effet comparable sur la balance Thi7/Treg a été observé sur les cellules isolées a partir du sang
de patients atteints de PR.

Un autre modeéle animal d’arthrite auto-immune est I'arthrite induite par adjuvant. Il
consiste en l'injection d’une souche inactivée de Mycobacterium tuberculosis a des rats Lewis.
Dans ce modele, I'injection d’IL-27 avant ou pendant I'apparition des symptémes permet de
réduire la sévérité des arthrites, et inhibe la production d’IL-17 (Rajaiah et al., 2011).

En plus de son effet inhibiteur sur les Thiy, il a été montré que I'lL-27 avait la capacité
d’inhiber la formation des ostéoclastes, responsables de la destruction osseuse. Cette
régulation des ostéoclastes peut passer par l'inhibition de leur différenciation (Kamiya et al.,
2007), lI'induction d’IFN-y (Park et al., 2012), ou encore par la réduction de la signalisation
induite par RANKL, facteur clé dans I'induction de 'ostéoclastogénése (Furukawa et al., 2009).

L’ensemble de ces données indique donc que I'lL-27 exercerait un effet protecteur
envers 'arthrite expérimentale. Cependant, d’autres études ont aussi démontré des effets pro-
inflammatoires de I'lL-27 sur l'arthrite. En effet, des concentrations significativement plus
importantes d’IL-27 sont mesurées dans le plasma de patients atteints de PR alors méme que
cette cytokine induit la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-6 et la MMP-
1 par les FLS (Fibloblast-Like Synoviocytes) de patients (Wong et al., 2010). De plus, dans le

modele de I'arthrite a adjuvant, la neutralisation par un anticorps de la sous-unité p28 a permis
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de réduire la sévérité des symptdomes, cette protection partielle étant associée a une
diminution de la réponse Th; (Goldberg et al., 2004). Enfin, dans un autre modele d’arthrite,
induite par injection de protéoglycane (modeéle PGIA), les souris déficientes en IL-27Ra ont eu
des symptdémes retardés et une sévérité diminuée par rapport aux souris exprimant I'lL-27Ra.
Cette production étant la-aussi associée a une diminution du nombre de cellules produisant de
I'lIFN-y, sans modification de celles produisant de I'lL-4 (Thz) ou de I'lL-17 (Thy7) (Cao et al.,
2008).

En résumé, l'injection d’IL-27 inhibe le développement des arthrites mais des études
analysant indirectement I'effet de cette cytokine indiquent aussi qu’elle peut étre délétére en
induisant la production d’IFN-y. Il est toutefois possible que la délétion de I'lL-27Ra dévoile
aussi I'influence de ligands de ce récepteur autres que I'lL-27 et qui n’auraient pas encore été

identifiés, rendant I'interprétation de ces résultats complexe.

Effets sur la colite
Plusieurs arguments laissent penser que les Thi7 sont impliqués dans le développement

des MICI (Weaver et al., 2013). Compte tenu de l'effet antagoniste de I'IL-27 sur cette
population, I'impact de cette cytokine sur différents modeles animaux de colite a été largement

étudié.

L'injection d’acide 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonique (TNBS) a des souris induit une
colite aiglie, avec diminution transitoire du poids et de la longueur du colon. L’injection sous-
cutanée d’IL-27 permet de réduire fortement I'inflammation intestinale tout en inhibant le
développement des Thi; et la synthése des cytokines impliquées dans cette voie (IL-17A, IL-1B,
IL-6). L'IL-27 exerce une activité anti-inflammatoire comparable dans le modeéle de colite
induite par administration de dextran sodium sulfate (DSS) dans I'eau de boisson des souris

(Sasaoka et al., 2011).

Un autre modéle de colite est obtenu par le transfert adoptif de LT CD4* CD45RB" & des
souris n’exprimant pas la recombinase Ragl (souris Ragl”"). Ragl jouant un role clé dans la
recombinaison V-D-J des récepteurs lymphocytaires T et B, les souris Ragl”- n’ont aucun LT ou
LB. La colite se développe environ 7 semaines aprés le transfert des LT CD45RB". Dans ce
modele, l'administration intra-luminale d’IL-27, grace a la bactérie Lactococcus Lactis
génétiquement modifiée, a permis d’atténuer fortement la colite (Hanson et al., 2014).

Ces résultats montrent donc, dans 3 modeles expérimentaux différents, que
I'administration d’IL-27 exerce un effet protecteur vis-a-vis de la colite, en faisant ainsi une

nouvelle cible thérapeutique de choix pour cette pathologie (Andrews et al., 2016).
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De facon analogue aux observations effectuées dans le cadre de I'arthrite, d’autres
études indiquent cependant indirectement un effet promoteur possible de I'lL-27 sur la colite.
Par exemple, les souris IL-107 développent spontanément une colite, et les souris déficientes
pour IL-10 et I'lL-27Ra ont un retard d’apparition de cette colite, ce qui suggere dans ce cas que
I'lL-27 favoriserait I'apparition de la colite (Villarino et al., 2008). Dans le modeéle de colite
induite par le transfert de LT CD4* CD45RB", la délétion de I'lL-27Ra chez la souris donneuse
(Cox et al., 2011) ou receveuse (Visperas et al., 2014) conduit a une résistance vis-a-vis de la
colite. Enfin, les souris déficientes en IL-27Ra ont une colite moins sévere que les souris
témoins lors de I'induction par le DSS, corrélée a une réduction de I'expression d’IFN-y, d’IL-6 et
de TNF-a (Honda et al., 2005). Ce dernier résultat semble contradictoire avec I'effet protecteur

induit par I'injection d’IL-27 dans le méme modele (Sasaoka et al., 2011).

Effets sur le psoriasis
L’IL-27 influence les conséquences de deux cytokines jouant un réle important dans le

développement du psoriasis, le TNF-a et I'lL-18. D’un c6té, I'lL-27 réduit la synthése d’IL-1a et
de CCL20 (qui attire les lymphocytes exprimant le CCR6, notamment les Thi7) induite par le
TNF-a (Shibata et al., 2010). Concernant I'lL-18, I'IL-27 peut induire la synthése de I'IL-18
binding protein (IL-18BP), un antagoniste naturel de I'lL-18, par les kératinocytes et les
fibroblastes humains (Wittmann et al., 2012). Cependant, les concentrations sériques d’IL-27
sont plus élevées chez les patients atteints de psoriasis que les sujets sains et cette
concentration d’'IL-27 est positivement corrélée avec la sévérité de la pathologie et la
concentration sérique d’IFN-y (Shibata et al., 2010), suggérant un effet délétére de I'lL-27 par
induction de la réponse Th;. Cette hypothése est renforcée par le fait que dans le modele
murin de psoriasis induit par I'imiquimod (agoniste des TLR 7 et 8), I'injection locale d’IL-27 en
sous-cutané augmente la sévérité des lésions psoriasiques. Cette augmentation de la sévérité
de la pathologie est corrélée a une augmentation de plusieurs molécules pro-inflammatoires,

notamment I'IFN-y (Shibata et al., 2013).

Effets sur 'uvéite
Le principal modéle animal pour I'étude des mécanismes physiopathologiques de

I'uvéite est I'uvéite autoimmune expérimentale (UAE), dans lequel des souris sont immunisées
par un peptide dérivé de la protéine interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP).
Différentes études ont montré que les Thi et les Thi; étaient capables d’induire 'EAU. Dans ce
contexte, les souris n’exprimant pas I'lL-27Ra sont partiellement protégées de I'EAU a la phase

précoce de la pathologie (Sonoda et al., 2007). Cette réduction des symptomes étant corrélée a
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une plus faible production d’IFN-y par les LT CD4*, ces données suggerent que I'lL-27 est
délétere dans la phase précoce de I'UAE par sa capacité a induire I'expression d’IFN-y. Des
résultats similaires ont été observés pour les souris n’exprimant la sous-unité EBI3 de I'lL-27
(Takeda et al., 2014). Par opposition a son effet pro-Thi, un étude de 2007 a montré que I'lL-27
était capable d’inhiber les Thi; dans le modéle de 'UAE (Amadi-Obi et al., 2007). L’injection
d’IL-27 a des souris immunisées par IRBP permettra de déterminer si I'lL-27 est formellement

pro- ou anti-inflammatoire dans I'uvéite expérimentale.

Comme nous pouvons |'observer, I'lL-27 posséde une efficacité clinique dans plusieurs
modeles expérimentaux de pathologies associées a la SpA, notamment I'arthrite et la colite,
dans lesquels elle réduit la proportion de Thi;. Nous avons donc émis |'hypothése que
I’expansion des Thi7 observée chez le rat B27 pourrait étre liée a la sous-expression de I'lL-27

par la DC de rat B27 (Fert et al., 2014).
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Objectif de la these

La SpA représente le second rhumatisme inflammatoire chronique avec une prévalence
de 0,43% en France. Il s’agit d’'une pathologie extrémement complexe dont la cause demeure
encore largement inconnue a ce jour malgré les nombreuses hypothéses formulées et la
découverte il y a 40 ans de sa trés forte association au HLA-B27. Ce travail de these vise a la fois
a mieux comprendre les mécanismes immunologiques impliqués dans le développement de la
SpA, et a proposer de nouvelles cibles thérapeutiques, les traitements actuels, dont aucun n’est
curatif, n’étant pas efficaces chez tous les patients.

Le modele animal du rat B27 a permis de démontrer I'importance de deux populations
cellulaires dans la SpA, les CPA exprimant le transgene HLA-B27, et les LT CD4* qui sont les
effecteurs de la pathologie. Le laboratoire a précédemment démontré une expansion biaisée
des lymphocytes Thi;, pathogénes dans la SpA, comme a pu le démontrer I'efficacité des
traitements anti-IL-17 chez I'Homme.

Nous avons exploré deux hypothéses afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la déviation de la réponse T vers la voie Thi7 pathogene chez le rat B27. Nous
avons émis I'hypothése que le développement de la réponse Thi; chez ces rats B27 pourrait
étre associé a un défaut du nombre et/ou de la fonction des Treg dont le role est d’empécher
I’établissement d’une réponse immune pathogéne pour I’héte. Un déséquilibre de la balance
Thi17/Treg a déja été décrit dans plusieurs pathologies inflammatoires Nous nous sommes donc
attelés a caractériser les Treg chez le rat B27.

D’autre part, les DC qui favorisent I’expansion des Thy7 sous-expriment 'interleukine 27
(IL-27), cytokine anti-inflammatoire capable d’inhiber les Thiz et qui réduit la sévérité des
symptdmes dans les modeles expérimentaux de colite et d’arthrite. Nous avons donc émis
I’hypothése que I'addition d’IL-27 exogéne pourrait inhiber le phénotype pro-inflammatoire des

LT CD4* du rat B27.
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Article 1: La production accrue d’IL-17 par rapport a
I’IL-10 par les Treg implique la molécule ICOS dans un
modele expérimental de spondyloarthrite

Increased Production of Interleukin-17 over Interleukin-10 by Treg Cells
Implicates Inducible Costimulatory Molecule In Experimental

Spondyloarthritis

Luiza M. Araujo, Ingrid Fert, Quentin Jouhault, Karine Labroquére, Muriel Andrieu, Gilles

Chiocchia, Maxime Breban

Article publié dans « Arthritis & Rheumatology » en septembre 2014

Les rats transgéniques pour le HLA-B27 et la B2-microglobuline humaine (rats B27)
représentent un excellent modele de SpA car ils développent spontanément un phénotype trés
proche de la SpA humaine. Par des expériences de transfert cellulaire, le rdle crucial des
cellules originaires de la moelle osseuse et des LT CD4* a été démontré. Une étude approfondie
des LT CD4"* chez le rat B27 a notamment montré la forte expansion d’un sous-type particulier
de LT CD4*, les lymphocytes Thiz producteurs d’IL-17 pathogénique dans la SpA, que les DC du
rat B27 induisent préférentiellement.

Nous avons émis I'hypothése que cette expansion des Thiz chez le rat B27 pourrait étre
liée a un défaut du nombre et/ou de la fonctionnalité des Treg, population clé dans le maintien
de ’homéostasie immune.

Bien que le nombre absolu de Treg soit plus élevé dans les ganglions mésentériques de
rats B27 que dans les ganglions de rats non transgéniques (NTG), la proportion de Treg par
rapport aux LT effecteurs (Teff) est diminuée chez le rat B27. Cette baisse du ratio Teff/Treg
n’est pas liée a une altération de la capacité suppressive des Treg de rats B27, qui est similaire a
celle des Treg de rats NTG. Cependant, nous avons observé que les Treg de rats B27 présentent
un déséquilibre de la balance IL-17/IL-10. En effet, ils surexpriment I'lL-17 pro-inflammatoire et
sous-expriment I'lIL-10 anti-inflammatoire par rapport aux Treg de rats NTG. En accord avec ce
résultat, nous avons observé une augmentation de la proportion de cellules productrices d’IL-

17 parmis les Treg CD25"&" FoxP3* ex vivo. Ainsi, il semble que les Treg de rats B27 participent a
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I’établissement de I'inflammation par ce déséquilibre de la balance IL-17/IL-10. Il est important
de noter que les DC de rats B27, qui participent notamment a I’expansion des Thi7 (Glatigny et
al., 2012), sont également impliquées dans I’établissement de ce phénotype pro-inflammatoire
observé chez les Treg de rats B27.

Bien que I'expression de plusieurs molécules de surface impliquées dans la fonction
suppressive des Treg, comme GITR, CTLA-4 et LAG-3, soit similaire entre les Treg de rats NTG et
B27, nous avons observé que les Treg de rats B27 surexpriment la molécule ICOS. Sachant qu’il
a été démontré que la stimulation d’ICOS peut induire le développement de LT producteurs
d’IL-17 (Paulos et al., 2010), nous avons émis I’hypothése que cette expression accrue d’ICOS a
la surface des Treg est impliquée dans le déséquilibre de la balance IL-17/IL-10 observé dans
ces cellules.

Afin de tester cette hypothése, nous avons effectué des co-cultures de LT et de DC en
présence ou en absence d’un anticorps bloquant l'interaction ICOS/ICOSL. De fagon trés
intéressante, le blocage de I'interaction entre ICOS et ICOS ligand in vitro permet de restaurer
la balance IL-17/1L-10 en faveur de I'IL-10 dans les Treg et les Teff de rats B27.

L'ensemble de ces résultats suggére donc que les Treg, notamment par leur synthése
accrue d’'IL-17, participent au développement de la SpA chez le rat. Nous avons de plus mis en
évidence le role majeur d’ICOS dans le développement de lymphocytes T producteurs d’IL-17

pathogénique chez le rat B27.
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Increased Production of Interleukin-17 Over Interleukin-10 by
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Objective. HLA-B27/human f3,-microglobulin
(hp,m)-transgenic (B27-transgenic) rats develop an
inflammatory disorder resembling spondyloarthritis,
with accumulation of proinflammatory Th17 cells. Be-
cause Treg cells and Th17 cells have opposing effects in
inflammatory disorders, we sought to determine
whether biased expansion of Thl7 cells could result
from altered Treg cell frequency and/or function in
B27-transgenic rats.

Methods. We characterized the phenotype and
function of Treg cells from B27-transgenic rats in
comparison with those from control rats, by examining
their expression of cell surface markers, suppressive
activity, cytokine production, and differentiation pat-
tern.

Results. In B27-transgenic rats, the preferential
accumulation of CD4+ Teff cells over Treg cells was not
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associated with a defect in Treg cell differentiation or
suppressive activity. The expression of Treg cell mark-
ers was similar between B27-transgenic and control
rats, with the exception of the inducible costimulator
(ICOS) molecule, which was overexpressed in B27-
transgenic rats. High levels of ICOS are considered to
be a hallmark of Treg cells with heightened suppressive
activity and interleukin-10 (IL-10) expression. Paradox-
ically, the production of IL-10 by Treg cells was reduced
in B27-transgenic rats, whereas the production of IL-17
was enhanced. Moreover, the addition of anti-ICOS
monoclonal antibodies during Treg cell differentiation
in the presence of dendritic cells from B27-transgenic
rats reversed this cytokine profile, restoring the balance
between IL-10 and IL-17 in Treg cells from B27-
transgenic rats.

Conclusion. We observed dysregulated pro-
duction of IL-10 and IL-17 by Treg cells from B27-
transgenic rats, which may contribute to disease devel-
opment. Moreover, our data highlight a key role for
ICOS signaling in the generation of imbalanced produc-
tion of IL-10 and IL-17 by Treg cells in this experimen-
tal model of spondyloarthritis.

Spondyloarthritis (SpA) is a type of chronic
inflammatory disorder that predominantly affects the
spine and sacroiliac joints. These cardinal features fre-
quently combine with peripheral joint arthritis, enthesi-
tis, and extraarticular manifestations, the most frequent
of which are uveitis, psoriasis, and inflammatory bowel
disease, including Crohn’s disease and ulcerative colitis
(1). SpA is a highly heritable disorder involving multiple
genetic factors, among which the HLA-B27 allele plays
a prominent role (2). The association between HLA-
B27 and SpA was first described 40 years ago, but the
mechanism of this association remains largely unex-
plained (3).
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Several lines of HLA-B27/human f3,-microglobulin
(hB,m)-transgenic (B27-transgenic) rats develop a
spontancous multisystem inflammatory disease closely
resembling human SpA (with colitis and psoriatic skin
lesions developing in the presence of normal microbial
flora) (4.5). Transfer experiments have demonstrated a
fundamental role of bone marrow—derived cells bearing
the HLA-B27/hf3,m transgene in the development of
SpA and led us to speculate that such a triggering role
might be attributed to antigen-presenting cells (APCs)
(6). Consistent with our hypothesis, a correlation be-
tween susceptibility to SpA and several aberrant den-
dritic cell (DC) functions has been demonstrated in
the rat model, providing evidence for the importance of
these phenomena as putative causal factors in the de-
velopment of SpA (7-12). One of the most striking
abnormal features of B27-transgenic rat DCs is their
reduced capacity to stimulate T cells by a mechanism
that involves, at least in part, impaired engagement of
costimulatory molecules (8-10).

In addition, it has been previously shown that
proinflammatory Th17 cells are expanded in vivo in
B27-transgenic rats and accumulate in parallel with
disease development (13,14). Moreover, after in vitro
stimulation, Th17 cells were preferentially induced and
expanded by DCs from B27-transgenic rats, by a contact-
dependent mechanism that may involve defective en-
gagement of costimulatory molecules (14).

Treg cells that suppress Teff cell proliferation
and function play an important role in maintaining
peripheral tolerance and immune homeostasis. A re-
duction in Treg cell numbers or functionality leads to
the loss of self-tolerance and an increase in autoim-
munity (15-18). Two major categories of Treg cells
have been described: naturally occurring, thymically
derived CD4+CD25"" Treg cells and inducible Treg
cells, which can be induced under particular conditions
of antigenic stimulation. These cells produce antiin-
flammatory cytokines such as interleukin-10 (IL-10) and
transforming growth factor 8 (TGFp), and their expan-
sion requires the delivery of antigen stimulation and
costimulatory signals by APCs (19). It has been clearly
established that DCs are crucially involved in the induc-
tion of Treg cells (20,21). However, the interaction
between DCs and Treg cells does not occur in a one-way
direction, because several recent studies revealed that
Treg cells have an impact on DC development (22-24).

In recent years, data have accumulated to show the
crucial roles of Treg cells and Th17 cells in the develop-
ment and/or regulation of numerous inflammatory/
autoimmune disorders (25-29). Although Treg cells are

generally protective, Th17 cells enhance pathogenic
responses through induction of various proinflammatory
reactions (30). Given that Treg cells and Th17 cells have
been described as 2 distinct subsets with opposing effects
on inflammatory disorders, we hypothesized that the
Th17 cell bias observed in B27-transgenic rats could
potentially result from a decreased frequency and/or a
functional defect of Treg cells. To test this hypothesis,
we compared the phenotype and function of Treg cells
in B27-transgenic rats and control rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals. The HLA-B/hB,m-transgenic rat lines
used in this study were originally produced at the University
of Texas Southwestern Medical Center. The disease-prone
HLA-B27/hB,m—transgenic rat line 33-3, bearing 55 copies of
HLA-B*2705 and 28 copies of hB,m, and the disecase-free HLA-
B7/hB,m—-transgenic rat line 120-4, bearing 52 copies of
HLA-B*0702 and 26 copies of hB3,m, were both on an F344
background. The number of hB,m transgene copies in the
33-3 and 120-4 rat lines was recently reevaluated using a
quantitative polymerase chain reaction (PCR) method that
was more sensitive than the previously used dot-blot estima-
tion (4). Nontransgenic F344 rats and their disease-prone
B27-transgenic littermates were used as controls. All rats were
bred and maintained under conventional conditions. Age- and
sex-matched rats (2-12 months of age) were used in each
experiment. Starting at 6 weeks of age, B27-transgenic rats of
the 33-3 line routinely develop a spectrum of manifestations
resembling human SpA, including inflammatory bowel disease
similar to ulcerative colitis, peripheral arthritis, and late in-
flammatory skin and nail lesions resembling human psoriasis
(4). All animal procedures were approved by the Institutional
Animal Experimentation Ethical Committee.

