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ABSTRACT

Autoimmune myopathies (AIM), classically called myositis or idiopathic
inflammatory myopathies, represent a group of diseases characterized by clinical,
histopathologic and biologic properties. One of the most notable properties is the presence
of autoantibodies (aAb) in approximately 60% of patients. AIM includes five principal
entities: dermatomyositis, polymyositis, inclusion body myositis, overlap myositis including
the anti-synthetase syndrome and immune-mediated necrotizing myopathies (IMNM).
IMNM have recently been individualized among AIM as severe diseases frequently
associated with aAb directed against Signal Recognition Particle (SRP) or 3-Hydroxy-3-
MethylGlutaryl-CoA Reductase (HMGCR). Since SRP and HMGCR have an intracellular
localization, the role of anti-SRP and anti-HMGCR aAb in the pathophysiology of IMNM
remains unclear. Anti-SRP and anti-HMGCR aAb were recently shown to be pathogenic to

muscle cells in vitro but in vivo effects remain unknown.

During this thesis, | studied the pathophysiological role of anti-SRP and anti-HMGCR
aAb in vivo in mice. Passive transfer of IgG purified from plasma of IMNM patients positive
for anti-SRP and anti-HMGCR aAb to wild-type mice elicited a muscle weakness. Immune-
deficient Rag2”’" mice presented a prolonged muscle deficit, whereas complement
component C3 deficient mice had limited signs. Mice injected with anti-SRP* IgG displayed
a strong muscle weakness with mild myocytic necrosis. The muscle deficit was milder and
histopathologic findings were not always present in mice receiving anti-HMGCR* IgG. This
is in accordance with clinical findings in anti-SRP* patients which present a more severe
disease than anti-HMGCR™* patients. When supplemented with human complement, mice
receiving anti-HMGCR* IgG showed a more severe muscle deficit. This supplementation
increased the deficit induced by anti-SRP IgG in a milder way. In collaboration with INSERM
UMRS974, we showed that the targets SRP and HMGCR can be detected on the surface of

myofibres in vitro, suggesting that they could be accessible to aAb in vivo.

Together, these results demonstrate for the first time the pathogenic role of anti-
SRP and anti-HMGCR aAb in vivo and the implication of complement, contributing to a

progress in the comprehension of MNAI pathophysiology.



RESUME

Les myopathies auto-immunes (MAI), classiquement appelées myosites ou
myopathies inflammatoires idiopathiques, représentent un groupe de maladies définies
par des caractéristiques cliniques, histopathologiques et biologiques. Une des
caractéristiques les plus notables est la présence d’auto-anticorps (aAc) chez environ 60%
des patients. Les MAI regroupent : les dermatomyosites, les polymyosites, les myosites a
inclusion, les myosites de chevauchement incluant le syndrome des anti-synthétases et les
myopathies nécrosantes auto-immunes (MNAI). Les MNAI ont été récemment
individualisées parmi les MAI comme des maladies graves fréquemment associées a la
présence d’aAc dirigés contre la Signal Recognition Particle (SRP) ou la 3-Hydroxy-3-
MéthylGlutaryl-CoA Réductase (HMGCR). La localisation de SRP et HMGCR étant
intracellulaire, le role des aAc dans la physiopathologie des MNAI reste mal compris. La
pathogénicité des aAc anti-SRP et anti-HMGCR envers des cellules musculaires cultivées in

vitro a récemment été mise en évidence mais leurs effets in vivo demeurent inconnus.