Cell culture, reagents, and monoclonal antibodies.
Cell cultures were performed in RPMI 1640 medium with
GlutaMax I (Life Technologies) supplemented with 10% fetal
calf serum, streptomycin (100 pg/ml), 2% sodium pyruvate,
0.05 mM 2-mercaptoethanol, and 5 mM HEPES (complete
medium). Purified mouse monoclonal antibodies specific for
rat CD3 (clone GK.18) as well as fluorochrome-conjugated
mouse monoclonal antibodies specific for rat CD4 (clone
0X-38), CD25 (clone OX-39), IL-10 (clone AS5-4), IL-17
(clone TC11-18H10), glucocorticoid-induced factor receptor
(GITR; clone DTA-1), and lymphocyte activation gene 3
(LAG-3; clone C987W) were obtained from BD PharMingen.
Mouse anti-FoxP3 (clone FJK-16s), CTLA-4 (clone WKH203),
CD62L (clone OX-85), and inducible costimulatory molecule
(ICOS; clone C398.4A) monoclonal antibodies were obtained
from eBioscience. Human/mouse monoclonal antibodies to
STAT-3 phosphorylated at tyrosine residue 705 were pur-
chased from BD PharMingen. Recombinant rat IL-2 and
TGEFB were purchased from ImmunoTools. Phorbol myristate
acetate (PMA), ionomycin, brefeldin A, and concanavalin A
(Con A) were purchased from Sigma.

Cell preparation. Single-cell suspensions were pre-
pared from lymph nodes (LNs), followed by flow cytometric
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analysis using a FACSAria cell sorter (BD Biosciences). Com-
binations of markers were used to sort naive CD4+ T cells
(CD4+CD25—-CD62L+), Treg cells (CD4+CD25"¢"), and
responder T cells (hereafter called indicator T cells
[CD4+CD25-1]). CD103+ DCs were obtained from spleen, as
previously described (8,9), after digestion in collagenase D
(Roche Diagnostics), centrifugation on a 14.5% Nycodenz
gradient (Nycomed), and positive selection by magnetic-
activated cell sorting using mouse anti-rat CD103 monoclonal
antibody—coated microbeads (Miltenyi Biotec).

Flow cytometric analysis. Flow cytometry was per-
formed using a combination of anti-CD25 and anti-FoxP3
to distinguish 2 populations of CD4+ T cells, namely,
CD25+FoxP3+ Treg cells and activated CD25+FoxP3— Teff
cells. FoxP3 staining was performed according to the manu-
facturer’s instructions. Labeled cells were analyzed with a
FACSCanto II system (BD Biosciences). Anti-GITR, anti—
LAG-3, anti-CTLA-4, and anti-ICOS were used to character-
ize Treg cells. Flow cytometric analysis of pSTAT-3 staining
was performed according to the manufacturer’s instructions by
immediate fixation with BD Phosflow Fix Buffer and Perm
Buffer III (BD Biosciences). For intracellular cytokine stain-
ing, LN cells were incubated for 4 hours with PMA (10 ng/ml),
ionomycin (1 ug/ml), and brefeldin A (2 pg/ml), and the data
were analyzed using FlowJo software (Tree Star).

In vitro suppression assay. CD4+CD25— nontrans-
genic indicator T cells (2 X 10°/well) sorted by flow cytometry
were cultured with nontransgenic APCs (irradiated spleen
cells; 2 X 10°well) in the presence of Con A (2 ug/ml)
(Sigma), using 96-well plates. Flow cytometry—sorted
CD4+CD25"e" Treg cells were cultured alone (2 X 10°
cells/well) or added to the indicator T cell cultures at the
indicated ratios. After 48 hours, supernatants were collected to
determine cytokine levels, using enzyme-linked immunosor-
bent assays (eBioscience), and proliferation was assessed by
measuring incorporation of *H-thymidine (Amersham Biosci-
ences).

In vitro Treg cell differentiation. For polarization
experiments, flow cytometry-sorted naive LN T cells
(CD4+CD25—-CD62L+) were cultured (5 X 10°/well) with
irradiated CD103+ splenic DCs (1 X 10°/well) and coated with
anti-CD3 monoclonal antibody (2 pg/ml) in the presence of
TGEFpB (2 ng/ml). IL-2 (20 ng/ml) was added on day 3, and cells
were harvested on day 6 for stimulation with PMA/ionomycin
and intracellular cytokine staining, as described above.

CD4+ T cell stimulation with IL-27 or thapsigargin.
Resting CD4+ T cells were purified by negative selection from
LN cell suspensions obtained from B27-transgenic or non-
transgenic rats. Combinations of the monoclonal antibodies
0X33, 3.2.3, 0OX42, and OX8 were used to deplete B cells,
natural killer cells, monocyte/macrophages, and CD8+ T cells,
respectively, as previously described (31). Purity (>95%) was
assessed by flow cytometry. CD4+ T cells (2.0 X 10°) were
cultured with IL-27 (10 ng/ml) (ImmunoTools) for 24 hours or
with thapsigargin (2.5-10 uM) (Sigma) for 1 hour. The un-
folded protein response was detected by assessing X-box
binding protein 1 (XBP-1) splicing, using semiquantitative
PCR with the following XbpI—specific primers (forward and
reverse, respectively): GGATGAATGCCCTGGTTACT and
CCAAAAGGATATCAGACTCAGAA. The PCR product
was run on a 3% agarose gel to visualize unspliced and spliced
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XBP-1 products. Ethidium bromide signal was measured on a
GeneGenius Imaging System (Syngene) and quantitated using
ImagelJ software. Percent splicing refers to the optical density
of spliced bands divided by total optical density (spliced plus
unspliced) X 100.

Real-time PCR. RNA was extracted from mesenteric
LN Treg cells (CD4+CD25™¢") using an RNeasy Mini Kit
(Qiagen). The RNA quality was assessed with an Agilent 2100
Bioanalyzer, and samples were quantified using a NanoDrop
2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Complementary
DNA (cDNA) was transcribed with SuperScript II Reverse
Transcriptase (Invitrogen), and PCR was performed using a
LightCycler 480 SYBR Green I Master instrument (Roche)
and a LightCycler LC480 real-time PCR system (Roche). The
total amount of messenger RNA (mRNA) was normalized
across samples according to endogenous Hprtl mRNA. The
primer sequences (forward and reverse, respectively) were as
follows: for Hprtl, TTGTGTCATCAGCGAAAGTG and AT-
GGCCACAGGACTAGAACG; for 1110, GAACCACCCGGC-
ATCTACT and CAAGGAGTTGCTCCCGTTAG:; for 1117,
AGGCGGGGTTAGAATTGTCT and AAGCCCACAGAA-
AAACAAGAA; for Ahr, ATCACACGCCAGACCAGCTT
and ATTCATTGCCAGGAAACCAG,; for 1121, AAACTCC-
CCATGATGCTCAC and AGCTCCGAGTTCATTTTCCA;
for c-maf, TCTTTTTACACCGCCTACCC and CCGGGTT-
CAAAGGTGAGTTA; for Tgfb, GACTCTCCACCTGCAA-
GACC and CGAGCCTTAGTTTGGACAGG:; for Rore, TG-
ATGAGATTGCCCTCTACAC and GGAGGCCTTGTCGA-
TGAGTC; for Ifng, GGCCATCAGCAACAACATAAG and
TGGGTTGTTCACCTCGAACTT; and for 1122, ACCAAGC-
TCAGCAGTCACCT and AGTTCCCCGATCGCTTTAAT.

Statistical analysis. Data are expressed as the mean =
SEM. The significance of differences was assessed using
Student’s unpaired 2-tailed #-test or the Mann-Whitney non-
parametric U test. P values less than 0.05 were considered
significant.

RESULTS

Accumulation of activated CD25+FoxP3— Teff
cells in LNs from B27-transgenic rats. To monitor the
variation of Treg cells (CD25+ FoxP3+) and activated
Teff cells (CD25+FoxP3—) in secondary lymphoid or-
gans from B27-transgenic and control rats over time,
we determined the percentages and numbers of these
cells in mesenteric LNs. As shown in Figure 1A, the Teff
cell: Treg cell ratio was similar in nontransgenic and
HLA-B7-transgenic control rats. In contrast, in B27-
transgenic rats, the percentage of Teff cells was in-
creased compared with the percentage of Treg cells.
As shown in Figure 1B, there were minor changes in the
percentage of Treg cells and Teff cells in nontransgenic
rats, from age 3 months to age 1 year. In contrast, the
percentage of Teff cells was significantly higher than
the percentage of Treg cells in B27-transgenic rats at age
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Figure 1. Accumulation of Teff cells in the lymph nodes (LNs) of HLA-B27-transgenic (B27) rats despite a normal proportion of Treg cells. A,
Dot plots showing the percentage of Treg cells and Teff cells in mesenteric LNs from nontransgenic (NTG), B7-transgenic, and B27-transgenic rats.
B, Percentages (top) and absolute numbers (bottom) of Treg cells (CD25+FoxP3+) and activated Teff cells (CD25+FoxP3—) in the mesenteric LNs
of nontransgenic and B27-transgenic rats at different ages. Values are the mean = SEM of pooled results (n = 4-8 rats per group) and are
representative of 3 independent experiments. C, Dot plots showing FoxP3 expression in gated CD4+CD25"" Treg cells (boxed areas) from
3-month-old and 1-year-old nontransgenic and B27-transgenic rats. D, Dot plots showing the rates of differentiation of naive T cells from
B27-transgenic rats and nontransgenic rats into FoxP3+ Treg cells under in vitro Treg cell-polarizing conditions. The dot plots are representative
of 3 independent experiments. In C and D, histograms are shown to the right of the dot plots. Statistical analysis was performed using Student’s

unpaired 2-tailed -test.

1 year, which is consistent with the previously observed
accumulation of Teff cells in these rats (14) (additional
information is available from the corresponding author).
Similar results were observed when popliteal LNs were
used (additional information is available from the cor-
responding author).

Furthermore, at age 3 months, the majority
(>90%) of CD4+CD25™" T cells were FoxP3+ in both
nontransgenic and B27-transgenic rats, as expected. In
contrast, at age 1 year, ~90% of the CD4+CD25"¢" T
cells were FoxP3+ in nontransgenic rats compared with
only 50% in B27-transgenic rats (Figure 1C). Therefore,
to avoid contamination by Teff cells, experiments were
further performed using CD4+CD25"€" Treg cells from
rats at ages 3—4 months. Such an accumulation of Teff
cells in B27-transgenic rats was not associated with a
defect in Treg cell differentiation potential, because we
observed similar rates of differentiation of naive T cells

from B27-transgenic rats and nontransgenic rats into
FoxP3+ Treg cells under in vitro Treg cell-polarizing
conditions (Figure 1D).

Normal suppressive activity of Treg cells from
B27-transgenic rats. Despite a decreased proportion of
Treg cells relative to Teff cells in B27-transgenic rats, the
suppressive activity of Treg cells was not compromised.
Hence, sorted Treg cells from nontransgenic and B27-
transgenic rats inhibited T cell proliferation to a similar
extent (Figure 2). Importantly, Treg cells from B27-
transgenic rats also efficiently inhibited the production
of IL-17, IFNY, and IL-10 by activated T cells. Interest-
ingly, supernatants from B27-transgenic rat Treg cell
cocultures at the lowest Treg cell: Teff cell ratio (1:5 and
1:25) contained higher levels of IL-17 than those from
activated nontransgenic T cells alone (Figure 2). These
data suggested that at low concentrations, Treg cells
from B27-transgenic rats but not those from nontrans-
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Figure 2. Normal suppressive activity of Treg cells from B27-transgenic rats. The capacity of CD4+CD25" " Treg cells from nontransgenic rats (A)
and B27-transgenic rats (B) to inhibit concanavalin A-stimulated proliferation of CD4+CD25— indicator T cells from nontransgenic rats was tested
in an in vitro suppression assay, in which CD4+CD25— indicator cells were stimulated alone or in the presence of increasing numbers of Treg cells,
followed by measurement of *H-thymidine incorporation. Supernatants from the same cell cultures were collected after 72 hours, and enzyme-linked
immunosorbent assays were performed to analyze interleukin-17 (IL-17), interferon-y (IFNvy), and IL-10 production. Values are the mean = SEM
(n = 1-2 rats per experiment) and are representative of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using Student’s unpaired

2-tailed ¢-test. NS = not significant (see Figure 1 for other definitions).

genic rats promoted and/or produced IL-17 in the
presence of nontransgenic Teff cells.

Imbalanced production of IL-10 and IL-17 by
Treg cells from B27-transgenic rats. We next studied the
production of IL-10 and IL-17 by CD4+CD25"¢" Treg
cells isolated from mesenteric LNs. The production of
IL-17, as measured by real-time PCR or by intracellular
cytokine detection assay, was significantly greater in the
Treg cells from B27-transgenic rats than in those from
nontransgenic rats (Figure 3A). Of note, IL-17 expres-
sion by CD4+CD25"&" cells was similar in nontrans-
genic and B7-transgenic control rats (additional infor-
mation is available from the corresponding author).
Conversely, the production of IL-10 was reduced in Treg
cells from B27-transgenic rats compared with those from
nontransgenic rats (Figure 3A). Consistently, the per-
centage of IL-17+ FoxP3+ among all FoxP3+ cells was
significantly increased in B27-transgenic rats compared
with control rats (Figure 3A). In previous experiments,
we have always used isotype control to exclude possible
nonspecific FoxP3 staining (additional information is
available from the corresponding author). However, the
expression level of Rorc, the gene that codes for retinoic
acid receptor y (which is responsible for Th17 cell
differentiation) was similar in Treg cells from nontrans-
genic rats and those from B27-transgenic rats (additional
information is available from the corresponding author).

Given that activation of the transcription factor
STAT-3 in Treg cells is critical for their expression of
IL-10 and their capacity to limit Th17 cell responses,
we performed flow cytometry to study phosphorylation
of this transcription factor in Treg cells after IL-6
and IL-10 stimulation. Stimulation with IL-10 or IL-6
markedly induced pSTAT-3 in Treg cells, without a
noticeable difference between nontransgenic and B27-
transgenic rats (Figure 3B). Thus, it is likely that dys-
regulation of factors other than STAT-3 could account
for the decreased expression of IL-10 observed in Treg
cells from B27-transgenic rats.

Because IL-27 is crucial in promoting IL-10 pro-
duction by CD4+FoxP3+ Treg cells (32), and because
we recently observed decreased expression of IL-27
mRNA in B27-transgenic rat DCs (33), we examined in
sorted Treg cells the expression of several genes regu-
lated by concurrent production of IL-27 and IL-10: the
transcription factors aryl hydrocarbon receptor (AhR)
and c-Maf and the cytokine IL-21 (34). Interestingly, the
expression of all of these genes was decreased in Treg
cells from B27-transgenic rats compared with those from
nontransgenic rats (Figure 3C). Thus, decreased IL-10
production by Treg cells from B27-transgenic rats may
be linked, at least in part, to deficient IL-27 expression
by APCs. The expression of other cytokines, including
IFNv, IL-22, and TGFp, was similar between Treg cells
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Figure 3. Imbalanced production of IL-10 and IL-17 by Treg cells from HLA-B27-transgenic (B27) rats. A, Left panels, IL-17 and IL-10 production
by CD4+CD25"2" Treg cells from mesenteric lymph nodes (LNs) was quantified by flow cytometry and real-time polymerase chain reaction (PCR).
Values are the mean = SEM of the pooled results of 4 independent experiments (n = 1-2 rats per group in each experiment). Far right panel, The
percentage of IL-17+ FoxP3+ cells among FoxP3+ cells was determined after phorbol myristate acetate/ionomycin stimulation. Values are the
mean *= SEM of the pooled results of 2 independent experiments (n = 3-4 rats per group in each experiment). B, Flow cytometric analysis of
STAT-3 phosphorylation was performed after IL-10 or IL-6 stimulation of mesenteric LN cells from B27-transgenic and nontransgenic (NTG) rats.
Results represent the STAT-3 mean fluorescence intensity (MFI) in gated CD4+CD25™¢" Treg cells. Values are the mean = SEM of the pooled
results of 3 independent experiments (n = 2 rats per group in each experiment). C and D, Real-time PCR was performed to evaluate the relative
expression of aryl hydrocarbon receptor (AhR), IL-21, and c-Maf (C), and IFNvy, IL-22, and transforming growth factor g (TGFpB) (D) in ex
vivo-sorted Treg cells. Values are the mean = SEM (n = 7-8 rats per group). Statistical analysis was performed using Student’s unpaired 2-tailed

t-test (A, B, and D) or a nonparametric Mann-Whitney U test (C). PBS = phosphate buffered saline (see Figure 2 for other definitions).

from B27-transgenic rats and those from control rats
(Figure 3D).

Increased expression of ICOS on Treg cells from
B27-transgenic rats. The expression of several charac-
teristic Treg cell surface markers, including those asso-
ciated with their suppressor function (e.g., CTLA-4,
GITR, and LAG-3), was identical between Treg cells
from B27-transgenic rats and those from nontransgenic
control rats (additional information is available from
the corresponding author). Interestingly, the expression
of ICOS, a marker of activation, was significantly in-
creased in Treg cells from B27-transgenic rats com-
pared with those from nontransgenic rats (Figure 4A)
or B7-transgenic rats (additional information is avail-
able from the corresponding author). This result was
paradoxical, because high levels of ICOS expression

are considered to be characteristic of a population of
Treg cells with enhanced suppressive activity and IL-10
expression (34-37). However, it was recently shown
that the interaction of ICOS on T cells with its ligand
(ICOSL) on APCs promoted Th17 cell responses (38).

We further tested whether ICOS expression on
CD4+CD25"" T cells could be modulated following
IL-27 exposure or induction of the unfolded protein
response. The results shown in Figure 4B demonstrate
a moderate increase in ICOS expression on CD4+
CD25"e" T cells from nontransgenic rats after exposure
to exogenous IL-27. In contrast, no effect was observed
on CD4+CD25"" T cells from B27-transgenic rats, as if
ICOS expression on Treg cells from B27-transgenic rats
could not be further increased. Moreover, no change in
ICOS expression was observed after an unfolded protein
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Figure 4. Increased expression of inducible costimulator (ICOS) on CD4+CD25"" Treg cells in mesenteric lymph nodes from nontransgenic
(NTG) and HLA-B27—transgenic (B27) rats. A, Left, Representative dot plots of ICOS expression in Treg cells from B27-transgenic rats and
nontransgenic rats. The gray histogram represents isotype control. Right, ICOS expression on CD4+CD25"#" T cells from 3-month-old
B27-transgenic and nontransgenic rats. Each symbol represents an individual rat; horizontal lines show the mean. Statistical analysis was performed
using Student’s unpaired 2-tailed -test. Data are representative of 4 pooled experiments (n = 6-13 rats per group). B, ICOS expression on
CD4+CD25"#" Treg cells from nontransgenic and B27-transgenic rats after 24 hours of exposure to IL-27 or medium alone (control). Values are
the mean = SEM (n = 2 rats per group). C, ICOS expression after an unfolded protein response triggered by thapsigargin. Left, Representative
histograms of ICOS expression in CD4+CD25"2" Treg cells from nontransgenic rats and B27-transgenic rats. The gray histograms represent isotype
control. Right, ICOS expression in CD4+CD25"#" Treg cells from nontransgenic and B27-transgenic rats after 1 hour of exposure to thapsigargin
(TPG; 2.5-10 uM) or medium alone (control). Values in B and C are the mean = SEM (n = 2-3 rats per group). Bar graphs show the mean = SEM
percentage of spliced XBP-1, as quantified from the gels. D, The unfolded protein response as detected by assessing X-box binding protein 1 (XBP-1)
splicing, using semiquantitative polymerase chain reaction. The gels are representative of 2-3 rats per group. HPRT = hypoxanthine guanine

phosphoribosyltransferase.

response triggered by thapsigargin, as shown by XBP-1
splicing either in nontransgenic or B27-transgenic rats
(Figures 4C and D).

Effect of ICOS-ICOSL blockade on imbalanced
production of IL-10 and IL-17. To investigate whether
the imbalanced production of IL-10 and IL-17 by Treg
cells from B27-transgenic rats might depend on their
interaction with APCs, we performed cocultures of
polarizing or sorted Treg cells from B27-transgenic rats
with magnetically sorted CD103+ splenic DCs from B27
or nontransgenic rats. After PMA/ionomycin stimula-
tion for intracytoplasmic cytokine assay, Treg cells from
B27-transgenic rats cultured with DCs from nontrans-
genic rats produced significantly more IL-10 and less
IL-17 than those cultured with DCs from B27-transgenic
rats (Figures SA and B). In contrast, similar IL-10 and

IL-17 production was observed in cocultures of Treg
cells from nontransgenic rats with DCs from nontrans-
genic or B27-transgenic rats (Figures SC and D). These
data indicated that the imbalance between IL-10 and
IL-17 production in Treg cells that is driven by APCs
from B27-transgenic rats is selective for Treg cells from
B27-transgenic rats. We also investigated ICOSL ex-
pression in sorted splenic CD4+CD103+ DCs and ob-
served no difference between nontransgenic and B27-
transgenic rats DCs (additional information is available
from the corresponding author).