Au cours de cette these, jai étudié le réle physiopathologique des aAc anti-SRP et
anti-HMGCR in vivo chez la souris. Le transfert passif d’IgG de patients atteints de MNAI,
positifs pour les aAc anti-SRP ou anti-HMGCR, a la souris sauvage entraine un déficit
musculaire. Ce déficit était prolongé chez la souris immunodéficiente Rag2™”", et limité chez
la souris déficiente pour la fraction C3 du complément. Chez les souris recevant les IgG anti-
SRP*, le déficit musculaire était important et accompagné de quelques signes de nécrose
myocytaire. Les IgG anti-HMGCR* induisaient une faiblesse musculaire moindre, et des
signes histopathologiques rares ou absents. Ces résultats sont en accord avec I'observation
chez ’homme d’une maladie plus grave chez les patients anti-SRP* par rapport aux patients
anti-HMGCR*. La supplémentation en complément humain des souris augmentait le déficit
musculaire induit par les IgG anti-HMGCR* et de facon moindre pour les IgG anti-SRP*. En
collaboration avec I'INSERM UMRS974, nous avons montré que les cibles SRP et HMGCR
peuvent étre détectées a la surface des fibres musculaires in vitro, suggérant qu’elles

puissent étre accessibles aux aAc in vivo.

Ces résultats démontrent pour la premiére fois le role pathogéene des aAc anti-SRP
et anti-HMGCR in vivo et I'implication du complément, contribuant a une avancée dans la

compréhension de la physiopathologie des MNAI.
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thrombocytopénique
Réticulum endoplasmique
Ribonucléoprotéine

Small ubiquitin-like modifier

activating enzyme

Syndrome des anti-synthétases
Single chain fragment variable
Single nucleotide polymorphism
Signal recognition particle
Transcription intermediary factor

Tumor necrosis factor

TSH(R) : Thyreostimulin (receptor)

UPR:

Unfolded protein response
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A) Le muscle : fonction, structure et régénération

Les muscles squelettiques représentent entre 30 et 40% du poids selon le sexe et I'age
et contiennent entre 50 et 75% des protéines de I'organisme. C'est donc le tissu le plus
abondant du corps humain. Les muscles squelettiques sont contrélés de fagcon consciente et
donc responsables des mouvements. Par opposition, les muscles lisses sont contrélés de fagcon
inconsciente et sont responsables de la respiration, de la digestion ou de la circulation du sang.
Le r6le des muscles est de transformer une énergie chimique en énergie mécanique, générant
ainsi mouvement et force. lls possedent également divers réles métaboliques par la
production de chaleur et le stockage d’acides-aminés et de carbohydrates (Frontera and

Ochala, 2015).

1. Structure

Le muscle squelettique est principalement composé de fibres musculaires et tissu
conjonctif (fascia ou matrice extracellulaire) organisés de facon particuliere. L'entité muscle
est entourée par I'épimysium, enveloppe de tissu conjonctif permettant de I'individualiser. Au
sein du muscle des groupements de fibres forment les faisceaux musculaires entourés par une
nouvelle enveloppe de tissu conjonctif, le périmysium. Enfin, chaque fibre musculaire est
entourée par I'endomysium ainsi que par sa membrane cellulaire appelée sarcolemme (Figure
11). Le tissu conjonctif a donc pour rdle la structuration du muscle, ainsi que la protection de
ses composants. Il abrite également les nerfs ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques

(Trovato et al., 2016).

Epimysium

Fibrille

Figure 1 : Structure globale du muscle
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Les fibres musculaires sont polynucléées et résultent de la fusion de nombreux
myoblastes formant un syncytium. Chaque noyau contréle la synthése des protéines au sein
d’une région spécifique de la fibre musculaire. Les plus abondantes de ces protéines sont
I'actine et la myosine. Elles forment des myofilaments qui s’assemblent pour former les
myofibrilles, présentes par milliers dans chaque fibre musculaire. L'unité contractile de base
au sein de ces myofilaments est le sarcomére. D’autres protéines comme la titine et la
nébuline contribuent a l'intégrité du sarcomere. Les myofibrilles occupant la majorité de
I'espace dans la fibre musculaire, les noyaux sont repoussés en périphérie contre le

sarcolemme (Figure 2, Frontera and Ochala, 2015).

Sarcolemme

Mitochondrie

Myofibrille

Noyau  _.-"~ w5

.—"‘;]quue 4 zone H disque Z *a

T I I
bande | bande A bande | ligne M
! [

«—— Sarcomére —»!
ligne M C
disque Z | disque Z

Filaments d’actine 1" :
FHAEHS deHiS _< e
Filaments de myosine — -—m
Ll

Figure 2 : Structure de la myofibre et de la myofibrille
Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

Entre le sarcolemme et la lame basale (composant de I'endomysium), sont retrouvées
les cellules souches musculaires appelées cellules satellites. Elles sont monopotentes,
capables d’auto-renouvelement et sont responsables de la croissance et de la régénération
du muscle. Lorsqu’elles sont activées, elles se différencient en myoblastes qui fusionnent pour
former une fibre musculaire (Relaix and Zammit, 2012). Elles peuvent étres caractérisées par
I’expression des marqueurs Pax3, Pax7 (facteurs de transcription), M-cadhérine et CD34

(Baghdadi and Tajbakhsh, 2017).
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2. Les différents types de fibre musculaire

Il existe une hétérogénéité au sein des caractéristiques biochimiques, mécaniques et
métaboliques des fibres musculaires. Les muscles du corps possédent différentes proportion
de chaque type de fibre, qui sont classées selon leur teneur en myoglobine, leur vitesse de
contraction, leur fatigabilité et la prédominance des voies métaboliques utilisées

(oxydative/glycolytique) (Figure 3, Lamboley et al., 2014) :

- Type | : riche en mitochondries et myoglobine. Fibre oxydative a contraction lente
et résistante a la fatigue

- Type lla: riche en mitochondries et myoglobine, mais aussi en glycogene et donc
capable de glycolyse anaérobie. Fibre oxydative a contraction rapide et aux
propriétés métaboliques intermédiaires

- Typellboullx :riche en glycogene et pauvre en mitochondries et myoglobine. Fibre

glycolytique a contraction tres rapide et sensible a la fatigue

Type |

Type lla
Type IIb/IIx & &

L.

Figure 3 : Coloration des différents types de fibre musculaire
Cette coloration met en évidence I’activité ATPase qui permet de déterminer le type de fibre musculaire

Cette hétérogénéité pourrait refléter une adaptation aux différents stimuli recus des

motoneurones.

3. Dégénération et régénération
Suite @ un dommage, 3 phases se superposent afin de revenir a I’homéostasie
musculaire. La premiére phase, dégénérative, se caractérise par la nécrose et I'inflammation
du tissu lésé. Puis, suite a la clairance des débris cellulaires, de nouvelles fibres musculaires
apparaissent qui expriment des chaines lourdes de myosine embryonnaire et néonatale. Enfin,
Iirrigation sanguine et l'innervation sont restaurées et de nouvelles cellules satellites sont

mises en place (Baghdadi and Tajbakhsh, 2017). La lésion peut étre cantonnée a une partie
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d’'une myofibre qui sera alors réparée ou entrainer la destruction totale de plusieurs

myofibres.

La nécrose des fibres musculaires se caractérise par une dissolution du sarcolemme qui
entraine la libération de protéines musculaires, comme la créatine kinase qui se retrouve dans
le sang, et I'activation de protéases qui vont détruire les constituants cellulaires dont les
myofibrilles. La breche dans lintégrité du sarcolemme induit I'activation du systéme
complément qui, par chimiotactisme, va recruter des neutrophiles puis des macrophages qui
vont exercer des activités de protéolyse, d’oxydation et de phagocytose. Il existe 2 populations
distinctes de macrophages, actifs de fagon séquentielle. Premierement, des macrophages pro-
inflammatoires CD68*, responsables de la phagocytose des tissus nécrotiques, sont présents
des 3 heures post-lésion puis disparaissent rapidement. Ils promulguent la prolifération des
myoblastes. Ensuite, des macrophages CD163*, anti-inflammatoires, sont présents entre 2 et
4 jours apres la lésion. lls contribuent a la résolution de lI'inflammation et promulguent la
différenciation et la fusion des myoblastes (Chazaud et al., 2009; Ciciliot and Schiaffino, 2010;
Sonnet, 2006).