To investigate whether the interaction between
ICOS and ICOSL was directly implicated in the induc-
tion of imbalanced production of IL-10 and IL-17, we
differentiated naive T cells from B27-transgenic rats in
vitro, in the presence of CD103+ splenic DCs from
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Figure 5. Imbalanced production of IL-10 and IL-17 by Treg cells from nontransgenic and B27-transgenic rats cultured with dendritic cells (DCs)
from nontransgenic or B27-transgenic mice. The percentage of IL-10— and IL-17-producing T cells was determined by flow cytometric analysis of
cocultures of polarizing or sorted Treg cells from B27-transgenic rats (A and B) or nontransgenic rats (C and D) with CD103+ splenic DCs from
nontransgenic or B27-transgenic rats, after stimulation with phorbol myristate acetate/ionomycin. Each symbol represents a pool of 2 rats; horizontal
lines show the mean. Statistical analysis was performed using Student’s unpaired 2-tailed t-test. See Figure 4 for other definitions.

B27-transgenic rats, under Treg cell-polarizing condi-
tions, in the presence of ICOS/ICOSL-blocking mono-
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Figure 6. Blockade of the ICOS-ICOSL interaction in cocultures of
polarizing Treg cells. The percentage of IL-10- and IL-17-producing T
cells was determined by flow cytometric analysis of cocultures of
polarizing (A) or sorted (B) CD4+CD25"¢" T cells with CD103+
splenic dendritic cells from B27-transgenic rats after stimulation with
phorbol myristate acetate/ionomycin. Each symbol represents a pool of
2 rats (n = 5-6 pools per group); horizontal lines show the mean.
Statistical analysis was performed using Student’s paired 2-tailed ¢-test.
See Figure 4 for definitions.

clonal antibodies. Blockade of the interaction between
ICOS and ICOSL resulted in decreased IL-17 expres-
sion and increased IL-10 expression by differentiated
Treg cells, thereby restoring the balance between the
cytokines (Figure 6). A similar effect was observed in
cocultures of Teff cells and DCs (additional information
is available from the corresponding author). In contrast,
we observed no effect of blocking the interaction be-
tween ICOS and ICOSL on the production of IL-10 and
IL-17 by CD4+CD25"¢" T cells purified from B27-
transgenic rat LNs and stimulated in the presence of
DCs from B27-transgenic rats (Figure 6). Taken to-
gether, these data highlight an important role for ICOS
signaling in the generation of IL-17-producing T cells in
B27-transgenic rats.

DISCUSSION

It is now well established that Treg cells and Th17
cells form a functional duo, and that disruption of the
optimal balance of these cells is critical to progression of
inflammatory/autoimmune disorders (18). In fact, sev-
eral studies have shown an enhanced Th17 cell response
and a weakened Treg cell response in autoimmune
diseases (39,40), indicating an important role for an
imbalance between Th17 cells and Treg cells in the
pathogenesis of autoimmunity. Wu et al showed that a
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CCR4+CCR6+ Th17 cell-like/Treg cell imbalance ex-
isted in the peripheral blood of patients with ankylosing
spondylitis, suggesting its potential role in the break-
down of immune self-tolerance in this disease (41).
However, a relationship between Th17 cell expansion
and an abnormal suppressive function of Treg cells in
SpA has not yet been clearly established.

In the present study, we confirmed an accumula-
tion of Teff cells (previously described as exhibiting a
predominant Th17 profile [14]) over Treg cells in mes-
enteric LNs from B27-transgenic rats that occurred in
parallel with disease development. This imbalance was
not associated with impaired Treg cell differentiation,
suggesting that it might rather be attributable to an
abnormal function of Treg cells.

Despite an imbalance in the Treg cell:Teff cell
ratio in B27-transgenic rats, the in vitro suppressive
activities of Treg cells were not compromised in these
rats. This result was consistent with normal expression of
surface molecules that are known to be responsible for
the in vitro contact-dependent suppressive activity of
Treg cells (i.e., CTLA-4, LAG-3, and GITR) (42).
However, unlike what was observed using in vitro assays,
soluble cytokines such as IL-10 and TGFB have been
shown to be involved in Treg cell-mediated suppression
in vivo (43,44). Interestingly, we observed a decreased
proportion of IL-10+ cells among FoxP3+ Treg cells
from B27-transgenic rats, whereas no alteration of
TGEFp expression was observed, suggesting that expan-
sion of proinflammatory Th17 cells in B27-transgenic
rats could result from deficient IL-10 production by Treg
cells in these animals. Moreover, the proportion of
IL-17-producing Treg cells was increased in B27-
transgenic rats.

The decreased IL-10:IL-17 production ratio by
B27 rat Treg cells led us to study the phosphorylation of
STAT-3, which is essential for I1L-10 production and
function (45) as well as Th17 cell differentiation (46).
However, normal levels of STAT-3 phosphorylation in
Treg cells from B27-transgenic rats indicated that other
factors were likely responsible for the imbalanced pro-
duction of IL-10 and IL-17.

DCs may inhibit immune responses by directly
promoting the activation and/or expansion of Treg cells.
However, specific interactions between ligands on DCs
and receptors on Treg cells (such as GITR) can also
abrogate the suppressive function of Treg cells, indicat-
ing that DCs exert complex roles in modulating Treg cell
function (47). Several studies from our laboratory have
shown that DCs from B27-transgenic rats exhibited
aberrant functions, including an impaired capacity to
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stimulate T cell responses, altered cytoskeletal dynam-
ics, reduced expression of class II major histocompati-
bility complex molecules, enhanced apoptotic death, and
the capacity to preferentially induce an expansion of
Th17 cells (8,9,11,12,14). Thus, we surmised that at least
some of these alterations could contribute to disturbed
DC-Treg cell interactions in B27-transgenic rats. Here,
this hypothesis was confirmed, because we specifically
observed reduced expression of IL-10 and overexpres-
sion of IL-17 by Treg cells from B27-transgenic rats
cocultured with DCs from B27-transgenic rats but not
from control rats. Interestingly, we observed that DCs
from B27-transgenic rats were not inducing an imbal-
ance between IL-10 and IL-17 in Treg cells from non-
transgenic control rats, suggesting that altered signaling
within both DCs and Treg cells is likely involved in
increased production of IL-17 over IL-10 by Treg cells
from B27-transgenic rats.

We recently reported the down-regulation of 2
major antiinflammatory cytokines, IL-10 and IL-27, in
DCs from B27-transgenic rats (33). Such alterations
could contribute to the imbalanced production of 1L-10
and IL-17 by Treg cells, because both 1L-10 and IL-27
produced by DCs dampened autoimmune inflammation
by fostering the development of Treg cells that secrete
IL-10 and inhibit the Th17 cell response (32,48,49).
Moreover, our data are consistent with such an interpre-
tation, because several factors expressed by Treg cells
that are induced by IL-27 and directly implicated in
IL-10 production by these cells, such as c-Maf, AhR, and
IL-21 (34), were down-regulated in B27-transgenic rat
Treg cells. Surprisingly, ICOS was overexpressed on the
cell surface of Treg cells from B27-transgenic rats; this
observation may appear paradoxical, because ICOS ex-
pression was previously shown to be induced by IL-27 in
Treg cells, contributing to enhanced IL-10 production
(32,50).

The effects of ICOS and CD28 signaling on T cell
function have recently been compared, and it was shown
that ICOS was more efficient than CD28 in inducing
production of the proinflammatory cytokine IL-17.
Moreover, when CD28 and ICOS were engaged simul-
taneously, CD28 exerted a “veto effect” on ICOS that
significantly reduced the production of IL-17 by acti-
vated Th17 cells (38). These data indicate that a balance
between CD28 and ICOS signaling critically influences
the fate of Th17 cells. Of note, we previously observed
that DCs from B27-transgenic rats induce Th17 cell
expansion by a contact-dependent mechanism involving
defective engagement of CD28 by CD86 costimulatory
molecules (14). Thus, the correlation between increased
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expression of ICOS and IL-17 that was observed in Treg
cells from B27-transgenic rats may be consistent with
these previous observations.

Moreover, blockade of the ICOS-ICOSL inter-
action using anti-ICOS monoclonal antibodies during
cocultures of B27-transgenic rat DCs with Treg cell-
differentiating cells or with CD4+CD25— cells resulted
in decreased IL-17 expression and increased IL-10 ex-
pression by those T cell subsets, thereby restoring the
balance between both cytokines. This suggested that
ICOS signaling may contribute to disease development
in experimental SpA, particularly by facilitating the
generation of abnormal IL-10/IL-17-producing Treg
cells. In contrast, blockade of the ICOS-ICOSL inter-
action was unable to reverse the cytokine imbalance in
ex vivo—sorted Treg cells, indicating that another path-
way is presumably involved in driving the imbalance
between IL-10 and IL-17 in differentiated Treg cells.

Similar observations in other inflammatory disor-
ders have been reported. Blockade of the ICOS-ICOSL
interaction significantly decreased IFNvy, IL-17, and
tumor necrosis factor a production by peripheral blood
mononuclear cells in patients with Behcet’s disease and
uveitis (51).

We previously reported that the administration
of either recombinant IL-10 alone (52) or anti-IL-17
monoclonal antibodies alone (14) was inefficient for
limiting disease development in B27-transgenic rats.
This observation highlighted the notion that a single
mediator was unlikely to account for the development
of SpA in this model. Thus, it can be expected that
modulation of the ICOS/ICOSL pathway would be a
more effective therapeutic approach, by contributing to
the restoration of Treg cell function.
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Article 2 : Role modulateur d’ICOS dans un modele
animal de spondyloarthrite

Modulator Role of Inducible Costimulator (ICOS) in Spondyloarthritis Animal

Model

Luiza M. Araujo, Quentin Jouhault, Bilade Chergaoui, Ingrid Fert, Aude Jobart-Malfait,

Séverine Remy, Ignacio Anegon, Gilles Chiocchia, Maxime Breban

Article en préparation

Résultats obtenus :

Ce travail fait suite a I'article 1 et appronfondit I'analyse de I'importance d’ICOS dans le
développement de la SpA chez le rat B27. Dans cet article nous avions observé que les
lymphocytes T régulateurs de rats B27 (Treg B27) présentent un phénotype pro-inflammatoire.
lIs sécretent plus d’IL-17 pathogénique et moins d’IL-10 anti-inflammatoire que les Treg de rats
non-transgéniques (NTG). Le blocage de la voie ICOS/ICOSL permet de renverser le déséquilibre

de la balance IL-17/IL-10 en faveur de I'lL-10 dans les Treg de rats B27 in vitro.

Nous avons émis |I’"hypothése qu’ICOS participe au développement de la SpA chez le rat
B27, notamment en favorisant le développement de Treg producteurs d’IL-17 pro-
inflammatoire. De facon intéressante, nous avons également observé une augmentation de
I’expression d’ICOS a la surface des LT CD4" circulants de patients atteints de SpA comparé a
ceux de volontaires sains, qu’ils aient un phénotype effecteur ou régulateur (figure 12). Ce

résultat renforce I'idée de I'implication d’ICOS dans le développement de la SpA.
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Figure 12: Analyse du niveau d’expression d’ICOS a la surface des LT CD4* chez le rat et chez 'THomme

L'intensité moyenne d’expression (MFI) d’ICOS a la surface des LT CD4* a été analysée par cytométrie de flux.
Chez le rat, les LT CD4* sont isolés a partir des ganglions mésentériques. Les LT effecteurs (Teff) sont CD4*
CD25 et les LT régulateurs (Treg) sont CD4* CD25Me", Les LT CD4* sont analysés a partir d’'un prélévement
sanguin chez ’'Homme. Les Treg sont CD4* CD25* CD127"" et les Teff sont CD4* CD45R0O* CD25*.

Génération des rats ICOS KO

Afin de confirmer les résultats obtenus in vitro et d’étudier I'impact d’ICOS in vivo, le
laboratoire a établi une collaboration afin d’obtenir des rats n’exprimant pas la molécule ICOS
(rats ICOS KO). L'unité INSERM 643 de Nantes a donc généré des rats ICOS KO grace a la
technologie des TALEN (Transcription activator-like effector nuclease). Les TALEN sont des
enzymes de restriction composées d’un domaine de liaison a I’ADN spécifique de la séquence
ciblée couplé a un domaine ayant la capacité de cliver ’ADN. Ces enzymes ont ainsi été utilisées
pour induire une délétion de 148 paires de bases dans le géne codant pour la molécule ICOS. Le
suivi de ces rats peut ainsi étre fait par PCR ou les amorces utilisées se situent de part et

d’autre de la délétion (Figure 13). Chez un rat exprimant ICOS (rat ICOS WT), le fragment
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amplifié a une taille théorique de 395 paires de bases. Chez un rat ICOS KO, ce fragment a une

taille théorique de 247 paires de bases (395-148).

400pb
300pb

200pb

100pb

Figure 13: Electrophoreése des produits de PCR pour la détermination du génotype 1COS.

La réaction de PCR faite sur de I’ADN génomique permet de distinguer les différents génotypes possibles pour
la délétion d’ICOS. La piste 1 correspond a la PCR faite a partir d’ADN extrait d’un rat ICOS KO, avec une taille
théorique du fragment amplifié de 247 paires de bases (pb). La piste 3 correspond a la PCR faite a partir d’'un
rat ICOS « sauvage » (rat ICOS WT), avec une taille théorique du fragment amplifié de 395 paires de bases. La
piste 2 montre le produit d’'une PCR faite a partir d’ADN extrait d’un rat hétéryzygote. Dans ce cas, les deux
fragments attendus sont détectés.

L'efficacité de cette délétion a été confirmée par cytométrie de flux. En accord avec le

génotypage par PCR, les rats ICOS KO ne présentent pas de cellules ICOS* (Figure 14).
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Figure 14: Analyse de I’expression d’ICOS par cytométrie de flux.

La spécificité du marquage est contrélée a I'aide d’un anticorps isotypique (ligne Isotype). Les rats
hétérozygotes pour la délétion d’ICOS (rats ICOS HZ) présentent un niveau d’expression d’ICOS plus faible que
les rats sauvages (rats ICOS WT). Les rats n’exprimant pas ICOS (rats ICOS KO) ne présentent pas de cellules
positives pour le marquage avec I'anticorps anti-ICOS.

Impact de la délétion d’ICOS sur le phénotype des rats B27

Nous avons ensuite étudié le développement de la SpA chez les rats B27 et NTG, de
fond génétique F344 (lignée 33-3), exprimant ou n’exprimant pas ICOS (rats B27 ICOS WT et
KO). Tous les rats inclus dans cette expérience ont été suivis dés la 8™ semaine de vie. Les rats
sont pesés et examinés toutes les semaines. Les différents symptomes cliniques, qui
comprennent notamment les atteintes digestives, articulaires et cutanées, sont évalués selon la

grille de scoring présentée dans le tableau 11.

Score digestif Articulations Lésions cutanées Orchite
Diarrhée =0 a4 Normale = 0 Alopécie =144 Absence =
Présence d'anite = +1 Gonfee=1a4 Atteinte des ongles = +1 Frésence =1

Tableau 11: Grille d’évaluation de la sévérité des symptomes observés chez les rats B27 pour le suivi
clinique

L'activité de la maladie, correspondant a la somme des scores des différents

symptomes, et le score digestif chez les différents groupes étudiés sont représentés dans la
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figure 15. Les rats NTG, gu’ils expriment ou non la molécule ICOS (rats NTG ICOS WT et ICOS
KO) ne développent aucun symptome clinique de maniére chronique. L’apparition d’une
diarrhée a été observée a partir de 10 semaines d’age chez tous les animaux B27 ICOS WT et

ICOS HZ. Les atteintes articulaires et cutanées ont été observées avec une pénétrance partielle.
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Figure 15: Activité de la pathologie des rats ICOS WT et KO

Les rats sont pesés et leur score clinique est évalué une fois par semaine. Le score global représenté en haut
de la figure prend en compte les atteintes digestives, cutanées et articulaires (Tableau 11). Le score digestif
ne comprend que la sévérité de la diarrhée ainsi que la présence ou non d’'une anite. Chaque point
représente le score moyen + I'écart standard a la moyenne. Chaque groupe comprend au minimum 6
animaux.

Nous pouvons ainsi constater que les rats B27 ICOS KO présentent un score global et
digestif plus faible que les rats B27 ICOS WT jusqu’a 28-30 semaines. A partir de cet age, les
signes cliniques s’aggravent chez les rats B27 ICOS KO et leur sévérité rejoint celle observée
chez les rats B27 ICOS WT. Ce résultat suggére donc que la délétion d’ICOS induit une

protection partielle vis-a-vis de la SpA chez le rat B27 et valide I'"hypothése d’un réle majeur
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d’ICOS dans l'induction de cette pathologie. L'absence de protection totale indique cependant

gue d’autres facteurs, encore inconnus, sont impliqués.

Nous avons ensuite souhaité confirmer cette réduction de la sévérité des symptdmes
observés chez les rats B27 ICOS KO par analyse histologique du caecum (Figure 16). Des

résultats similaires ont été observés lors de I'analyse histologique du colon.

ICOSKO

NTG

B27

Figure 16: Observation histologique de coupes de caecum aprés coloration Hematoxyline/eosine

Des images représentatives obtenues dans chaque groupe sont montrées. Aucune atteinte histologique n’a
été observée chez les rats NTG, méme en absence d’ICOS. A l'inverse, il existe une infiltration cellulaire
majeure chez les rats B27 ICOS WT, induisant une importante déstructuration du tissu.

Nous pouvons ainsi constater que I'inflammation intestinale est moins sévéere chez les
rats B27 ICOS KO comparé aux rats B27 ICOS WT (rats agés de 8 mois), confirmant ainsi la
sévérité réduite des symptomes cliniques observée chez les rats B27 n’exprimant pas ICOS

(Figure 15).

Etant donné que nous avons observé que le blocage de la voie ICOS in vitro influencait
la production cytokinique les LT CD4*, notamment en diminuant la production d’IL-17, nous
avons ensuite analysé la production cytokinique des LT CD4* dans les ganglions mésentériques

et dans la rate (Figure 18).
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Figure 17: Analyse par cytométrie de flux de la production d’IL-17, de TNF-a, d’IFN-y et d’IL-10 par les LT
CD4*.

La production intracytoplasmique des différentes cytokines est analysée par marquage intracellulaire aprés
stimulation par phorbol-myristate-acétate (PMA)/ionomycine/Bréfeldine A.

De fagon intéressante, nous pouvons observer que les rats B27 ICOS KO ont des
proportions plus faibles de LT CD4* producteurs d’'IL-17 et de TNF-a que les rats B27 ICOS WT, a
la fois dans les ganglions et dans la rate (rats agés de 8 mois). Il semble également y avoir une
augmentation de la proportion de LT producteurs d’IL-10 mais cette différence est non
significative.

L'effet protecteur de la délétion d’ICOS sur la sévérité des symptomes observés chez le
rat B27 est donc corrélée a une baisse de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-17,

TNF-a).

L’ensemble de ces résultats corrobore donc les données obtenues in vitro (article 1) et
renforce I'idée d’un role clé de la molécule ICOS dans le développement et le maintien du
déséquilibre de la balance IL-17/IL-10 observée dans les LT CD4* du rat B27, ainsi que dans le

développement de la SpA, tout du moins chez le rat B27.
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Article 3 : Régulation de lI'inflammation par I'lL-27
dans un modeéle animal de spondyloarthrite

Regulation of inflammation by IL-27 in a rat model of spondyloarthritis

Quentin Jouhault, Guillaume Morelle, Ingrid Fert, Maxime Breban, Luiza M. Araujo, Gilles

Chiocchia

Article en préparation

Des expériences de transfert cellulaire ont démontré le réle crucial des deux
populations cellulaires, les cellules dendritiques (DC) et les LT CD4* dans le développement de
la SpA chez le rat B27. Les DC de rats B27 présentent plusieurs altérations fonctionnelles. Elles
favorisent notamment I|’expansion des lymphocytes Thi; (Glatigny et al., 2012), et
déséquilibrent la production cytokinique des Treg, en favorisant la synthése d’IL-17 et en

réduisant la production d’IL-10 (article 1).

Peu de temps avant mon arrivée au laboratoire, une analyse transcriptomique des DC
de rats B27 a montré une sous-expression de I'IL-27 par ces cellules (Fert et al., 2014). Comme
nous I'avons précédemment vu, I'lL-27 est une cytokine aux effets pleiotropes (Chapitre V),

mais sa capacité a inhiber les Thi7 et a induire la production d’IL-10 est bien documentée.