De nombreux signaux déclenchent I'activation des cellules satellites a la suite d’une
Iésion musculaire : I'apparition de sphingosine-1-phosphate, la production d’oxyde nitrique et
le relargage de facteur de croissance des hépatocytes. Les cellules satellites proliférent
rapidement dés le 2™ jour post-lésion (Nagata et al., 2006; Tatsumi et al., 1998, 2006). Une
partie de ces cellules retournent a I'état de quiescence afin de conserver le pool de cellules
souches et l'autre partie entame une différenciation avec I'expression des facteurs de
régulation myogéniques MyoD, Myf5, myogénine et Mrf4. Les cellules satellites activées se
différencient rapidement, avec I'expression de différentes chaines lourdes de myosine
(embryonnaires, néonatales puis adultes) et la fusion des myoblastes en myotubes (Figure 4,

Ciciliot and Schiaffino, 2010).
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Figure 4 : Etapes de la régénération musculaire
Suite a une lésion légére (mild) ou grave (severe), les cellules satellites quiescentes s'activent puis se différencient pour réparer
la fibre endommagée ou reconstituer des fibres completement détruites. Le processus myogénique est strictement régulé par
des facteurs de transcription clés. Les cellules satellites quiescentes expriment Pax7 (et Pax3 dans certains muscles) et Myf5.
Les signaux Notch sont trés actifs. Suite a une lésion, MyoD est rapidement surexprimé et Myf5 et Pax7 restent détectables.
Apres la phase d’amplification, les myoblastes expriment le gene de différenciation terminal Myogénine et sortent du cycle
cellulaire. Les myoblastes différenciés fusionnent a la fibre endommagée (lésion légére) ou ensemble pour former de nouvelles
fibres (lésion grave). Paralléelement, certaines cellules satellites s’auto-renouvellent pour reformer le pool de cellules souches.

L'efficacité de la maturation des myofibres et du remodelage du muscle passe par le
maintien de la lame basale. La croissance et la maturation du muscle régénéré nécessite le
rétablissement de l'innervation de la zone lésée (Ciciliot and Schiaffino, 2010). De facon
générale, les nouvelles myofibres sont de petite taille avec un noyau central (systématique

chez le rongeur mais pas chez ’lhomme, Schmalbruch, 1976).
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B) Place des myopathies nécrosantes auto-immunes

dans les myopathies inflammatoires

Une myopathie est définie par le dysfonctionnement des fibres musculaires résultant en
une faiblesse musculaire. Les myopathies peuvent avoir diverses origines, classées en deux
grands groupes : héréditaires (telles que les dystrophies) et acquises. Parmi les myopathies
secondaires, les myopathies inflammatoires sont définies par une faiblesse musculaire et un
infiltrat inflammatoire. Les myopathies inflammatoires peuvent étre de présentation et
d’origine trés variées reflétant la complexité de leur physiopathologie (Tableau 1) (Benveniste

et al., 2007).

Les principales myopathies inflammatoires

Idiopathiques Dermatomyosite

Syndrome des anti-synthétases
Myopathie nécrosante auto-immune
Myosite a inclusions

Polymyosite
Associées a une Lupus érythémateux disséminé
maladie systémique Connectivite mixte

Sclérodermie systémique
Syndrome de Gougerot-Sjogren
Polyarthrite rhumatoide

Secondaires a une Virale (VIH, HTLV-1, entérovirus, coxsackie virus, ross
infection river virus, chikungunya virus...)

Bactérienne (Clostridium perfringens, streptocoques
anaérobies, Aeromonas hydrophila, etc.)

Parasitaire (toxoplasmose, trichinose, cysticercose...)
Fongique (candidose disséminée)

Diverses Myosites associées a un cancer

Myosites ossifiantes

Myosites a éosinophiles

Myosites granulomateuses

Réaction du greffon contre I’h6te

Héréditaires pouvant Dysferlinopathies

étre accompagnées Dystrophies facioscapulohumérales

d’inflammation
musculaire

Tableau 1 : Principales myopathies inflammatoires
Adapté de Benveniste et al., 2007

Le qualificatif « idiopathique » des myopathies inflammatoires est historique, et il est
désormais largement admis que ces myopathies sont d’origine auto-immune. Les myopathies
auto-immunes (MAI) représentent un groupe hétérogéne composé de 5 types de myopathies :
la dermatomyosite (DM), la polymyosite (PM), la myosite a inclusions (IBM), le syndrome des

anti-synthétases (SAS) et plus récemment identifiées les myopathies nécrosantes auto-
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immunes (MNAI) (Hoogendijk et al., 2004). Selon les groupes d’étude, peuvent se rajouter a
ces entités principales les myosites de chevauchement (myopathie dans le contexte d’'une
maladie des tissus conjonctifs comme la sclérodermie systémique, le lupus erythémateux
systémique ou la polyarthrite rhumatoide), et/ou les myosites non-spécifiques (Allenbach et
al,, 2017, Mammen, 2016). Une combinaison spécifique d’aspects cliniques, immuno-
pathologiques et histologiques permet de différencier ces sous-types. En régle générale, les
MAI sont des affections chroniques caractérisées par une faiblesse musculaire, la présence
plus ou moins importante de manifestations extra-musculaires ainsi que la présence d’auto-
anticorps (aAc) spécifiques ou associés (Barsotti et al., 2015; Dalakas, 2015; Hoogendijk et al.,

2004; Malik et al., 2016; Tieu et al., 2016).

Les MAI sont des maladies rares, comme en témoigne une méta-analyse de 2015, avec
une incidence de 7,98/million d’habitants/an et une prévalence de 14/100 000 habitants, sans
disparité claire au niveau géographique (Meyer et al.,, 2015). A I'exclusion de I'IBM, une
prépondérance féminine est observée avec un ratio d’environ 2:1 (Furst et al., 2012; Smoyer-
Tomic et al., 2012; Tan et al., 2013). Une étude s’intéressant plus particulierement a I'IBM
note un ratio homme:femme de 3:2 (Molberg and Dobloug, 2016). L’age moyen au diagnostic
est plus élevé pour I'lBM (67ans) que pour la DM (55ans) et la PM (59ans) (Molberg and
Dobloug, 2016; Tan et al., 2013). Malheureusement, la plupart des études épidémiologiques
se basant sur une classification des MAIl en PM, DM et IBM, aucune donnée n’est disponible
pour les autres sous-types, et les données d’incidence pour la PM en particulier ne sont donc
pas fiables puisque probablement trés largement surestimées par le fait qu’elles englobent

MNAI, SAS et myosite de chevauchement.

1. Les myopathies inflammatoires auto-immunes (hors myopathies
nécrosantes auto-immunes)

1.1. Aspects clinigues et paracliniques

Le diagnostic des MAI est centré a la fois sur une évaluation extensive du muscle du
patient, sur la présence d’aAc ainsi que sur l'existence d’atteintes extra-musculaires. Le
muscle est évalué en premier lieu par un examen clinique visant a apprécier la faiblesse
musculaire ainsi que par I'histoire évolutive de la maladie. Le bilan est complété par des

examens dont I'électromyogramme (EMG), I'imagerie par résonnance magnétique (IRM), la
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détermination du taux sérique d’enzymes musculaires et |la recherche d’aAc. En dernier lieu,
c’est le plus souvent la biopsie musculaire qui est I’élément majeur permettant la classification

fiable de la MAI (Barsotti et al., 2015; Dalakas, 2015).