Nous nous sommes proposé dans ce travail d’étudier I'effet de I'addition d’IL-27
exogéne sur le phénotype pro-inflammatoire observé chez les LT CD4* de rats B27.
Conformément aux données de la littérature, I'lL-27 induit une diminution de la synthése d’IL-
17 et une augmentation de la production d’IL-10 par les Treg et les Teff de rats B27 cultivés
avec des DC. De facon intéressante, nous avons également étudié I'effet de I'lL-27 sur la
polarisation in vitro de LT naifs vers un phénotype Treg ou Thi7. Dans les deux cas, I'IL-27 inhibe
significativement le développement de LT producteurs d’IL-17, tout en augmentant la synthese
d’IL-10. De facon similaire aux données obtenues chez le rat, I'lL-27 réduit également la

production d’IL-17 par les LT CD4" isolés a partir du sang de patients atteints de SpA.
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Comme nous I'avons vu dans le chapitre 3, la liaison de I'lL-27 a son récepteur induit
principalement I’activation de la voie JAK/STAT et plus précisément la phosphorylation de
STAT1 et STAT3. Bien que les LT CD4* de rats B27 aient une capacité a induire la
phosphorylation de STAT1 et 3 en réponse a I'lL-27 similaire a celle des LT CD4* de rats NTG,
nous avons observé que les LT CD4* de rats B27 expriment plus de STAT3, indépendamment de
son statut de phosphorylation. Etant donné I'importance de STAT3 dans le développement des
Thi7, cette augmentation de STAT3 pourrait étre impliquée dans I'expansion des Thi7 observée

chez le rat B27.

Sachant que I'IL-10 est une cytokine également capable d’inhiber la production d’IL-17
par les LT, nous nous sommes demandé si I'effet anti-IL-17 de I'lL-27 était dépendant de I'IL-10.
L'utilisation d’un anticorps bloquant a démontré que l'inhibition de la synthese d’IL-17 par I'IL-

27 est indépendante de I'lL-10.

Au cours des expériences de co-cultures, nous avons également observé que I'IL-27
réduit significativement I'expression d’ICOS a la surface des LT CD4*. Etant donné que le
blocage de la voie ICOS/ICOSL induit aussi une baisse de I'expression d’IL-17 et une
augmentation de la synthése d’IL-10, nous nous demandé si les effets de I'IL-27 étaient
dépendants d’ICOS. L'utilisation des rats B27 ICOS KO a permis de montrer que I'lL-27 est
égaelement capable de réduire significativement la production d’IL-17 par les LT CD4* de ces

rats. Ce résultat démontre que I'effet anti-IL-17 de I'IL-27 ne requiert pas la présence d’ICOS.

L’ensemble de ces résultats démontre la forte capacité anti-inflammatoire de I'lL-27 sur
les lymphocytes T et nous pensons que I'lL-27 peut représenter une nouvelle stratégie

thérapeutique prometteuse dans la SpA.
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ABSTRACT

Objective: Development of spondyloarthritis (SpA)-like phenotype in B27 rats expressing HLA—B27
and human P2-microglobulin (hf2m) is correlated with several aberrant dendritic cell (DC)
functions. We recently reported that B27-rat DCs promote a biased expansion of proinflammatory
IL-17 producing CD4* T cells (Thi7 cells). Moreover they decrease IL-10 and heighten IL-17
productions by CD4* regulatory T cells (Treg) associated to ICOS overexpression. Given that B27 DCs
also underexpress IL-27, which induces differentiation of IL-10* regulatory T cell type 1 (Trl) and
inhibits Thy7 cells, we surmised that addition of exogenous IL-27 could reverse the proinflammatory

phenotype observed in B27 CD4* T cells.

Methods: Sorted T cell subsets were cocultured with CD103* DCs from B27 rats in presence or
absence of IL-27. Naive T cells were polarized in vitro in Treg or Thi7 conditions. Cytokine production
was evaluated by flow cytometry after PMA/ionomycin stimulation and by ELISA in the culture

supernatants.

Results: The addition of IL-27 reduces IL-17 and enhances IL-10 productions by differentiated T cells
from B27 rats. Moreover, IL-27 drastically reduces the generation of IL-17 producing T cells from
Treg- and Thiz-polarising cultures. This reduction was correlated with an increase in IL-10 and IFN-y
productions. Interestingly, IL-27 efficiently inhibited the production of IL-17 by CD4* T cells from
SpA patients. Although IL-27 reduced ICOS expression, its presence is not required for the anti-

inflammatory effect of IL-27. This effect is also IL-10 independent.

Conclusion: Our results reveal a strong effect of IL-27 on the generation and maintenance of IL-17
producing T cells in animal model of SpA. Other factors than IL-10 and ICOS were likely responsible
for the anti-inflammatory effect of IL-27. Our study highlights IL-27 as a new potential therapeutic

target in SpA.

Keywords: SpA, IL-27, Thi7, IL-10, dendritic cells
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INTRODUCTION

Spondyloarthritis (SpA) is a group of chronic inflammatory disorders that mainly affect axial
skeleton (spine and sacroiliac joints). These cardinal features combine with peripheral joint arthritis,
enthesitis, and extraarticular manifestations as uveitis, psoriasis or inflammatory bowel disease. It
affects approximatively 0.5% of the population and is strongly associated with the class | major
histocompatibility complex (MHC) antigen HLA-B27. This association was described 40 years ago but

the mechanisms underlying induction of SpA by HLA-B27 still remain largely unexplained.!

The 33-line of HLA-B27/human B2-microglobulin (hB2m)-transgenic (B27-rats) has proved to be a
relevant model of chronic inflammatory disease linked to the HLA-B27 molecule since it develops a
spontaneous complex inflammatory disorder characterized by an ulcerative colitis, arthritis and

psoriatic skin and nail lesions developing in the presence of regular microbiota.?

Using this animal model, cell transfer experiments have demonstrated a fundamental role of CD4* T
cells and bone-marrow derived cells bearing HLA-B27/hB2m transgene in the development of
inflammatory disease.>* Subsequent studies revealed a correlation between several dysfunctions of

dendritic cells (DCs) and susceptibility to multisystem inflammatory disease.>®

We have been previously shown that DCs from B27-rats promoted a biased expansion of pro-
inflammatory This cells, which might participate to disease development.” More recently, we
reported an altered DC-T cell interaction, which results in decreased production of interleukin (IL)-
10 and heightened production of IL-17 by CD4* regulatory T cells.® Aberrant DC functions from B27-
rats are also characterized by a defect in IFN-y signaling and a deficiency of IL-10 and IL-27
productions that were observed by transcriptomic and confirmed by RT- PCR analyses.®

IL-27 is a member of the IL-12 family.%® It is composed of two subunits: IL-27p28 (also known as IL-
27a and IL-30) and Epstein—Barr virus induced gene 3 (EBI3 also known as IL-27b). IL-27 is mainly
produced by activated antigen presenting cells (APCs) as dendritic cells and binds to a receptor
composed of WSX-1 (TCCR, IL-27Ra) and gp130 (IL-6RB). IL-27R is expressed by numerous cell

populations as T and B lymphocytes, dendritic cells, monocytes or endothelial cells.'*'? |L-27
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binding to its receptor induces activation of the JAK/STAT and p38 mitogen-activated protein kinase

(MAPK pathways).!?

First studies showed that IL-27 is a pro-inflammatory cytokine by inducing Th; responses.'® IL-27
increases T-bet expression, a Thi-specific transcription factor,’* and induces IFN-y production by
naive T cells. However subsequent studies revealed a more complex role of IL-27 in the regulation
of T cell responses. Indeed, it was showed that IL-27 is able to inhibit the differentiation of This
cells® by antagonizing the expression of the Thy; transcription factor RORy.!® IL-27 is also able to
induce differentiation of IL-10-producing regulatory T cell type 1 (Tri) cells which have

immunosuppressive properties on Thi; cells and produce 1L-10.17-18

Given that both IL-10 and IL-27 produced by DCs may contribute to dampen autoimmune
inflammation by favoring the differentiation of Tr; and inhibiting the generation of Thi; cells, we
surmised that deficient production of those anti-inflammatory cytokines by DC from B27-rats could
be a key element in the emergence of Thi;-driven inflammatory disease in B27-rats. Our data are
consistent with such an interpretation, because several factors expressed by Treg cells that are
induced by IL-27 and directly implicated in IL-10 production by these cells, such as c-Maf, AhR, and

IL-21, were down-regulated in B27-transgenic rat Treg cells.®

Currently all available treatments can alleviate inflammation but none are able to cure SpA.%® Given
that IL-27 plays a role in modulating Thi7 cells, a crucial population in the deleterious process of SpA
inflammation, we believe that use of IL-27 may be useful in ameliorating inappropriate immune
responses observed in B27 rats and opens up perspectives on opportunities to develop new
therapies SpA disorders. Moreover, IL-27 has been used as a potential therapy to reduce

inflammation in several autoimmune and inflammatory experimental diseases.2%22

It is important to emphasize that different genetic approaches (candidate-gene and genome-wide
studies) have recently revealed several new loci residing outside of the MHC region that are
involved in the predisposition to SpA. Interestingly, among which some are involved in IL-23 and

Thi7 signaling including IL27A gene coding for the p28 subunit of IL-27.%
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Thus in this study our main objective is to investigate the in vitro effect IL-27 on SpA experimental

model and open up perspectives to develop new therapies on SpA disorders.
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MATERIALS AND METHODS

Rats. The HLA-B/hBm-transgenic line B27 was originally produced at the University of Texas
Southwester, Medical Center. The disease-prone rats of the 33-3 line, bearing 55 copies of HLA-
B*2705 and 28 copies of hBfom on a Fisher background, were bred and maintained under
conventional conditions. Nontransgenic (NTG) littermates from the 33-3 line were used as controls.
Age-and sex-matched rats (3-8 months) were used in each experiment. Study procedures were

approved by the Institutional Animal Experimentation Ethical Committee.

Cell culture reagents and monoclonal antibodies. Cell culture medium used in this study was RPMI
1640 with Glutamax | (Life Technologies), supplemented with 10% fetal calf serum, streptomycin
and penicillin (100ug/mL), 2% sodium pyruvate, 0.05 mM B-mercaptoethanol and 10 mM HEPES
(complete medium). Recombinant IL-27, IL-6, IL-1f, IL-23, TGF-B cytokines and IL-10 blocking
antibody were obtained from R&D Systems. Purified mouse anti-rat CD3 and fluorochrome
conjugated mouse anti-rat CD4 and anti-IFN-y were purchased from BD Pharmingen. Flurorchrome
conjugated mouse anti-rat CD62L, inducible costimulatory molecule (ICOS), IL-17 and CD25 were
obtained from eBioscience. Neutralizing antibodies anti-IFN-y and anti-IL.-4 were obtained from
eBioscience and BD Pharmingen, respectively. Human/mouse monoclonal antibodies to STAT1
phosphorylated at Tyrosine 701 and STAT3 phosphorylated at Tyrosine 705 were obtained from BD
Pharmingen. Recombinant rat IL-2 was purchased from Immunotools. Phorbol myristate acetate

(PMA), ionomycin, brefeldin A and mitomycin C were purchased from Sigma.

Rat Cell preparation: Single-cell suspensions were prepared from mesenteric lymph nodes. T cell
subpopulations were isolated by sorting on a FACSAria Ill sorter (BD Biosciences). Combination of
surface markers were used to sort Treg cells (CD4* CD25"e"), Teff cells (CD4* CD25 CD62L),
activated T cells (CD4* CD25%) and naive T cells (CD4* CD25 CD62L*). The proportion of FoxP3* into
CD4* CD25"e" Treg was assessed by flow cytometry and the majority (>90%) of Treg were FoxP3".
FoxP3 staining was performed according to manufacturer’s instructions (eBioscience). CD103*
dendritic cells were obtained from spleen as previously described.?*?> Briefly, spleens were digested

with Collagenase D (2mg/mL; Roche Diagnostics). After centrifugation on a 14.5% Nycodenz
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gradient (Nycomed), positive selection was performed by magnetic cell sorting with anti-rat CD103

microbeads with an AutoMacs Pro Separator (Miltenyi Biotec).

Human cell preparation and culture: Peripheral blood mononuclear cells were isolated from
healthy control and SpA patients by Ficoll (GE Healthcare) density gradient centrifugation. The
characteristics of SpA patients are shown in Supplementary Table 1. CD4" T cells were magnetically
sorted from the CD14- fraction using anti human CD4 particles (BD Biosciences) and cultured during
6 days with IL-2 (10 ng/ml), soluble anti-CD28 (2 pg/ml) and coated-anti-CD3 (10 pg/ml)in the
presence or absence of IL-27 (40 ng/ml) in complete medium. At day 6, supernatants were
harvested for measure of cytokine levels by ELISA and cells were stimulated with

PMA/ionomycin/BFA for 6 hours for intracellular cytokine staining.

T lymphocytes and dendritic cells cocultures: Flow cytometry sorted-CD4* CD25"e" Treg cells or
CD4* CD25 CD62L effector T cells were cultured (10° cells/well) with APCs (CD103*splenic DCs pre-
treated with mitomycin C at 0.5 mg/ml) (0.4 x 10° cells/well) and stimulated with coated-anti-CD3
(2 pg/mL) in presence or absence of recombinant mouse IL-27 (5ng/ml). After 3 days, supernatants
were collected to analyze cytokine levels by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) and cells
were restimulated for 4 hours with PMA (10 ng/mL), ionomycin (1 pg/mL) and brefeldin A (2 ug/mL)
for intracellular cytokine staining assay performed according to manufacturer’s instructions. Stained
cells were analyzed with a BD LSR Fortessa cell analyzer (BD Biosciences) using Flowlo software

(TreeStar).

T cell differentiation Assays. For Treg differentiation experiments, flow-cytometry sorted naive T
cells (CD4* CD25 CD62L*) were cultured (5 x 10° cells / well) with APCs (CD103*splenic DCs pre-
treated with mitomycin C at 0.5 mg/ml) (10° cells/ well) in the presence of coated-anti-CD3
(2 pg/ml), TGF-B (2 ng/ml), and neutralizing antibodies anti-IFNy and anti-IL-4 (10 pg/ml). For Thy;
differentiation experiments, recombinant IL-6, IL-1B and IL-23 (20 ng/ml) were added in the milieu.
To study the effect of IL-27, we performed cocultures in presence of recombinant mouse IL-27

(5 ng/ml). Media supplemented with recombinant IL-2 (20 ng/ml) was added on day 3. After 72
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hours (day 6), supernatants were harvested for analysis of cytokine production by ELISA and cells

were stimulated with PMA/ionomycin/BFA for intracellular cytokine staining.

STAT phosphorylation Assays. Single-cell suspensions of mesenteric lymph nodes were stimulated
with IL-27 (5 ng/ml) or PBS for 10 minutes at 37°C. After fixation during 10 minutes with Fix 1 Buffer
(BD Biosciences), cells were stained with BD PhosFlow antibodies to pSTAT1 (pY701) and pSTAT3

(pY705) according to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences).

Determination of total STAT 1 and 3 by flow cytometry. Single-cell suspensions of mesenteric
lymph nodes were stained with anti-STAT1 and anti-STAT3 (BD Biosciences) according to

manufacturer’s instructions.

Determination of cytokine levels by specific ELISA. IL-17 (eBioscience), IL-10 and IFN-y (R&D
Systems) levels were determined in cultures supernatants by sandwich enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) according to the manufacturer’s instructions. Concentrations are
calculated from calibration curves from serial dilutions of recombinant standards in each assay. The
sensitivity of IL-17, IL-10 and IFN- y assays was 10 pg/mL. Multiplex ELISA assay was performed

using Bio-Plex Pro Rat Cytokine Panel (Biorad) accordingly to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis. Data are expressed as the mean + SEM. Statistical comparisons between groups

were determined by a two-tailed paired Student’s t test. P values < 0.05 were considered

significant.
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RESULTS

IL-27 reverses imbalanced production of IL-17 and IL-10 by T cell subsets from B27 rats.

Given that IL-17 producing T cells are expanded in B27 rats we sought to determine whether
exogenous IL-27 could have the inhibitor effect on effector T cells (Teff: CD4* CD25" CD62L’). As
shown in Figures 1A and 1B, in presence of IL-27, cocultures of sorted Th-17 cells and DCs produced
decrease IL-17-levels. Interestingly, increased IL-10 levels were detected in supernatants of these
cocultures (Figure 1B). In order to investigate the effect of IL-27 on imbalanced production of IL-17
and IL-10 by Tregs from B27 rats, we performed cocultures of sorted Treg cells (CD4* CD25"€") with
CD103* DCs from B27 rats in the presence or absence of recombinant murine IL-27. IL-27 was able
to decrease the percentage of IL-17* cells (Figure 1C) and significantly inhibited IL-17 levels
produced in supernatants. We also observed a slight increase in IL-10 production in presence of IL-
27 (Figure 1D). Analysis by multiplex ELISA assay revealed that IL-17 and IL-10 were the most
abundant cytokines produced by Treg cells in vitro in comparison to a panel of 11 cytokines

(Supplementary Figure 1).

IL-27 decreases IL-17* T cells generation from B27 naive T cells.

It was previously described that IL-27 can influence T cell differentiation by supporting Thy and Tr;
differentiations and inhibiting Thi;; commitment.’? Given that DCs from B27 rats induce IL-17
production by Treg cells® and Thi; expansion’ we tested if IL-27 could also inhibit in vitro 1L-17
producing-Treg differentiation from naive T cells. A decreased proportion of IL-17 positive T cells
was observed in cocultures of naive T cells and CD103* DCs under Treg polarizing conditions in the
presence of IL-27 (Figure 1E). Furthermore a decreased production of IL-17 and an increased
production of IL-10 were observed in the cocultures supernatants in presence of IL-27 (Figure 1F).
We observed an increased number of IFN-y-producing T cells and high levels of IFN-y in presence of
IL-27 (Supplementary Figure 2) confirming the pro-Th; role of that cytokine on the differentiation of

naive T cells. Similarly, when we cultured sorted naive T cells with CD103* DCs under This-polarizing
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conditions we observed that IL-27 reduced the proportion of IL-17 producing T cells (Figure 1G) and
IL-17 production in supernatants (Figure 1H). However, no change in IL-10 production was observed
in presence of IL-27 (Figure 1H). In these conditions, IL-27 also increased IFN-y production detected
in culture supernatants (Supplementary Figure 2). Our data show an inhibitory effect of IL-27 on -
differentiated and polarizing Treg- and Thi7 cultures demonstrating an anti-inflammatory effect of
IL-27 on the generation and maintenance of IL-17 producing T cells in animal model of SpA. Taken
together, these results highlight an important modulatory role of IL-27 in the expansion of Thi7 cells
confirming that deficiency of IL-27 production by DC from B27 rats® may be a key element in the

emergence of Thiz-driven inflammatory disease in B27 rats.

Given that both DC and T cells express a functional IL-27R we first studied the effect of IL-27
on each population independently. Interestingly, we also observed anti-inflammatory effect of IL-27
on activated and effector T cells in the absence of DCs (Supplementary Figure 3). Exogenous IL-27
decreased the production of IL-17 in both cultures. Unlike the results observed previously with
cocultures in presence of dendritic cells, in these conditions, IL-27 was not able to increase IFN-y
production (Supplementary Figure 4). Furthermore, IL-27 also inhibited the generation of IL-17
producing T cells from naive T cells stimulated with soluble anti-CD28 without DCs (Supplementary
Figure 5). In these conditions, IL-27 decreased IL-17 and increased IL-10 and IFN-y productions.
Thus, IL-27 reduces the proinflammatory state of differentiated T cells from B27 rats by its capacity
to decrease IL-17 and increase IL-10 productions. Conversely, IL-27 treatment of DCs before
coculture had no effect on the expression of co-stimulatory molecules (CD40, CD86) and CMH (class
I and Il) or on the capacity of these cells to expand IL-17* T cells (data not shown). Therefore, we

focused our study of the IL-27 effect on T cells cultured without DCs.

IL-27 induces similar STAT1/3 phosphorylation in NTG and B27 CD4* T cells despite increased

levels of STAT3 in B27 rats.

It is well established that IL-27 induces the phosphorylation of STAT1 and STAT3 after binding to IL-

27R and activation of these STATs are required for inhibition of Thy7 differentiation and induction of
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IL-10 production®®. Thus, we studied the phosphorylation of STAT1 and STAT3 by flow cytometry
after IL-27 stimulation. As shown in Figure 2A, IL-27 induced phosphorylation of pSTAT1 and pSTAT3
in approximatively 80% and 40% of B27 Tregs respectively. There was no significant difference of
pSTAT1/3 between NTG and B27 Tregs (Figure 2B). Similar results were observed in several T cell
subsets (data not shown). These results indicate that after IL-27 stimulation, T cell subsets from
NTG and B27, have a similar capacity to induce pSTAT. On the other hand, when we analyzed total
STAT1/3 levels in CD4* T cells we observed an increased level of STAT3 in Treg cells (Figure 2C) and

other T cell subsets (data not shown) from B27 rats.