1.1.1. Diagnostic clinique

L’étude de 'anamnése permet de déterminer le début des symptomes et donc la vitesse
de progression de la maladie (aigué, subaigué ou chronique), de méme que I'exposition a des
traitements qui pourraient étre associés au déclenchement de la myopathie. L'examen
physique détermine la localisation de [I'atteinte musculaire : proximale/distale,

symétrique/asymétrique et quantifie la perte de la force musculaire.

En effet, la faiblesse musculaire est la caractéristique principale des MAI. Elle est avant
tout proximale, symétrique et d’installation aiglie ou subaiglie (quelques semaines a quelques
mois) pour les PM, DM et SAS (Dalakas, 2015). L'IBM se distingue par une atteinte distale (qui
demeure cantonnée aux cas avancés dans les autres formes de MAI) et asymétrique avec une
installation trés progressive (plusieurs années) (Hilton-Jones and Brady, 2016). Dans tous les
sous-types, les muscles nucaux et pharyngés peuvent étre atteints et conduire a une
camptocormie (anomalie de la posture : flexion antérieure du tronc en position debout mais
pas en position couchée) et a une dysphagie. Les cas avancés de MAI peuvent aller jusqu’a
une dyspnée lorsque les muscles respiratoires sont atteints (Dalakas, 2015). Les douleurs
musculaires (myalgies) sont surtout retrouvées dans le SAS (Stanciu et al., 2008), inconstantes
et peu spécifiques, elles ne sont donc pas considérées comme critere diagnostique (Troyanov

et al., 2005).

L’'examen physique du patient détermine également les atteintes extra-musculaires.
Hormis la DM et ses signes spécifiques (rash héliotrope et papules de Gottron), une atteinte
cutanée est possible au cours du SAS (rash, érytheme, hyperkératose, sclérodactylie et
phénoméne de Raynaud). La calcinose, spécifique de la DM consiste en des dépots
d’hydroxyapatite dans la peau, les tendons, les muscles et le fascia. Les articulations peuvent
également étre atteintes avec des arthralgies ou une arthrite (Meyer et al., 2017). L’atteinte
extra-musculaire la plus grave touche le poumon avec la pneumopathie interstitielle et
I’hypertension artérielle pulmonaire (Mathai and Danoff, 2016). Des anomalies cardiaques

asymptomatiques sont fréquentes et probablement sous-estimées. Certains sous-types de
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myopathie inflammatoire, particulierement la DM, sont fortement associés a un risque de

cancer (Wang et al., 2013).

L'ampleur des atteintes extra-musculaires est souvent inversement corrélée a la gravité
de I'atteinte musculaire (Meyer et al., 2017). L’association des atteintes musculaires et extra-
musculaire permet d’orienter la classification de la MAI mais ne permet pas un diagnostic
définitif hormis dans certains cas comme pour la DM et ses atteintes cutanées

caractéristiques.

1.1.2. Electromyogramme et imagerie par résonnance magnétique

L'EMG est anormal et de type myogene de facon quasi-systématique dans tous les
sous-types de MAL. Il ne permet donc pas de les distinguer mais il peut empécher de confondre

une MAI avec une neuropathie (Castro and Gourley, 2012; Hoogendijk et al., 2004).