IL-10 and ICOS are not necessary for the anti-IL-17 effect of IL-27

Given that IL-27 induces both differentiation of IL-10-producing Tri and inhibition of Thi; cells
generation we hypothesized that decreased IL-17 production induced by IL-27 could be dependent
on IL-10 production by T cells from B27 rats. To test this hypothesis we studied IL-27 effect only on
T cells, performing cultures of CD4*CD25" activated cells in presence of IL-27 and IL-10-blocking
monoclonal antibody. In vitro activated CD4* CD25* T cells are the most important producers of IL-
17 among CD4" T cells in absence of dendritic cells. The IL-27 addition resulted in decreased IL-17
production and increased IL-10 production by these cells (Supplementary Figure 3). As shown in
Figure 3, the presence of a-IL-10 blocking antibody no abolished anti-inflammatory effect of IL-27
on IL-17 production. Concomitantly, IL-27 inhibited the generation of IL-17* T cells from naive T cells
under Thys polarizing conditions when IL-10 was blocked (Figure 3B). These data show that the

inhibitory effect of IL-27 on IL-17 production and Thiy cells differentiation is IL-10 independent.

We previously demonstrated that blockade of ICOS/ICOSL pathway results in increased IL-10 and
decreased IL-17 productions by CD4* T cells from B27 rats®. Given that addition of exogenous IL-27
has the same effect on those cells we wondered if IL-27 could directly influence ICOS expression.
Interestingly, we observed a decreased expression of ICOS on activated T cells and naive T cells

cultured in Treg or Thy; polarizing conditions (Figure 4A). To investigate whether decreased ICOS
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expression is associated to anti-inflammatory effect of IL-27, we cultured CD4* CD25* T cells from
B27 ICOS Knock-Out rats (B27 ICOS KO) in the presence of IL-27. As shown in Figure 4C, IL-27
reduced the proportion of IL-17* T cells after 3 days of culture from both B27 ICOS WT and B27 ICOS
KO rats. Similarly, IL-27 decreased IL-17 and tended to increase IL-10 levels in supernatants of
activated T cells from B27 ICOS-WT and B27 ICOS KO. These results indicate that the presence of

ICOS is not required for the action of IL-27 on CD4* T cells from B27 rats.

IL-27 decreases IL-17 production by peripheral CD4* T cells from SpA patients and healthy controls.

Given that IL-27 inhibits the production of IL-17 by several CD4* T cells in B27 rats, it is tempting to
think that IL-27 could have the same effect in IL-17* producing cells from human samples. Thus, we
cultured CD4" T cells isolated from the blood of SpA patients and healthy controls in the presence of
IL-27 during 6 days. Similarly to the results observed in B27 rats, the presence of IL-27 reduced the
proportion of IL-17 positive CD4* T cells (Figure 5A) and reduced the level of IL-17 in the
supernatant (Figure 5B). In contrast to our results obtained in B27 rats, no changes were observed
in IFN-y and IL-10 levels in supernatants of cultures in presence of IL-27 (Figure 5B) suggesting a

differential effect of IL-27 on human and rat CD4* T cells.
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DISCUSSION

SpA is a chronic inflammatory disorder with simultaneous bone destruction and ossification which
can ultimately lead to debilitating ankylosis. The etiology of SpA is still uncertain despite numerous
hypotheses.! Imbalance of the Thy7/Treg equilibrium seems to have a strong impact on the
development of several inflammatory diseases. The pathogenicity of IL-17 in the context of SpA is
clearly established?® and given the crucial role T cells in the development of rat SpA* Thi; cells are
considered pathogenic is this pathology. The reasons for the spectacular expansion of Thy; cells in
the mesenteric lymph nodes of these rats’ are not fully understood but DCs are involved in this
process. Given the under-expression of IL-27 by B27 DCs® and the unusual secretion of IL-17 by
Treg® we wondered if IL-27, an cytokine able to decrease IL-17 production by several T cell
subsets,’* could reverse these inflammatory phenotypes and further could be a potential

therapeutic target in SpA.

To our knowledge, this study is the first description of the modulatory effect of IL-27 on rat
CD4* T cells and in the context of SpA. We clearly showed that IL-27 is able to reverse the
proinflammatory profile of differentiated Treg and Teff from B27 rats by inhibiting IL-17- and
increasing IL-10 productions. Moreover we also observed that IL-27 can drastically reduce the
generation of Th1l7 from naive T cells by favoring the development of IFN-y* T cells and IL-10
synthesis. Interestingly, IL-27 also reduces the frequency of IL-17* T cells from peripheral CD4* T
cells of SpA patients. These results are very promising and we hypothesize that IL-27 could be a new
therapeutic target in SpA by countering the expansion of Thi7 cells and by reversing the imbalanced

production of IL-17 and IL-10 by Treg. Our data are consistent with several studies which

21,27,28 22,29

demonstrated a protective effect of IL-27 in animal models of arthritis and colitis involving

Thi7 cells.

Thi; commitment can be induced by several cytokine cocktails including TGF-B, IL-1, IL-6 or
IL-21. IL-23 is important in the stabilization of the Thyy phenotype® and is a potent inducer of the
Thi; pathogenicity333, Thi; differentiation relies on the transcription factors RORyt in rodents and

RORc in humans which are considered to be master regulators of Thi; generation. However, Thy;
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development is also promoted by additional transcription factors* and particularly by STAT3.3®
Interestingly, we observed an elevated level of STAT3 in CD4* T cells from B27 rats, independently
of its phosphorylation status. A similar increase in the level of STAT3 was described in the
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of patients affected by rheumatoid arthritis.>® This
elevated expression of STAT3 was correlated with an increased proportion of Thi; cells and a
decreased frequency of Treg cells in the blood of RA patients. It is then tempting to think that the
Thy7 expansion in B27 rats is also linked to this increase in STAT3 expression. However further

studies are needed to decipher the induction of STAT3 in this context.

The inhibitory effect of IL-27 on differentiated Thi7 cells is quite unexpected because it was
previously shown that IL-27 has no effect on committed mouse Thi7 cells.®” However in this study
we observed inhibitory effect of IL-27 in both ex vivo sorted IL-17 producing T cells and in vitro
polarized Thy; from B27 rats. In addition to species differences, it seems that in vitro polarized Thi;

cells and ex vivo sorted T cells have a different response to IL-27.

The fact that IL-27 induces IFN-y production by naive T cells polarized in Treg or Th17 in
vitro but diminishes IFN-y production by already differentiated T cells in our system is in accordance
with the ambiguous effect of IL-27 on Th; cells. Indeed, the first description of 1L-27%° and other

studies!¥8

revealed the pro-Th; role of IL-27 notably by inducing T-bet expression in naive T cells.
However IL-27 has also the capacity to limit excessive Thi response by induction of IL-10
expression® and a CXCR3* T-bet* Treg subset specialized in the control of Th; responses.*® Our

results reinforce the importance of a well-timed action of IL-27 in the control of immune responses

as already described in the context of influenza infection.**

Despite a significant effect of IL-27 on IL-17 production by human peripheral CD4* T cells IL-27 was
not able to increase IL-10 production by those cells. It is quite unexpected because previous reports
revealed a positive effect of IL-27 on IL-10 production by human CD4* T cells. However, Kumar et al.
stimulated whole blood cells and not isolated CD4* T cells with tuberculosis antigens.*? Moreover

they used a blocking antibody to study the impact of IL-27. Given that IL-27R is expressed by
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numerous cell subsets in addition to CD4* T cells!! the stimulation of IL-10 production by IL-27 in

humans could be due to the stimulation of other cell subtypes as dendritic cells.

To test the importance of this increased IL-10 production by IL-27 we blocked IL-10 with a
neutralizing antibody. We observed no significant alteration in the reduction of IL-17 synthesis
induced by IL-27 in the presence of the anti-IL-10 antibody. Despite Hanson and colleagues
demonstrated the crucial role of IL-10 for the anti-inflammatory effect of IL-27 in vivo* Fitzgerald
and colleagues also showed that IL-10 is not required for the suppression of Thi; cells in the context
of EAE.®® These findings suggest that IL-27 can induce several distinct mechanisms to reduce
inflammation depending on experimental conditions. In B27 rats these mechanisms seem to be IL-

10 independent in vitro.

It was previously demonstrated that the induction of Tr; cells by IL-27 relies on the induction of
three key components : the transcription factor c-maf, the cytokine IL-21 and 1COS.** This study
showed that IL-27 is a potent inducer of ICOS expression in mouse CD4+ T cells. Another paper
demonstrated induction of ICOS* Ts, cells by IL-27.% It was therefore unexpected to observe that IL-
27 decreases ICOS expression in our system. It is important to note that CD4" T cells from B27 rats
have an increased ICOS expression® and our results suggest that IL-27 affects ICOS expression

differently in mice and rats.

Although Thy; cells can produce significant amounts of pathogenic IL-17, IL-17 production is not
exclusively due to those cells. An enhanced IL-17 secretion by positive y/6 T cells was previously
reported in the blood of AS patients*®® and an expansion of type 3 innate lymphoid cells (ILC3)
producing IL-17 was observed in several organs including gut and synovial fluid of AS patients.*” y/&
T cells express a functional IL-27R and are sensitive to IL-27.*® IL-27 reduced the secretion of Th2
related cytokines, increased IFN-y production but did not affect IL-17 production by y/8 T cells from
healthy donors. To our knowledge there is no published data on the effect of IL-27 on ILC3. It would

be interesting to study the effect of IL-27 on y/6 T cells and ILC3 from SpA patients.
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Given the strong anti-IL-17 effect of IL-27 on CD4" T cells we propose that IL-27 could be a new
promising therapeutic target in SpA. Previous reports showed that administration of IL-10* or IL-17
blockade’ alone could not be able to counter the development of rat SpA. However we think that
IL-27 could be able to reduce the severity of symptoms in this rat model of SpA by influencing both

cytokines.
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Figure 1: Immunoregulatory effect of IL-27 on IL-17/IL-10 production by T subsets cells from B27

rats.
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(A-D) The percentage of IL-17-producing T cells was evaluated by flow cytometry (A and C) after
coculture of sorted sorted Teff (CD4* CD25 CD62L; A-B) or Treg (CD4* CD25"e"; C-D) with CD103*
DCs. (B and D) IL-17 and IL-10 levels were evaluated at day 3 in the supernatants of cocultures by
ELISA. Values are the mean + SEM of minimum 4 independent experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01

(E-H) The percentage of IL-17-producing T cells was evaluated after coculture of naive T cells (CD4*
CD25 CD62L") in Treg (TGF-B; E-F) or Thi7 (TGF-B + IL-6 + IL-1 + IL-23; G-H) polarizing conditions with
CD103* DCs. (F and H) IL-17 and IL-10 levels were evaluated by ELISA at day 6 in the supernatants.
Values are the mean + SEM of minimum 5 independent experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01
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Figure 2: IL-27 induces similar phosphorylation of STAT1 and STAT3 in NTG and B27 Treg despite
increased STAT3 level in B27 T cells.

(A) Representative data of B27 MLN cells stimulated 10 minutes in the presence of PBS (shaded
curve) or IL-27 (black curve) and stained intracellularly for phosphorylated STAT1 (Tyr701) and
STAT3 (Tyr705), in the gated CD4+ CD25high Treg cells.

(B) MLN cells from NTG and B27 rats were stimulated 10 minutes with IL-27. STAT1 and STAT3
phosphorylation state was analyzed in the gated CD4+ CD25high Treg cells. Values are the mean %
SEM of 6 independent experiments.

(C) MLN cells from NTG and B27 rats were stained for STAT1 and STAT3. STAT levels were analyzed
in gated CD4* CD25"&" Treg cells. Values are the mean + SEM of 3 independent experiments.
*

p<0.05
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(A) Representative results of CD4* CD25" activated T cells cultured 3 days with coated a-CD3 and
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soluble a-CD28 in the presence or absence of IL-27 and an a-IL-10 blocking antibody. * p<0.05, ns =

not significant.

(B) Representative results of naive T cells cultured during 6 days in Thi; polarizing conditions with

coated a-CD3 and soluble a-CD28 in the presence or absence of IL-27 and an a-IL-10 blocking
antibody. The percentage of IL-17* cells was evaluated by flow cytometry (left) and IL-17 production
was analyzed by ELISA (right).
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Figure 4: ICOS is not required for the inhibition of IL-17 production by IL-27.

(A) ICOS expression on cultured CD4* CD25* activated T cells and (B) on naive T cells differentiated
in Treg-polarizing or Th17-polarizing conditions in presence or absence of IL-27. Values are the
mean + SEM of at least 4 independent experiments. * p < 0.05

(C) Left, representative results of CD4* CD25* activated T cells from B27 ICOS WT and ICOS KO rats
cultured 3 days with coated a-CD3 in the presence or absence of IL-27. Right, IL-17 and IL-10
concentrations were evaluated by ELISA. Values are the mean = SEM of 4 independent experiments.
*p<0.05; ** p<0.01
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Figure 5: IL-27 decreases IL-17 production of peripheral CD4+ T cells from SpA patients.

Pourcentage de cellules IL-17+

50004

40004

£
=
=
=
1

20004

IFN-g (pg/mlL)

10004

IL-27

(A) Left, representative results of CD4* T cells from SpA patients cultured during 6 days with IL-2 in
the presence or absence of IL-27. ***p < 0.001

(B) IL-17, IL-10 and IFNg concentrations were analyzed by ELISA. ***p < 0.001
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SpA patients
(n=16)

|Age (range) in years 49 (29-72)
Sex, no male 10
HLA-B27 + 15
SpA subtype, no

AS g

PcA 3

uSpa 3
Medications, no. taking

MNSAIDs 5

Sulfasalazine 2

TNF inhibitor ]

Supplementary Table 1: Characteristics of the study population.

AS: ankylosing spondylitis; PsA: psoriatic arthritis; uSpA undifferenciated spondyloarthritis;
NSAIDs: non-steroid antiinflammatory drugs.
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Supplementary Figure 1: Cytokinic production by B27 Treg cells cocultured with DCs in the
presence or absence of IL-27

A panel of 11 cytokines was studied using multiplex ELISA assay in the supernatants of the
cocultures. Values are the mean £ SEM of 4 independent experiments.
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Supplementary Figure 2: IL-27 upregulates IFN-y production by Treg and Th;; polarizing T cells
from B27 rats.

CD4* CD25 CD62L* naive T cells were polarized in vitro in Treg (A) or Th17 (B) during 6 days in
presence or absence of IL-27 and the percentage of IFN-y positive cells was evaluated by flow
cytometry. (C and D) IFN-y level was evaluated by ELISA in the supernatants. Values are the mean +
SEM of minimum 4 independent experiments. ** p< 0.01
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Supplementary Figure 3: Anti inflammatory effect of IL-27 on activated T cells and on effector T
cells in the absence of DCs.

(A) Representative data of CD4* CD25" activated T cells cultured 3 days in the presence or absence
of IL-27.

(B) IL-17 and IL-10 levels were evaluated by ELISA in the supernatants at the end of the culture
(day 3).Values are the mean + SEM of 7 independent experiments. ** p< 0.01, *** p< 0.001

(C) Representative data of CD4* CD25 CD62L effector T cells cultured 3 days in the presence or
absence of IL-27.

(D) IL-17 and IL-10 levels were evaluated by ELISA in the supernatants at the end of the culture
(day 3).Values are the mean = SEM of 7 independent experiments. *p<0.05
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Supplementary Figure 4: IL-27 decreases IFN-y production by effector T cells and activated T cells
in the absence of DCs.

CD4* CD25 CD62L effector T cells (A) and CD4* CD25* activated T cells (B) were cultured 3 days in

presence or absence of IL-27 and IFN-y level was evaluated by ELISA in the supernatants. Values are
the mean + SEM of minimum 4 independent experiments. * p< 0.05
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Supplementary Figure 5: Anti inflammatory effect of IL-27 on the differentiation of naive T cells in
the absence of DCs.

(A) The percentage of IL-17-producing T cells was evaluated by flow cytometry after culture of naive
T cells (CD4* CD25° CD62L*) in Thiy (TGF-B + IL-6 + IL-1 + IL-23) polarizing conditions with anti-
CD3/anti-CD28 stimulation.

(B) IL-17, IL-10 and IFN-y levels were evaluated by ELISA at day 6 in the supernatants. Values are the
mean + SEM of minimum 5 independent experiments. * p < 0.05;
**p<0.01

131



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

132



La SpA est une pathologie multifactorielle avec une importante composante génétique,
dominée par le HLA-B27. Ce facteur génétique est presque nécessaire au développement de la
SpA (sa prévalence pouvant atteindre jusqu’a 90% chez les patients atteints de SA) mais est
clairement insuffisante. La trés grande majorité des personnes HLA-B27* ne développeront pas
de SpA au cours de leur vie. Ce role clé du HLA-B27 est renforcé par I'étude des rats
transgéniques pour le HLA-B27 et la B2 microglobuline humaine (B2m) qui développement
spontanément un phénotype trés proche de la SpA humaine avec une prévalence de 100%.
L'étude de ce modéle animal a permis de faire de nombreuses avancées dans la
compréhension de la physiopathologie de la SpA et le réle clé des cellules originaires de la
moelle osseuse et des LT CD4" est bien établi (Breban et al., 1993, 1996).

Il faut cependant souligner que plusieurs dizaines de copies du HLA-B27 et de la B2m
sont requises pour que le phénotype apparaisse alors que chez I’'Homme il ne peut y avoir que
2 copies au maximum. Cela suggére que des niveaux anormalement élevés de B27 sont
nécessaires au développement de la pathologie et pourraient étre un élément d’explication a la
tres faible pénétrance de la SpA observée chez les personnes HLA-B27*. Une étude de 2002 va
dans ce sens car elle a démontré que les patients atteints de SpA avaient en moyenne une
expression augmentée de HLA-B27 a la surface des cellules mononuclées du sang périphériques
(PBMC) (Cauli et al., 2002). En plus de I'importance d’'un nombre élevé de copies de HLA-B27, il
est tout a fait probable que les mécanismes impliqués dans le développement de la SpA chez le
rat puissent étre différents de ceux impliqués dans la SpA humaine (Vieira-Sousa et al., 2015).
Par exemple, le role de 'UPR a bien été démontré chez le rat B27 (Delay et al., 2009) mais n’a
pas été retrouvé chez les patients atteints de SpA (Ciccia et al., 2014; Neerinckx et al., 2014).

Néanmoins, I'implication de la voie I1L-23/Th;7 semble commune au rat B27 et a la SpA
humaine. Chez I’'Homme, plusieurs études génétiques ont révélé I'association entre SpA et SNP
situés au niveau de genes liés a la voie Thi; et notamment /L23R (Australo-Anglo-American
Spondyloarthritis Consortium (TASC) et al., 2010). L‘efficacité et la récente mise sur le marché
d’un traitement anti-IL-17 (le secukinumab) atteste du caractere pathogene de I'lL-17 dans la
SpA. Chez le rat B27, plusieurs études ont montré une augmentation de I'expression de I'lL-17.
Elle peut étre induite par la réponse UPR (Delay et al., 2009), ou par les cellules dendritiques
qui favorisent I'expansion des LT effecteurs et particulierement ceux qui produisent de I'lL-17
(Glatigny et al., 2012; Utriainen et al., 2012). L’inhibition de la production d’IL-17 semble donc
étre une cible thérapeutique de choix dans le contexte de la SpA mais les mécanismes
impliqués dans I'expansion de ces cellules sont encore a élucider. C’'est dans cette optique

d’une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de la SpA et dans la
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découverte de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles que mon travail de thése s’est

inscrit.

Balance Thi7/Treg chez le rat B27.

La premiére hypothése que nous avons émis est I'expansion des Thiy observée chez le
rat B27 pourrait étre liée a un défaut des Treg, population cruciale dans la régulation de la
réponse immune. De maniére intéressante, nous avons observé que le nombre absolu de Treg
chez le rat B27 était supérieur a celui observé chez le rat NTG. Cependant cette augmentation
ne compense absolument pas la forte expansion de LT activés Foxp3~ et le ratio Teff/Treg est en
défaveur des Treg chez le rat B27. Nous avons également observé que les Treg de rats B27 ont
une capacité suppressive similaire aux Treg de rats NTG. Ce résultat a été retrouvé chez les
patients atteints de SpA. Il a été démontré que dans l'intestin de ces patients, il existe une
réponse Treg active dépendante de I'lL-10 (Ciccia et al., 2010).

Au cours de cette étude, nous n‘avons malheureusement pu étudier qu’une sous-
population de Treg, aucun marqueur de surface spécifique des Treg n’ayant été décrit chez le
rat. Nous avons ciblé notre étude sur la population CD4* CD25"8" qui exprime & plus de 90% le
facteur Foxp3. Il n’est donc pas a exclure que certaines sous-populations de Treg autres que les
CD25Meh Foxp3* soient sous-représentées chez le rat B27. Par ailleurs, le pourcentage de Foxp3*
parmi les CD25"e" diminue drastiquement chez le rat B27 a partir de 6 mois, ce qui ne nous
permet pas d’étudier cette population de Treg a partir de cet age. Il serait par exemple
intéressant d’étudier si la capacité suppressive des Treg est conservée au cours du
vieillissement chez le rat B27.

Ces résultats laissent penser que I'expansion des Thi; n’est pas due a un défaut des
Treg et que le systtme immunitaire essaye de compenser cette expansion en induisant le
développement des LT régulateurs. Cependant, il nous est apparu étonnant que les
surnageants de culture avec un faible ratio Teff/Treg présentent des concentrations d’IL-17 plus
élevées que les cultures avec des Teff seules. Ces données indiquent que les Treg peuvent
promouvoir la production d’IL-17 par les Teff ou se mettre a produire eux-mémes de I'lL-17. En
analysant de plus pres ces Treg de rats B27, nous avons observé que leur production d’IL-17
était plus forte que celle des Treg de rats NTG. Parallelement, la production d’IL-10 par les Treg
B27 est diminuée. lls présentent donc un phénotype qui favorise le développement de

I'inflammation.
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Plasticité des Treg

Ces résultats vont dans le sens d’une altération de la fonctionnalité des Treg dans les
maladies inflammatoires chroniques. Un phénotype similaire a été décrit dans le psoriasis (Jorn
Bovenschen et al., 2011). Cette étude a démontré que les Treg CD4* CD25"&" (la méme
population que celle que nous avons étudiée chez le rat B27) isolés a partir du sang de patients
atteints de psoriasis actif sont capables de venir de grands producteurs d’IL-17 en réponse a
une stimulation in vitro par le CD3 et le CD28. Ces Treg ont également une plus forte tendance
a perdre leur expression de Foxp3 et a exprimer ROR-yt, notamment sous l'influence de I'lL-23.
Il est important de noter que dans notre étude nous n’avons étonnamment pas observé
d’augmentation de I'expression de ROR-yt dans les Treg de rats B27, malgré cette
augmentation de I'expression d’'IL-17.

Un changement du phénotype des Treg a également été décrit chez les patients
atteints de PR (Wang et al., 2015b). Une augmentation de la fréquence de Treg producteurs
d’IL-17 a été observée dans le sang, et encore plus dans le liquide synovial, de patients PR.
Cette augmentation pourrait étre en partie due aux plus fortes concentrations d’IL-6 et d’IL-23
observées chez ces patients. De fagon intéressante, seuls les Treg producteurs d’IL-17 isolés a
partir du sang gardent leur capacité suppressive, ceux isolés a partir du liquide synovial ayant
une capacité suppressive diminuée. Ces Treg producteurs d’IL-17 circulants étant corrélés a une
activité de la pathologie et a une intensité de I'inflammation plus faibles, les auteurs suggérent
que ces « Treg-17 » du sang sont protecteurs, alors que les « Treg-17 » du liquide synovial,
induits par I'environnement inflammatoire, sont pathogeénes. Il serait intéressant de pouvoir
suivre in vivo la plasticité des Treg chez le rat B27 afin de voir les Treg producteurs d’IL-17
proviennent de Treg ou de Thyy. Le faible nombre d’outils disponibles chez le rat pour étudier
les Treg ne nous permet pas encore de répondre a cette question. Il est cependant possible que
le développement fulgurant de la technologie Crispr/Cas9 puisse amener au développement de
nouveaux rats transgéniques ol l’expression de marqueurs intracellulaires est couplée a
I’expression d’un fluorochrome. Une telle technologie a par exemple permis de démontrer la
plasticité des Thi; vers le phénotype Treg chez la souris au cours de la résolution de

I'inflammation (Gagliani et al., 2015).

ICOS et Treg

Suite a cette découverte du déséquilibre de la balance IL-17/IL-10 chez les Treg de rats
B27, nous nous sommes attelés a essayer de comprendre les mécanismes sous-jacents. Nous
n’avons pas observé de changement significatif dans I'expression de plusieurs molécules de

surface impliquées dans les fonctions suppressives des Treg, tels que GITR ou CTLA-4, ce qui est
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en accord avec leur capacité suppressive non altérée. Nous avons cependant remarqué une
forte augmentation de I'expression d’ICOS a la surface de ces cellules. De facon intéressante,
I’expression d’'ICOS-ligand a la surface des CPA a été reliée a I'induction d’une réponse This, et
40% des Thiz du sang circulant expriment ICOS (Paulos et al., 2010). Cette donnée nous a
amenés a étudier I'effet du blocage in vitro de la voie ICOS/ICOSL sur les productions d’IL-17 et
d’IL-10 par les Treg B27. L'inhibition de cette voie de costimulation permet de renverser le
déséquilibre de la balance IL-17/1L-10 en faveur de I'IL-10, démontrant I'importance d’ICOS
dans cette altération des Treg.

Nous avons tout d’abord été étonnés par cette expression accrue d’ICOS a la surface de
Treg produisant peu d’IL-10 car il avait été précédemment démontré que I'expression d’ICOS a
la surface des Treg CD25" était associée a une forte production d’IL-10 et a une capacité
suppressive accrue (Vocanson et al.,, 2010). Dans le cas d’une infection par un helminthe,
I'absence d’ICOS est également liée a un défaut de production d’IL-10 par les Treg et a une
mort accrue de ces cellules par apoptose (Redpath et al., 2013). L’expression d’ICOS est de plus
liée a l'induction de I'anergie des LT CD4* par les DC immatures (Tuettenberg et al., 2009).
Enfin, une étude génétique a démontré une association entre SpA et un polymorphisme situé
au niveau du gene codant pour ICOS-ligand (International Genetics of Ankylosing Spondylitis
Consortium (IGAS) et al., 2013) ce qui renforce I'hypothése d’un rdéle majeur de la voie
ICOS/ICOSL dans la SpA.

Cependant le role d’ICOS sur les Treg reste relativement peu étudié par rapport a son
influence sur d’autres sous-populations de LT, notamment les Th; et les T (Wikenheiser and
Stumhofer, 2016). ICOS est une molécule de costimulation possédant une forte homologie avec
le CD28 et CTLA-4 et de nombreuses recherches se sont concentrées sur son réle dans

I'immunité adaptative depuis sa découverte il y a presque 20 ans (Hutloff et al., 1999).

SpA et Tm

Grace a l'analyse de nombreux modeles d’infection chez la souris, il a été démontré
qu’lCOS peut promouvoir ou inhiber la réponse Th; en fonction du pathogéne étudié. L'absence
d’ICOS est également globalement liée a une baisse de la réponse Th; (Wikenheiser and
Stumhofer, 2016). A coté de ces effets sur les Thy et les Th,, ICOS est surtout impliqué dans la
formation des centres germinatifs et la différenciation des T qui jouent un role clé dans le
développement de la réponse humorale médiée par les lymphocytes B. L'interaction
ICOS/ICOSL favorise notamment I'expression de Bcl-6, facteur de transcription clé de la voie T,
et de CXCR5, récepteur de chimiokine spécifique de cette sous-population qui permet leur

migration vers la zone B du ganglion (Moser, 2015). ICOS est également important dans la

136



survie des T et dans le contact entre le T et le LB en cours de différenciation en plasmocyte.
L'ensemble de ces données suggere un rble important des lymphocytes B dans le
développement de la SpA. Malheureusement il existe trés peu de données publiées a ce sujet.
Néanmoins, il a été montré que les patients atteints de SpA, la fréquence de T, et de
plasmocytes est diminuée dans le sang (Bautista-Caro et al., 2014). De plus, les T, de patients
SpA sont moins aptes a aider les lymphocytes B ex vivo. Les auteurs suggerent que ces T
pourraient étre par exemple retenus dans les tissus lymphoides associés a I'intestin (GALT ; gut-
associated lymphoid tissue). Une étude de 2015 va cependant a 'opposé de ce résultat car elle
montre que les patients SpA avec une maladie active ont un pourcentage plus élevé de T
circulants que les patients SPA avec une maladie peu active ou les volontaires sains (Wu et al.,

2015b). Le réle des T+, dans la SpA humaine est donc encore trés incertain.

SpA et réponse humorale ?

Les T sont spécialisés dans le développement de la réponse B et quelques travaux se
sont intéressés aux lymphocytes B et aux anticorps dans la SpA. Une étude de Baeten et al
indique que les infiltrats inflammatoires observés dans les articulations de patients atteints de
SpA peuvent contenir des lymphocytes B mais de facon moins importante que chez les patients
atteints de PR (Baeten et al., 2000). Quelques données suggérent également la présence
d’auto-anticorps dans la SpA bien que cette maladie soit considérée « séronégative ». Une
étude a montré que pres de la moitié (44%) des patients atteints de SpA présentent une large
réponse autoanticorps contre seulement 8% des volontaires sains (Wright et al., 2012). De
facon intéressante, la réponse autoanticorps est biaisée vers des antigénes du tissu conjonctif
et squelettique chez les patients SpA. Une deuxieme étude récente a également démontré une
augmentation de la concentration d’autoanticorps dirigés contre noggin et la sclérostine dans
le sérum de patients SpA (Tsui et al., 2014). Il est a noter que la concentration de sclérostine est
également diminuée dans le sérum de patients SpA (Appel et al., 2009). Ces deux protéines
présentent un intérét particulier dans la SpA car ce sont deux inhibiteurs des voies BMP et
Whnt/B-caténine qui favorisent la formation osseuse. Ainsi la néoformation d’os observée chez
les patients SpA pourrait étre, au moins en partie, due a une activité inhibitrice réduite de
noggin et sclérostine a cause de cette augmentation de la réponse humorale dirigée contre ces
protéines.

I a également été montré que la SpA est fortement associée a la présence
d’autoanticorps dirigés contre le peptide CLIP, issu du clivage du CD74 (aussi appelée chaine
invariante li, qui se lie au CMH de classe Il nouvellement synthétisé dans le RE) (Baraliakos et

al., 2014). La SpA est également associée a la présence d’autoanticorps dirigés contre PPM1A
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(Protein Phosphatase Magnesium Dependent 1A) a la fois chez les patients SpA et chez le rat
B27 (Kim et al., 2014). Cette protéine PPM1A est directement impliquée dans le remodelage
osseux puisqu’elle peut directement induire le développement des ostéoblastes (Kim et al.,
2014) et influencer la voie des BMP en diminuant I'expression des protéines de signalisation
Smad (Kokabu et al., 2010).

Enfin, une étude récente a démontré que la détection d’anticorps anti-nucléaires était
plus fréquente parmi les patients atteints de RhumPso que parmi la population de volontaires
sains (Silvy et al., 2015).

L’ensemble de ces données laisse penser que la réponse humorale pourrait également
participer au développement de la SpA et les résultats de I'essai clinique de phase 2 du
rituximab (traitement anti-CD20 qui réduit le nombre de LB) montrent que ce traitement peut
étre efficace chez les patients qui n’ont pas recu d’anti-TNF (Song et al., 2010). Néanmoins, le
nombre de patients étudiés était tres faible (10 patients SpA sans anti-TNF et 10 patients SpA
ayant préalablement recu un anti-TNF) et une étude sur un échantillon plus important est
indispensable pour conclure définitivement sur I'efficacité du rituximab dans la SpA. De plus, 2
patients n’ayant pas de lymphocytes B ont développé une SpA (Baeten et al., 2008), ce qui
représente un fort argument contre I’hypothése d’une implication de ces cellules dans cette
pathologie.

Bien que ces résultats laissent supposer d’un role de la réponse B, potentiellement
menée par les T, dans la SpA, le caractere pathologique de cette voie reste a démontrer. Cela
n’exclut toutefois pas une implication d’ICOS, suggérée par nos résultats, par d’autres

mécanismes tels que l'induction de lymphocytes This.

Influence des DC dans le déséquilibre IL-17/IL-10 chez les Treg

Comme nous lI'avons précédemment vu, les DC de rats B27 ont de nombreux défauts
fonctionnels et participent notamment a I'expansion des LT producteurs d’IL-17 (Glatigny et al.,
2012). De fagon intéressante, les expériences de co-cultures ont permis de montrer que les DC
B27 sont aussi capable d’induire le déséquilibre IL-17/IL-10 observé chez les Treg de rats B27.
Cependant, les DC B27 ne sont pas capables d’influencer la balance cytokinique des Treg des
rats NTG. Ainsi, il est trés probable que l'altération de la synthése d’IL-17 et d’IL-10 soit
également liée a des défauts intrinseques aux LT, et dans ce cas aux Treg, issus du rat B27.

Ce résultat renforce donc I'idée d’un role important des DC dans I'induction de la SpA,
tout du moins chez le rat B27, de par leur induction d’un caractere pro-inflammatoire chez les
LT régulateurs qui vont ainsi participer au développement de linflammation par leur

production d’IL-17. Il faut toutefois souligner que ce défaut n’est pas lié a une modification de
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I’'expression d’ICOS-ligand qui est similaire entre les DC de rats NTG et B27. Un candidat
probable est le CD28 car il a précédemment été montré que I'hypostimulation des LT et
I'induction des Thiz par les DC B27 impliquait notamment I'axe CD86/CD28. L’étude de Paulos
et al publiée en 2010 va également dans ce sens. En effet, elle révéle que la stimulation d’ICOS
de LT CD4* non polarisés en présence de cytokines pro-Thiz booste la production d’IL-17.
Cependant lorsque CD28 est stimulé en méme temps qu’ICOS dans les mémes conditions, la
production d’IL-17 est réduite (Paulos et al., 2010). Les auteurs en déduisent donc que le CD28
exerce un « effet véto » sur ICOS. Cependant cette induction de Thi; par ICOS passe par
I'augmentation de I'expression de c-maf et IL-21, alors que nos résultats indiquent
paradoxalement une baisse de I'expression de ces deux molécules chez le rat B27. Cette baisse
peut cependant étre reliée a la sous-expression de I'lL-27 par les DC B27 car elle est capable
d’induire I'expression de c-maf et de I'lL-21 (Pot et al., 2009).

Il semble donc que l'induction de Thiz par ICOS chez le rat B27 passe par d’autres
mécanismes que I'induction de c-maf et I'lL-21 et qui restent a préciser. L'influence du CD28 sur
la différenciation Thi; a également été montré chez la souris, ou une stimulation de LT CD4*
naifs de la rate en présence de CD28 diminue la pourcentage de Thi7 générés (Bouguermouh et
al., 2009). Cette balance CD28/ICOS sur l'induction des Thi; semble jouer un réle important
chez le rat B27. Des résultats préliminaires obtenus au cours de ce travail de thése ont par
exemple montré une forte corrélation entre le ratio ICOS/CD28 et le pourcentage de cellules

productrices d’IL-17 au cours de la polarisation de LT naifs de rats B27 en Thyy.

Importance d’ICOS in vivo

L'ensemble des données obtenues in vitro nous a conduits a vouloir confirmer
I'importance d’ICOS dans le développement du phénotype pro-Thi; observé chez le rat B27.
Afin d’étudier I'impact d’ICOS in vivo, nous nous sommes tournés vers la création de rats B27
n’exprimant pas ICOS (rats B27 ICOS KO). Les fondateurs de la lignée ICOS KO étant des rats
avec un fond génétique Sprague-Dawley, nous avons tout d’abord effectué un backcross afin de
transférer la mutation ICOS-KO sur le fond génétique Fisher (F344) que nous utilisons au
laboratoire. La SpA du rat étant fonction du fond génétique (par exemple les rats B27 avec un
fond génétique Dark Agouti ne développent aucun symptome), il ne faut donc pas exclure
I’hypothése que la trés faible proportion de fond génétique Sprague-Dawley restante chez le
rat B27 ICOS-KO ait une influence sur le phénotype observé. Nous n’avons toutefois pas
observé de différence significative sur I'apparition et la sévérité des symptdmes cliniques entre
les rats B27 Fisher et les rats B27 Fisher/Sprague-Dawley. Il est a noter que n’avons également

pas observé de différence entre les rats B27 sauvages (rats B27-1COS**) et hétérozygotes (rats
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B27-1COS*") pour la mutation ICOS. L’absence d’ICOS n’a par ailleurs pas d’impact majeur chez
les rats non transgéniques.

Lors de notre suivi clinique des rats B27 ICOS KO, de 6 a 40 semaines de vie, nous avons
observé une diminution significative de la sévérité des symptdmes par rapport aux rats B27
exprimant ICOS. Cette diminution est trés claire au niveau de la diarrhée, qui reste trés faible
jusqu’a I'age de 6 mois. A partir 6 mois, nous observons une aggravation du phénotype chez les
rats ICOS KO et leur score clinique rejoint celui des rats B27 exprimant ICOS. L’analyse
histologique du systéeme digestif de ces rats montre que les rats B27 ICOS KO ont une
inflammation intestinale moins importante que les rats B27 ICOS WT, méme aprés 6 mois de
vie. De facon trés intéressante cette protection partielle est associée a une réduction
significative du pourcentage de cellules Thi; et de celles produisant du TNF-a. De plus, nous

avons observé une augmentation de la proportion de cellules produisant de I'IL-10.

ICOS et Thyy

Bien que la délétion d’ICOS soit associée a une baisse importante du pourcentage de
Thi7 dans les ganglions mésentériques de rats B27 in vivo, il est important de noter que ce
pourcentage reste plus élevé que celui retrouvé dans les ganglions de rats NTG, qu’ils
expriment ou non ICOS. Ainsi, une autre hypothése pour expliquer pourquoi les rats B27 ICOS
KO ne sont que partiellement protégés est que les rats B27 ne développent les symptomes qu’a
partir d’une certaine concentration d’IL-17 ou d’un certain pourcentage de Thi7. Comme ICOS
est impliqué dans I'expansion des Thi; et la synthése d’IL-17 par les Treg de rats B27, son
absence in vivo pourrait donc induire un retard dans I'augmentation graduelle de la production
d’'IL-17 par les LT CD4*. Une perspective de ce travail serait donc de mesurer a différents ages le
pourcentage de Thi; dans les ganglions de rats B27 n’exprimant pas ICOS et d’observer si ce
pourcentage est corrélé a I'aggravation retardée des symptémes. Les difficultés rencontrées
pour I'expansion de la lignée ICOS KO ne nous ont malheureusement pas permis d’effectuer
cette expérience au cours de ce travail de thése.

De facon tres intéressante, nous avons également observé que lorsque nous cultivons
des LT activés (CD4* CD25*) de rats B27 pendant 3 jours avec une stimulation par anti-CD3, les
LT issus de rats B27 ICOS KO produisent plus d’IL-17 que les LT activés issus de rats B27 qui
expriment ICOS, alors méme que le pourcentage de LT producteurs d’IL-17 est plus faible. Ce
résultat laisse donc penser que les LT CD25* de rats B27 ICOS KO ont un seuil d’activation plus
faible que ceux de rats B27, conduisant a une production plus forte d’IL-17. Cela pourrait donc
expliquer pourquoi les rats B27 ICOS KO, malgré leur pourcentage plus faible de Thiy,

développent une SpA pouvant étre tres sévere a partir de 6-8 mois.
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Ces résultats sont en accord avec nos observations in vitro et confirment I’hypothese
gue la surexpression d’ICOS participe au développement de la SpA chez le rat B27. Néanmoins
la protection conférée par la délétion d’ICOS n’est que partielle et ne concerne que les rats

agés de moins de 7 mois. D’autres mécanismes sont donc en jeu et restent encore a préciser.

STAT3 et SpA

Etant donné que la différenciation des Thi; repose sur plusieurs facteurs de
transcription et notamment STAT3 (Durant et al., 2010), qui est également important pour la
synthése d’IL-10, nous nous sommes intéressés a I'expression et a I'activation de ce facteur de
transcription. Bien que nous n’ayons pas observé de différence de phosphorylation de STAT3 et
réponse a I'lL-6 ou a I'lL-27, il existe une surexpression de STAT3, indépendamment de son
statut de phosphorylation, dans les LT de rats B27. Aucune augmentation n’a été observée
pour STAT1, qui oriente principalement vers la voie Th; (activé notamment par I'IFN-y et I'lL-
27). De fagon intéressante, cette surexpression de STAT3 « total » a également été observée
dans les PBMC de patients atteints de PR (Dong et al., 2014). Ce niveau anormalement élevé de
STAT3 est couplé a une augmentation de la fréquence des Thiz ainsi qu’a une baisse de la
fréquence de Treg et de I'expression de Foxp3. Les auteurs proposent que cette augmentation
de STAT3 participe au déséquilibre Thi7/Treg observé dans le sang de patients PR et pourrait
donc avoir également lieu chez le rat B27. Un dernier élément en faveur d’un réle délétere de
STAT3 dans les rhumatismes est que l'expression de STAT3 est corrélée positivement a la
sévérité de la synovite chez les patients atteints de PR. En accord avec ce résultat, I'utilisation
d’un ARN interférant dirigé contre STAT3 sur les LT CD4* de patients PR permet de diminuer le

pourcentage de Thi; et d’augmenter celui de Treg (Ju et al., 2012).

Inhibition des LT producteurs d’IL-17 par I'lL-27

Comme nous l'avons vu précédemment, les DC de rats B27 présentent plusieurs
altérations fonctionnelles et favorisent notamment I'expansion des Thiz. Peu de temps avant
mon arrivée au laboratoire, I'analyse transcriptomique de ces DC a révélé qu’elles sous-
expriment deux cytokines antiinflammatoires I'lL-10 et I'IL-27. Etant donné que le traitement
de rats B27 avec de I'lL-10 recombinante n’a pas permis de réduire la sévérité des symptdmes
(Bertrand et al., 1998), nous nous sommes focalisés sur I'lL-27 au cours de ce travail de thése.
Bien que la biologie de cette cytokine soit trés complexe, il est clairement établi que cette
cytokine inhibe le développement des Thi; et favorise I'expression de I'IL-10. De plus, une
association génétique entre IL27A, qui code pour la sous-unité p28 de I'lL-27, et la SpA a été

démontrée (International Genetics of Ankylosing Spondylitis Consortium (IGAS) et al., 2013)
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renforcant I'idée un réle de cette cytokine dans la SpA. Nous avons émis I’hypothése que la
sous-expression d’IL-27 par les DC du rat B27 participe activement au développement du
phénotype pro-inflammatoire des LT B27.

Du fait de I'absence d’IL-27 recombinante de rat disponible dans le commerce, nous
avons effectué notre étude in vitro avec une IL-27 recombinante de souris, I’'homologie entre
rat et souris pour p28 et EBI3 étant respectivement de 89 et 91%. Cette IL-27 recombinante est
constituée des deux sous-unités liées de maniére covalente (IL-27 « single-chain »), ce qui
differe de I'lL-27 « biologique » ou les sous-unités ne sont pas liées de maniere covalente et
peuvent donc interagir avec d’autres partenaires. Cette IL-27 single-chain a été utilisée dans
plusieurs études et notamment in vivo, que ce soit chez le rat ou chez la souris (Hanson et al.,
2014; Rajaiah et al., 2011; Sasaoka et al., 2011). Il ne faut donc pas exclure I'hypothese que
I'utilisation d’une IL-27 ol p28 et EBI3 ne sont pas liées de maniére covalente donne des
résultats différents de ceux que nous avons obtenus. Il est important de souligner qu’au cours
de cette étude nous avons testé I'effet de la p28 seule et nous n’avons pas observé de
phosphorylation de STAT1 et 3 ou de diminution du pourcentage de cellules productrices d’IL-
17 en réponse a l'addition de p28. Cela suggére donc fortement que les effets que nous
observons sont spécifiques de I'lL-27.

Etant donné que le développement de la SpA chez le rat B27 repose a la fois sur la
présence de cellules dérivées de la moelle osseuse B27* et des LT CD4*, nous avons dans un
premier temps effectué des co-cultures de LT CD4* isolés a partir des ganglions mésentériques
avec des DC isolées a partir de la rate de rats B27. Que les LT CD4* aient un phénotype
effecteur ou régulateur, I'ajout d’IL-27 exogéne réduit significativement la production d’IL-17
tout en augmentant celle d’'IL-10, confirmant I'effet anti-IL-17 bien établi de I'lL-27 sur les LT
CD4* (lwasaki et al., 2015). Avant d’envisager un traitement de rats B27 avec de I'lL-27, nous
avons d’abord voulu déterminer si I'lL-27 pouvait également inhiber le développement de
cellules productrices d’IL-17 a partir de LT naifs. De maniére similaire aux résultats obtenus a
partir de LT déja différenciés, I'lL-27 inhibe la génération de LT IL-17* dans des conditions de
polarisation vers le phénotype Treg (présence de TGF-B) ou vers le phénotype Thi; (présence
de TGF-B, d’IL-6, d'IL-1p et d’IL-23). L'IL-27 augmente la-encore la production d’IL-10 par les LT.

L’ensemble de ces résultats est en accord avec les données de la littérature qui
montrent clairement que I'lL-27 inhibe le développement des Thiz. Cependant son effet
inhibiteur sur les LT producteurs d’IL-17 déja différenciés contredit les résultats d’El-behi et al.
qui n‘ont pas observé d’effet inhibiteur de I'lL-27 sur les Thi; déja différenciés (El-behi et al.,
2009). Une premiére différence entre cette étude et la notre est que nous travaillons chez le

rat alors que I'équipe d’El-Behi a étudié I'effet de I'lL-27 sur les LT de souris. De plus, les Thiy
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ont été générés in vitro en présence de TGF-B et d’IL-6 puis mis au repos 2 jours en présence
d’IL-2 alors que nous avons étudié I'effet de I'lL-27 sur des populations isolées ex vivo.

La sous-expression d’IL-27 par les DC de rats B27 participe donc a I'établissement du
phénotype pro-inflammatoire observé dans les LT CD4* de rats B27 (expansion de Thi; et
déséquilibre cytokinique dans les Treg). Afin de renforcer I'idée de I'lL-27 comme nouvelle cible
thérapeutique dans la SpA, nous avons cultivé des LT CD4* isolés a partir du sang de patients
SpA, tous porteurs du HLA-B27, avec de I'lL-27 recombinante humaine. Nous avons pu ainsi
confirmer I'effet inhibiteur de I'lL-27 sur la production d’IL-17 mais n’avons pas observé
d’augmentation de la synthése d’IL-10. Ces LT CD4* ne sont cependant pas isolés depuis un site
inflammatoire, a la différence des LT CD4* du rat B27 que nous avons isolé a partir des
ganglions mésentériques. Il serait par exemple intéressant d’étudier la réponse a I'lL-27 des LT

CD4* obtenus a partir du tissu synovial de patients SpA.

Perspective de I’essai préclinique avec I'lL-27

Ces données trés prometteuses nous ont donc amenés a vouloir traiter in vivo des rats
B27 avec de I'lL-27 recombinante car nous pensons que I'IL-27 est capable de diminuer la
sévérité des symptomes observés chez le rat B27 en modulant la balance IL-17/1L-10 dans les
LT. L'IL-27 recombinante de souris que nous avons utilisée pour nos expériences in vitro est
cependant inutilisable in vivo chez le rat car elle risque d’induire une immunogénicité lors de
son administration prolongée. Nous nous sommes donc tournés vers la production d’une IL-27
recombinante de rat a I'aide du systeme baculovirus/cellule d’insecte Sf9 en collaboration avec
'unité INSERM U1179. Malheureusement, nous n’avons pas réussi a obtenir une IL-27
suffisamment pure pour envisager 'essai préclinique et les quantités d’IL-27 obtenues apres
production étaient trop faibles. Malgré la présence de deux protéines contaminantes de nature
inconnue, les premiers tests fonctionnels montrent que I'lL-27 recombinante de rat diminue la
synthese d’IL-17 par les LT CD4* in vitro et induit la phosphorylation de STAT1 et de STAT3 de
facon similaire a I'lL-27 de souris. |l est important de souligner que la solution ne contenant que
les protéines contaminantes et pas d’IL-27 n’a eu aucun effet sur la production d’IL-17. Ce
résultat est donc encourageant et nous espérons débuter I'essai préclinique dans les

prochaines semaines.

Effet de I'IL-27 chez le rat B27 in vivo ?
Bien que les Thizy soient de tres bonnes productrices d’IL-17, la synthése de cette
cytokine n’est pas seulement due cette seule population cellulaire. Il a été rapporté une

augmentation de la proportion de LT CD4" y/6 producteurs d’IL-17 dans le sang de patients
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atteints de SpA (Kenna et al., 2012), ainsi qu’une augmentation de la fréquence d’ILC3 dans
I'intestin (Ciccia et al., 2015). Ces ILC3 sont cependant particuliers car ils sont caractérisés par
I’expression de T-bet, sans expression de RORc. L’IL-27 est capable de moduler I'activité des LT
CD4*y/& (Morandi et al., 2012) et il a été rapporté que I'lL-27 peut inhiber les ILC2 (Moro et al.,
2016), mais aucune donnée n’est pour l'instant publiée sur son effet sur les ILC3. L'IL-27 peut
également réguler le recrutement des neutrophiles (Watzlawick et al., 2015), qui constituent
une population importante de linfiltrat inflammatoire observé chez le rat B27 (van
Duivenvoorde et al.,, 2012). Enfin, les mastocytes représentent une population cellulaire
d’intérét dans la SpA et surtout dans la SpA périphérique ou ces cellules sont d’importantes
productrices d’IL-17 (Noordenbos et al., 2012). Le ciblage de cette population par le nilotinib a
récemment démontré une efficacité chez les patients atteints de SpA périphérique (Paramarta
et al., 2016). Les effets de I'lL-27 sur cette population sont cependants mal définis car elle peut
favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires par les mastocytes (Pflanz et al., 2004),
mais les souris IL-27Ra KO développent une mastocytose, suggérant un role inhibiteur de I'IL-
27 sur les mastocytes (Artis et al., 2004). Il est donc fortement probable que I'lL-27 influencera
de nombreuses populations cellulaires autres que les Thyy chez le rat B27 et I'étude la réponse
immune chez ces rats traités par I'IL-27 nous permettra de mieux comprendre les effets

biologiques de cette cytokine in vivo.

Mécanisme d’action de I'lIL-27

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, I'lL-27 posséde un effet ambigu sur la
production d’IFN-y. Elle peut favoriser le développement des Thi (Pflanz et al., 2002) mais son
absence peut induire une production d’IFN-y non contrélée lors d’'une infection (Hamano et al.,
2003). Nous avons pu observer cet effet ambivalent de I'IL-27 sur la production d’IFN-y au cours
de ce travail car I'lL-27 réduit la production d’IFN-y par les LT CD25* alors gu’elle induit une
production d’IFN-y par les LT naifs polarisés in vitro. Ces données sont en accord avec l'idée que
I'lL-27 possede une « fenétre d’action » pour la régulation de la réponse immune. Elle fut par
exemple décrite dans le cas d’une infection par le virus de la grippe chez des souris (Liu et al.,
2014). Le traitement tardif par I'lL-27 permet de réduire I'atteinte pulmonaire induite par le
virus alors qu’un traitement précoce aggrave la pathologie.

Apreés avoir démontré I'effet anti-Thiy de I'lL-27 sur les différentes sous-populations de
LT CD4* du rat B27, nous nous sommes attelés a mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans cette inhibition de la production d’IL-17. Sachant que les DC et les LT expriment un
récepteur a I'lL-27 fonctionnel, nous nous sommes concentrés sur I'effet de I'lL-27 sur les LT

CD4* seuls car nous avons observé que la culture de DC pendant une nuit en présence d’IL-27,
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avant leur mise en culture avec des LT CD4*, n’a presque aucun effet. Le pourcentage de LT
producteurs d’IL-17 induit par les DC pré-incubées avec de I'IL-27 est en effet similaire a celui
induit par les DC non traitées. De plus, I'lL-27 n’influence pas I'expression des molécules de
costimulation (CD40, CD86) ou du CMH a la surface des DCs. A I'inverse, la culture de LT CD4",
sans DC, en présence d’'IL-27 permet de réduire la production d’IL-17 et d’augmenter celle d’IL-
10 de facon significative. Ces résultats suggerent que I'lL-27 influence peu la fonction des DC
mais modifie profondément le phénotype des LT du rat B27 in vitro.

Nous avons montré que l'effet inhibiteur de I'IlL-27 sur la production d’IL-17 est
indépendant de I'IL-10, bien qu’elle soit capable d’inhiber la production d’IL-17 par les LT CD4*
(Slight et al., 2013). Il avait précédemment été démontré que I'effet anti-inflammatoire de I'lL-
27 sur la colite in vivo est dépendant de I'lL-10 (Hanson et al., 2014) mais une autre étude a
montré que I'lL-27 peut inhiber les Thyy indépendamment de cette cytokine dans le contexte de
I'EAE (Fitzgerald et al., 2013). Ces données suggerent que I'lL-27 posséde plusieurs mécanismes
d’action pour inhiber I'inflammation et dans le cas du rat B27, I'inhibition de la production d’IL-
17 est indépendante de I'lL-10. Une comparaison du transcriptome de LT cultivés en présence
ou non d’IL-27 permettra de mieux définir les voies impliquées dans I'effet anti-inflammatoire

de I'lL-27.

IL-27 et ICOS

Etant donné que I'addition d’IL-27 et le blocage de la voie ICOSL/ICOS influencent de
facon similaire la balance IL-17/IL-10 et qu’il a été démontré que I'IL-27 pouvait influencer
I’expression d’ICOS (Batten et al.,, 2010; Pot et al., 2009), nous nous sommes demandés si
I'action de I'lL-27 passait par la modulation d’ICOS dans notre systéeme. Bien que I'lL-27 réduise
significativement I'expression d’ICOS a la surface des LT, nous avons observé que la réduction
de la syntheése d’IL-17 par I'IL-27 ne nécessite pas la présence d’ICOS. Cette baisse d’expression
d’ICOS par I'lL-27 semble étonnante car les données de la littérature indiquent une
augmentation de I'expression d’ICOS par I'IL-27. Néanmoins, dans notre étude les LT de rats
B27 expriment de fagon anormalement élevée la molécule ICOS mais il semble que I'lL-27
affecte différemment I'expression d’ICOS chez le rat et chez la souris. Il faut cependant signaler
gue nos résultats obtenus par cytométrie tendent a montrer que le pouvoir inhibiteur de I'lL-27
semble plus faible sur les LT de rats B27 ICOS KO que sur ceux de rats B27 ICOS WT. Cela
suggere que la diminution de la production d’IL-17 par I'IL-27 est partiellement dépendante
d’ICOS. Ce résultat n’est malheureusement pas confirmé par le dosage de I'lL-17 dans le
surnageant des cultures mais il n’est pas a exclure que ICOS et I'lL-27 agissent, au moins en

partie, de maniéere concertée sur la production d’IL-17 par les LT CD4".
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CONCLUSION

Bien que la prise en charge de la SpA se soit fortement améliorée ces dernieres années,
les traitements anti-TNFa et anti-IL-17 n’ont pas d’effet sur une proportion non négligeable de
patients et représentent un colt important. Malgré la connaissance depuis 40 ans de
I'association entre SpA et HLA-B27, les mécanismes impliqués dans le développement de cette
pathologie restent non élucidés mais la pathogénicité de la voie Thi7 est bien établie. Au cours
de ce travail de thése, nous avons cherché a comprendre les causes de I'expansion des LT CD4*
producteurs d’IL-17 chez le rat B27, excellent modéle animal de SpA, avec pour objectif
secondaire la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

Ce travail a participé a la découverte du réle d’ICOS et de I'lL-27 dans cette pathologie.
Bien que l'effet de I'lL-27 soit a confirmer in vivo, son activité anti-inflammatoire a déja été
démontrée dans d’autres modéles animaux de colite et d’arthrite, deux symptémes associés a
la SpA. Nous pensons qu’elle sera capable, comme la délétion d’ICOS, de réduire la sévérité des
symptomes chez le rat B27. Par leur capacité a réduire la synthése d’IL-17 pro-inflammatoire et
a induire la production d’IL-10, nous pensons que I'IL-27 et ICOS représentent deux nouvelles

perspectives thérapeutiques prometteuses dans le traitement de la SpA.
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Abstract

Spondyloarthritis (SpA) is a group of chronic inflammatory disorders with axial and
peripheral symptoms. A strong association of SpA with the human leukocyte antigen (HLA)
class | molecule B27 is known since 40 years but the pathogenic role of HLA-B27 remains
largely unexplained. Studies using transgenic rats overexpressing HLA-B27 (B27 rats)
revealed the fundamental role of antigen-presenting cells and CD4* T cells in the
development of SpA. This review aims to summarize the current knowledge about
interactions between these cells in B27 rats and patients with SpA. Current data from
animal models show that dendritic cells support the pathogenic expansion of This cells, in
part by impaired costimulatory signaling. Furthermore, recent clinical trials support the
importance of the IL-23/Thi7 axis in SpA. However, the precise role of dendritic cells in
human SpA is not well established. Given the critical role of dendritic cells in the control of
T cell responses, characterization of their interaction with CD4* T cells in this pathology may

lead to the development of novel targeted therapies.
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Introduction

Spondyloarthritis (SpA) encompasses several chronic inflammatory disorders mainly
affecting the spine and the sacro-iliac joint (axial manifestations). These symptoms can
combine with peripheral arthritis, enthesitis and with extra-articular manifestations as
anterior uveitis, psoriasis and inflammatory bowel diseases (Crohn’s disease and ulcerative
colitis). The different forms of SpA are traditionally ankylosing spondylitis (AS), arthritis
associated with inflammatory bowel disease (IBD), psoriatic arthritis (PsA), reactive arthritis
(ReA) and undifferenciated SpA (uSpA). Recently, the Assessment of Spondyloarthritis
International Society (ASAS) proposed a new classification for SpA, subdividing it into axial
and peripheral SpA (Rudwaleit et al., 2009, 2011).

SpA affects 0.5-1% of the population and its prevalence in the French population
was recently evaluated to 0.43% (Costantino et al., 2015a). Despite the fact that the strong
association between SpA and the class | major histocompatibility complex (MHC) antigen
HLA-B27 was described 40 years ago, the precise mechanisms implied in the development
of SpA by HLA-B27 remain still elusive (Bowness, 2015). The role of HLA-B27 in this disorder
is highlighted by several animal models particularly by rats overexpressing HLA-B27 and
human 32 microglobulin (hB2m). These rats spontaneously develop a phenotype closely
resembling human SpA with chronic intestinal inflammation, arthritis, spondylitis and
psoriasis, in the presence of normal microbial flora (Breban et al., 2004; Taurog et al., 1994;
Vieira-Sousa et al., 2015). These animal models are extensively used to better understand
the cellular and molecular mechanisms involved in SpA. Using animal model, Breban and
colleagues showed by cell transfer experiments the fundamental role of B27* bone marrow
(BM) cells (Breban et al.,, 1993) and CD4* T cells (Breban et al., 1996) in the induction of
SpA. It is interesting to note that CD8* T cells are dispensable for the development of SpA in

experimental model (May et al.,, 2003), despite the fact that HLA-B27 is a MHC class |
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molecule which presents antigenic peptides to those cells. This strong association between
SpA and class | MHC led to the creation of the “arthritogenic peptide” theory, corroborated
by the recent “MHC-l-opathy” concept (McGonagle et al., 2015). In this theory, SpA and
Behget disease are triggered by mechanical stress and/or microbial products presented by
class | MHCs to CD8* T cells which reinforce aberrant innate immune reactions at sites of
injury. The strong influence of ERAP1 polymorphisms in SpA susceptibility is a powerful
argument in favor of this theory (Cortes et al., 2015; Costantino et al., 2015b). However,
the absence of a clearly identified arthritogenic peptide and the minor role of CD8* T cells

in B27 rats challenge this “arthritogenic peptide” concept (Bowness, 2015).

Essential role of antigen-presenting cells and CD4* T cells in animal model of SpA

Two pivotal studies demonstrated the crucial role of B27* bone marrow (BM) -
derived cells and CD4+ T cells (Breban et al., 1993, 1996). The possibility that BM-derived
antigen-presenting cells (APCs) bearing the B27 transgenic locus could influence the thymic
selection process of the T-cell repertoire, and thereby contribute to disease pathogenesis,
was examined. However this hypothesis was ruled out, because contact of pathogenic T
cells with the B27 molecule in the thymus was not required for trigger the disease (Breban
et al., 1996). Several evidences highlighted the role of BM cells in SpA induction. For
instance, the transfer of disease with fetal liver cells from disease-prone transgenic lines
suggested that neither mature effector cells nor active disease in the donors was necessary
for induction of disease in the recipients. Remission of the spontaneous disease in
irradiated transgenic rats was induced by engraftment of nontransgenic (NTG) bone
marrow. These results suggest that the expression of HLA-B27 in bone marrow-derived

cells alone is sufficient for the development of B27-associated disease. Furthermore,
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successful disease transfer by using transferred lymphoid cell populations from disease-
prone transgenic lines into irradiated disease-resistant transgenic and NTG recipients,
required engraftment of bone marrow cells (Breban et al., 1993).

Concerning T cells, their fundamental role in the induction of rat SpA is
demonstrated by the absence of disease manifestations in nude B27 rats that lack
thymically derived T lymphocytes (Breban et al., 1996). Strikingly, transfer of CD4* T cells
into these nude B27 rats restored the development of the disease in a more efficient
manner than CD8* T cells. This is in accordance with the fact that depletion of CD8* T cells
has no impact on the development of rat SpA (May et al., 2003). More recently, Hoentjen
and colleagues showed that transfer of mesenteric lymph node (MLN) cells, including
lymphocytes, originating from B27 or NTG rats into athymic B27* rats induces colitis in
recipient rats (Hoentjen et al., 2006). These results highly suggest that activation of effector
T cells by B27* cells from the BM is a crucial mechanism in experimental SpA.

Taken together, these results demonstrate the crucial role of two populations: one

or several cell types derived from a B27* bone-marrow and CD4* T cells (Table 1).

Table 1: Summary of cell transfer experiments performed in B27 rats

Donor cells Receiver Disease induction Reference

Bone marrow from disease-prone B27" rat Lethally irradiated disease-resistant B27" rat Yes (Breban etal., 1993)

Bone marrow from disease-resistant B27" rat Lethally irradiated disease-resistant B27" rat No (Breban etal., 1993)

Bone marrow from NTG rat Lethally irradiated disease-prone B27" rat Remission (Breban et al., 19593}

) + ) ) ) ) + Very low
Spleen from disease-prone B27" rat Sublethally irradiated disease-resistant B27” rat {Breban et al., 1933}
penetrance

Spleen from disease-prone B27" rat Lethally irradiated disease-resistant B27" rat Yes {Breban et al., 1933}

Fetal liver from disease-prone B27" rat Lethally irradiated NTG rat Yes (Breban et al., 1993)

T cells from disease-prone B27" rat Disease-prone B27 nuderat Yes (Breban et al., 1936)
Mesenteric lymph nodes from NTG rat Disease-prone B27 nuderat Yes (Hoentjen et al., 2003)
Mesenteric lymph nodes from disease-prone B27 rat NTG nuderat Mo (Hoentjen et al., 2003)

It was then logical to speculate that the cells originating from the bone marrow responsible
for the induction of SpA in B27 rats are the antigen-presenting cells (APCs) — i.e.
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monocytes/macrophages, activated B cells or dendritic cells (DCs) - given their ability to
stimulate T cell responses. Although the formal identification of the type of APC
responsible for is still missing, we and others hypothesized that DCs are central in SpA
induction because they are the most potent activators of CD4* T cells and HLA-B27
expression leads to several altered DCs functions linked to the biased T cell response
observed in B27 rats.

In rat, dendritic cells encompass three subpopulations. Two are the conventional
dendritic cells expressing different levels of CD103, an aE integrin: CD103*CD4CD172 DC
(cDC1) and CD103*CD4*CD172* DC (cDC2). The third is rat plasmacytoid dendritic cells:
CD103-CD4*CD172* DC (Hubert et al., 2004). Although commonly found in the same area,
such as organ lymphoid and non-lymphoid, conventional DCs can be distinguished by,
morphology, markers and function.

Rat cDC1, the mouse homologous CD8a* DC cell, were first described as a
subpopulation present in small intestinal lamina propria, which carried epithelium-derived
apoptotic bodies inside their cytoplasm. In contrast to cDC2, the c¢DC1 subpopulation
expresses a chemokine receptor, XCR1, which mediates the migration of cDC1 following
XCL1 ligand stimulation (Geyer et al., 2014). Expression of XCR1 defines this population as
the rat homologous of blood CD141* DC in humans (Bachem et al., 2010; Dutertre et al.,
2014). Furthermore, TLR3 is the mainly present TLR (Hubert et al., 2006). This population
has the profile of immature population. During this period, ¢cDC1 can induce a caspase-
independent cell death to another cell although they do not express NKp46 (Chauvin et al.,
2008; Trinité et al., 2005).

Rat cDC2, which are equivalent to mouse resident CD4*CD11b* DC cells, are present
in T cell zone, represent around 20% of the spleen DC (Vremec et al., 2000) and display a

longer in vitro lifespan compared to their counterparts, cDC1. They were first described in
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small intestine lamina propria as a cell population exhibiting many small spiky processes
and long pseudopodia. They also expressed a nonspecific esterase, CD11b/c, MHC class Il,
Thy-1, CD172 (Liu et al., 1998) and all described toll like receptor (TLR) except for TLR-3, -7,
and -9 (Voisine et al., 2002) (Table 2). These DCs are responsible for a potent naive T cell
priming, effective T cell activation (Liu et al., 1998) and stimulation of CD4* and CD8* T cells
proliferation (Voisine et al., 2002).

It had been shown that cDC1 can also cross-present to CD8* T cells, like their human

homologous.
Table 2: Conventional dendritic cells in humans and rats
cDC1 cDC2
Human Rat Human Rot
CD205, CD11, CD172a, CD4,
CD205, XCR1, CDlc, CD172a,
CDL03, ICAM- CD3, CD90,
Markers CLEC9A, CD11b+/-, CD11c,
1, FLT3, XCR1, CD11b/c, ICAM-
FLT3, CD1b2 FLT3
MKRP1 1, FLT3
1,2,4,568,9,
TLR 3,10 3 1,2,4.56
10
IL-1of @, IL-6, IL-8,
Secreted | IL-12, IFN-B, /B IL-1, IL-6, IL-23,
. IL-12, TNF-a | IL-12, 1L-23, TNF-
cytokines CXCL10 TMF-o, TGF-p
o, TGF-B, IFN-f

Interactions between DC and T cells in SpA animal models

The first alteration observed in DCs from B27 rats (B27-DCs) was a defective
capacity to stimulate T cell proliferation (Hacquard-Bouder et al., 2004). This defect was not
linked to transgene overexpression given that HLA-B7 overexpressing DCs have a similar
capacity to stimulate T cell proliferation than DCs from NTG rats. Moreover, this defect was
not due to an underactivated state of B27-DCs because pre-activation of these DCs with LPS
or interferon-y (IFN-y) was not able to reverse their failure to stimulate T cells. It is also not

a consequence of chronic inflammation, since DCs from premorbid B27 transgenic rats and
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DCs from B27 nude rats had the same defective capacity. Interestingly, B27-DCs form less
conjugates with CD4* T cells in comparison to NTG DCs. It was also shown that B27 DCs still
have a decreased capacity to stimulate T cells in the presence of Concanavalin A or an anti-
TCRo/B antibody. These results indicate that this defect is independent of TCR engagement
but associated to costimulatory molecules expressed by DCs and T cells, as CD86 and
CD2/CD4 respectively (Hacquard-Bouder et al.,, 2004, 2007). Interestingly, a strict
correlation between DC functional defect and spondyloarthritis phenotypes was observed
in several HLA-B27 transgenic lines (Fert et al., 2008). It is important to note that decreased
ability to stimulate T cell proliferation is only observed with DCs from disease-prone
transgenic rats carrying high HLA-B27 and h2m copy numbers, because DCs from disease-
resistant rats carrying low HLA-B27 and hB2m copy numbers induced near-normal
proliferation of T cells in comparison to DCs from NTG rats. Several studies demonstrated

other aberrant functions in HLA—B27- transgenic rat DCs (Table 3).

Table 3: Functional defects of conventional DCs in B27 rats
DC subtype Functional defect Reference

Up-regulation of proteins involved in protein processing and/or class [
MHC peptide loading complex
Decreased class Il MHC expression

W . h t al., 2009
‘hole CD103 DCs Decreased expression of proteins involved in actin dynamics (Dhacnens et al., )

Reduced motility

More activated phenotype (increased expression of CD25)

Reduced viability in vitro (Dhaenens et al., 2009)
CD4'DC . '

Reduced frequency among migrating intestinal lymph DCs (Utriainen et al.. 2012)
CD4” DC Increased susceptibility to MHC class II-induced apoptosis (Dhaenens et al , 2009)

These results indicate a strong effect of HLA-B27 itself on the ability of DCs to
communicate with CD4* T cells and reinforce the idea of a central role of DCs in the
induction of SpA in B27 rats. However, these functional defects do not highlight the precise

mechanisms by which HLA-B27 induces rat SpA. To more thoroughly investigate such issue,
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transcriptomic analysis comparing ex vivo purified CD103*CD4* splenic DCs between B27
rats and control HLA-B7/NTG rats was done (Fert et al., 2014) because CD4"* splenic DCs are

more potent activators of CD4* T cells than CD4  DCs (Voisine et al., 2002),

Transcriptomic analysis of B27 DCs

IFN signaling was the most significantly affected pathway in B27 rat DCs, with a
majority of genes connected to IFN being under-expressed, as compared to controls. This
pattern was already present at disease onset, persisted over time, and was conserved in
two disease-prone B27 rat lines. In addition to this reverse IFN signature, an up-regulation
of genes linked to ER stress (i.e., Calr, Pdia3, Pdia4, and Pdia6) was observed. Interestingly,
it was found that in B27 rat DCs, found an upregulation of suppressor of cytokine signaling-
3 that may account for reverse IFN signaling, The meta-analysis between rat conventional
DCs and human monocyte-derived macrophages data revealed IFN-regulated genes that
were negatively regulated both in human and rat SpA: Irf1, Statl, Cxcl9, Cxcl10, Ifit3, Ddx60
and Epstil.

On the other hand, it was observed a decreased expression of //110 and /127 mRNAs
in B27 DCs. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine which inhibits expression of
proinflammatory cytokines and chemokines by T cells and decreased IL-10 expression by
DCs could be important in SpA pathogenesis. Nevertheless, this hypothesis is challenged by
the fact that recombinant IL-10 administration to B27 rats had no impact on disease
expression despite decreased expression of inflammatory cytokines, as TNF-a and IFN-y
(Bertrand et al., 1998). Similarly to IL-10, IL-27 has broad anti-inflammatory properties,
mainly by inducing IL-10 production by several CD4* T cell subsets and by inhibiting the

development of Thi; cells (Iwasaki et al., 2015; Yoshida and Hunter, 2015). Importantly, IL-
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27 production by DCs is induced by IFN-B, thus decreased IL-27 production observed in
B27-DCs might be partly due to this reverse IFN signature. Decreased IL-27 and IL-10
productions could partially explain the expansion of Thiz cells induced by B27 DCs.
However, further investigations are needed to define the role of these expanded Thi cells
by B27 DCs in the induction of SpA. Clinical efficacy of secukinumab (an anti-IL-17A
antibody) in SpA (Baeten et al., 2013) corroborates the idea of a relevant role of IL-17 in

pathogenesis of SpA.

DC and T cell subsets interactions

As highlighted above, HLA-B27 expression has a broad effect on the phenotype of
dendritic cells and several studies have been conducted to decipher the effects of these
altered DCs on the differentiation and the function of the other crucial cell type involved in

rat SpA, CD4* T cells.

DC and T cell differentiation

The critical role for T cells in the B27-transgenic rat model of SpA is well established
(Breban et al., 1996). Furthermore, several lines of evidence strongly support a direct role
for CD4* T cells, whereas CD8* T cells appear to be dispensable (May et al.,, 2003). The
defective capacity of B27 DCs to stimulate the proliferation of T cells is also observed with
naive T cells (Hacquard-Bouder et al., 2004). Paradoxically to this defective capacity, DCs
from B27 rats induce an expansion of IL-17-producing cell from naive T cells (Utriainen et
al., 2012). Moreover, B27 DCs influence the development of regulatory T cells by fostering

the emergence of IL-17* regulatory T cells from naive T cells cultured in Treg-polarizing
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conditions (TGF-B followed by IL-2) despite no influence on the percentage of FoxP3* T cells

generated in these conditions (Araujo et al., 2014).

DC and Thi; cells

An expansion of CD4* T cells in the LNs draining the sites of inflammation in B27-
transgenic rats was observed (Glatigny et al., 2012). Interestingly, the frequency of CD4* T
cells has also been shown to be increased in the peripheral blood of SpA patients (Shen et
al., 2009). After characterization of cytokines produced by CD4* T cells, we observed a
preferential expansion of TNF-B and IL-17A-producing cells, which paralleled disease
development, likely corresponding to Th17 cells. Notably, this increase appeared later in the
popliteal LNs than in the MLNs, parallel to the development of arthritis. Strikingly, B27 DCs
(whole CD103* DCs or DCs isolated by the method described by Knight et al. (Knight et al.,
1983)) support this Thi7 expansion. Furthermore, this Th17 induction by B27 DCs is contact

dependent and involves the CD28/CD86 axis (Glatigny et al., 2012).

Another mechanism for dendritic cells to induce SpA could be production of IL-23
which is critical for the terminal differentiation of Thi7 cells (McGeachy et al., 2009). Several
studies reveal an important role of IL-23 in the inflammation process. Importantly, mice
overexpressing IL-23 by mini circle injection in the tail spontaneously develop enthesitis, a
specific symptom of SpA, involving an unusual population of IL-23R* CD3* CD4  CD8' T cells
(Sherlock et al., 2012). Moreover, Delay et al. showed an increased expression of IL-23 in
CD11b/c* APCs (containing macrophages and DCs), correlated with increased expression of
IL-17 by CD4* T cells (Delay et al., 2009). Furthermore, the SpA-like pathology observed in

SKG mice - which have a muted ZAP70 protein - treated with curdlan is dependent on CD4*
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T cells and on IL-23 (Ruutu et al., 2012). Altogether, these results indicate an important role

of IL-17 and IL-23 in the development of SpA.

DC and regulatory T cells (Treg)

Given that Treg cells and Th7 cells have been described as 2 distinct subsets with
opposing effects on inflammatory disorders, one could hypothesize that the This cell bias
observed in B27-transgenic rats could potentially result from a decreased frequency and/or
a functional defect of Treg cells. To test this hypothesis, a comparative study the phenotype
and function of Treg cells was performed in B27-transgenic rats and control rats. An
accumulation of effector T cells (such as Th17 profile) over Treg cells in mesenteric LNs from
B27-transgenic rats occurred in parallel with disease development. This imbalance was not
correlated with impaired Treg cell differentiation, suggesting that it might rather be
attributable to an abnormal function of Treg cells. Despite this imbalanced Treg:Teff cell
ratio, the in vitro suppressive activities of Treg cells were not compromised in these rats.
However, we observed a decreased proportion of IL-10* cells among FoxP3* Treg cells from
B27-transgenic rats, whereas no alteration of TGF-B expression was observed, suggesting
that expansion of proinflammatory Thi; cells in B27-transgenic rats could result from
deficient IL-10 production by Treg cells in these animals. Moreover, the proportion of IL-17*
producing Treg cells was increased in B27- transgenic rats. Cocultures of polarizing or
sorted Treg cells from B27-transgenic rats with magnetically sorted CD103* splenic DCs
from B27 or nontransgenic rat confirmed that imbalanced production of IL-10 and IL-17 by
Treg cells from B27-transgenic rats depends on their interaction with APCs. Interestingly,
the expression of ICOS, a marker of activation, was significantly increased in Treg cells from
B27-transgenic rats compared with those from nontransgenic or B7-transgenic control rats.

This result was paradoxical, because high levels of ICOS expression are considered to be
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characteristic of a population of Treg cells with enhanced suppressive activity and IL-10
expression (Vocanson et al., 2010). However, it was recently shown a relevant role for ICOS

signaling in the generation and maintenance of human Th17 cells (Paulos et al., 2010).

To investigate whether the interaction between ICOS and ICOSL was directly
implicated in the induction of imbalanced production of IL-10 and IL-17, the ICOS—-ICOSL
interaction was blocked using anti-ICOS monoclonal antibody during cocultures of B27-
transgenic rat DCs with Treg cell-differentiating cells or with CD4*CD25" cells. Blockade of
ICOS-ICOSL pathway resulted in decreased IL-17 expression and increased IL-10 expression
by differentiated Treg cells, thereby restoring the balance between the cytokines. This
suggested that ICOS signaling may contribute to disease development in experimental SpA,
particularly by facilitating the generation of abnormal IL-10/IL-17—producing Treg cells. In
contrast, blockade of the ICOS—ICOSL interaction was unable to reverse the cytokine
imbalance in ex vivo—sorted Treg cells, indicating that another pathway is presumably

involved in driving the imbalance between IL-10 and IL-17 in differentiated Treg cells.

Additional theories of HLA-B27 pathogenesis

Other hypotheses were advanced to explain SpA pathogenesis, including misfolding
of HLA-B27 which results in an unfolded protein response (UPR) (Turner et al., 2005) and
recognition of HLA-B27 homodimers (B27;) by killer cell immunoglobulin-like receptor 3DL2
(KIR3DL2) positive cells (Bowness, 2015). For the first hypothesis, upregulated HLA-B27
expression was correlated with increased UPR in macrophages of B27 rats (Turner et al.,
2007) and this increased UPR was linked to IL-23 expression (Delay et al., 2009). Further

studies are required to determine if DCs also present increased IL-23 production in
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response to UPR in B27 rats. For the second hypothesis, it was recently shown that the

blockade of B27,/KIR3DL2 interaction decreased expansion of pro-inflammatory CD4* T

cells in B27 rats (Belaunzaran et al., 2015).

SpA in animal models: Summary

Antigen-presenting cells, including DCs, and CD4* T cells are crucial in the

development of rat SpA as demonstrated by cell transfer experiments. These cells present

several functional defects but further studies are needed to better understand how HLA-

B27 induces arthritis and colitis in B27 rats. However, there is strong evidence for the

leading role of the Thi7 axis, at least in part induced by DCs, in the development of this

pathology (Figure 1).
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Figure 1: DCs and CD4* T cells in rat SpA.

DCs from B27 rats display several functional defects. They have a “reverse” IFN signature and underexpress
IL-27 and IL-10. The CD28/CD86 and ICOSL/ICOS axes are involved in Thi7 expansion and biased cytokine
expression by regulatory T cells in B27 rats. Additionally, IL-23 production by dendritic cells may reinforce the
development of IL-17* CD4* T cells. Interaction between HLA-B27 homodimers (B272) and KIR3DL: also induces

Th17 expansion. These events might participate to the establishment of chronic inflammation.
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DCs and CD4* T cells interactions in SpA patients

Despite the fact that B27 rats spontaneously present a phenotype closely
resembling human SpA with a high penetrance (Vieira-Sousa et al., 2015), the mechanisms
involved in the development of rat SpA may be slightly different from those involved in
human spondyloarthritis. For example, around 70% of SpA patients are HLA-B27* but 95%
of HLA-B27* people remain healthy (Reveille, 2011). However, there is a growing body of
evidence supporting the role of DCs and Thi7 cells in the pathogenesis of human SpA. First,
GWAS studies revealed an association between AS and several genes involved in the IL-
23/Thiz pathway, as IL23R, IL12B, TYK2 and STAT3 (Davidson et al., 2011; (igas), 2013;
(tasc), 2010). Moreover, association of /L27A and ICOSL with SpA supports a role of IL-27
and ICOSL/ICOS pathway in humans, as in B27 rats. PTGER4 is also associated with SpA and
encodes a prostaglandin receptor able to induce IL-23 production by DCs (Ma et al., 2016).

IL-23 positive CD1a* dendritic cells were detected in some facet joints of AS
patients, in addition to other IL-23 positive cells as macrophages (Appel et al., 2013).
Strikingly, the presence of infiltrating mononuclear cells with dendritic morphology
expressing IL-23p19 was demonstrated within inflammatory lesions in the gut of AS
patients (Ciccia et al., 2009). It was also shown that monocytes-derived DCs (MD-DCs) from
AS patients produce IL-23 in response to TLR stimulation but without difference with MD-
DCs from healthy controls (Prevosto et al., 2012). Of note, our team recently demonstrated
that MD-DCs from axial SpA patients have a decreased capacity to stimulate allogeneic T
cells (Talpin et al., 2014), similar to the functional default observed in DCs from B27 rats.
These results suggest that dendritic cells might be involved in the development of Thi;
response in SpA patients, at least by IL-23 production.

The increased unfolded protein response observed in B27 rats was not confirmed in

the gut of patients with AS (Ciccia et al., 2014). Instead of UPR, an increased expression of
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IL23p19 in response to autophagy was observed. The authors also observed HLA-B27
misfolding which could be responsible for increased autophagy response in AS patients.
Interestingly, interaction of B27 free heavy chains on APCs with KIR3DL2* T cells was shown
to induce proinflammatory T cell response in SpA patients by promoting Thi; cell
differentiation and IL-17 production (Ridley et al., 2016). Furthermore, an increased
proportion of CD4* T cells expressing KIR3DL2 was described in patients with SpA and these
cells are enriched for the expression of IL-23R and IL-17 (Bowness et al., 2011). These
results support the idea of an altered communication between DCs and CD4* T cells in SpA
patients. HLA-B27 might induce cellular stress in DCs and interact with KIR3DL2* T cells.
These events lead to increased IL-17 production by T cells and IL-17 will promote
inflammation in cooperation with other proinflammatory cytokines as TNF-a. Of note, IL-17
production is not exclusively due to This cells but can also be linked to y&-T cells (Kenna et
al., 2012) or type 3 innate lymphoid cells (Ciccia et al., 2015) in SpA.

Importantly, there is an increased proportion of circulating Thi7 cells in patients
with AS in comparison to healthy controls and AS patients treated with TNF-a inhibitors
(Limén-Camacho et al., 2012). About the percentage of circulating Treg in SpA patients,
conflicting results exist. Appel and colleagues showed no difference between patients with
SpA and healthy controls in blood (Appel et al., 2011), in contrast to other studies which
observed decreased proportions of circulating Treg in patients with AS (Wu et al., 2011;
Xueyi et al., 2012). However, an increased proportion of Tregs was observed in the synovial
fluid (Cao et al., 2004) and in the intestine of patients with SpA (Ciccia et al., 2010),
suggesting a recruitment from the blood to inflamed organs. Tregs from patients with SpA
were able to inhibit proliferation of effector T cells but it could be insufficient to fully

control inflammation in SpA patients.
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Conclusion

Dysregulated T cell response is central in SpA pathogenesis as revealed by the
efficacy of anti-TNF-a and anti-IL-17 therapies. Dendritic cells play a critical role in
controlling the immune response and present several altered functions in B27 rats and
patients with SpA. Their communication with CD4* T cells is altered and they induce a
biased expansion of proinflammatory Thi; cells by impaired costimulatory signaling and
probably by IL-23 production. The involvement of costimulatory molecules as ICOS was not
confirmed in patients with SpA and need further investigations. Unraveling the precise
mechanisms by which DCs favor inflammation in SpA may lead to the development of novel

targeted therapies in SpA.
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