L'IRM, par son caractere non-invasif, représente un avantage sur I'EMG. L'IRM,
également considérée comme un outil diagnostique par I'ENMC (European NeuroMuscular
Center) (Hoogendijk et al., 2004), peut donner des informations précieuses sur la présence,
I’étendue et I'évolution de I'cedeme, de l'infiltrat inflammatoire, du remplacement graisseux,
de la fibrose ou de I'atrophie (Barsotti et al., 2015; Castro and Gourley, 2012; Dalakas, 2015).
Elle peut donc guider utilement le site de la biopsie. Des études ont également été menées
pour améliorer I'analyse des images obtenues en cas de remplacement graisseux, qui peut
simuler une aggravation de la maladie, et donner des résultats fiables et quantitatifs (Yao and
Gai, 2012). Dans tous les sous-types de MAI, I'activité de la maladie est corrélée a I'IRM
(Barsotti et al., 2015; Tomasova Studynkova et al., 2007) et plus particulierement a I'cedeme
(Zheng et al., 2015). En effet, lorsque la maladie progresse, I'cedeme diminue pour laisser la
place a l'atrophie et a l'infiltration graisseuse qui pourraient représenter une réponse
réactionnelle (Pinal-Fernandez et al., 2016; Zheng et al., 2015) et sont signes de dommage
musculaire pouvant étre irréversible (Sanner et al., 2010). De plus, dans I'étude de Zheng et
al., ces caractéristiques sont corrélées avec une bonne (cedéme) ou une mauvaise réponse a

la thérapie (infiltration graisseuse grave).

L'IRM est capable d’objectiver des différences entre les sous-types de MAI (Sekul et al.,
1997; Tomasova Studynkova et al., 2007), en plus de distinguer MAI et dystrophies. Bien que

les caractéristiques de sous-type soient changeantes et parfois contradictoires au sein des
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multiples études, il se dégage néanmoins quelques particularités propres (a consulter dans la

partie MNAI : Tableau 9).

Cette technique d’imagerie est donc un outil de choix pour le suivi de I'activité de la
maladie ainsi que pour déterminer le meilleur site de réalisation de la biopsie (Adams et al.,
1995; Barsotti et al., 2015; Cantwell et al., 2005; Curiel et al., 2009; Day et al., 2016). Le
paralléle entre I'IRM et I'histologie a d’ailleurs été validé par une étude in vivo chez I'animal
réalisée par notre laboratoire (Bourdennet et al., soumis). Malgré ses avantages, I'IRM ne
suffit pas a poser un diagnostic et il est possible qu’elle soit normale ou difficilement

interprétable.

1.1.3. Marqueurs biochimiques : enzymes musculaires

Une atteinte musculaire, qu’elle soit anodine comme lors d’un effort sportif ou
pathologique (myopathie), peut endommager la membrane sarcoplasmique des myofibres,
entrainer une augmentation de leur perméabilité et conduire au relargage d’enzymes
cytoplasmiques telles que la créatine kinase (CK), les aminotransférases, la lactate
déshydrogénase ou |'aldolase dans la circulation sanguine (laccarino et al., 2014). Parmi ces
enzymes musculaires sériques, la CK, augmentée dans tous les sous-types de MAI, est
I'indicateur de myolyse le plus sensible et son taux peut étre multiplié jusqu’a 50 fois la valeur
normale quand la maladie est active (Dalakas, 2015; Dalakas and Hohlfeld, 2003). La premiére
cause rhumatologique de taux élevés de CK est d’ailleurs la MAI avec 55% des cas dans une
étude récente (Leverenz et al., 2016). A noter que les valeurs usuelles de CK dépendent de
nombreux facteurs tels que le sexe, I'ethnie, I'dge, la masse musculaire, I'exercice physique
(laccarino et al., 2014).

Les taux les plus bas de CK (moins de 10 fois la normale) sont retrouvés dans I'IBM
(Dalakas, 2015). Bien que le taux sérique de CK suive habituellement I'activité de la maladie
chez un malade donné, il peut étre normal pour certains patients atteints de DM (Fudman and
Schnitzer, 1986; Ntusi and Heckmann, 2010; Sizemore, 2015), de SAS, d’IBM active (Dalakas,
2015) ou d’une pathologie de longue date quand la majorité du muscle a été endommagée ou
remplacée par du tissu graisseux (Castro and Gourley, 2012).

Peu spécifiques, les aminotransférases, la lactate déshydrogénase ou I'aldolase peuvent
également étre augmentées dans d’autres circonstances comme une atteinte hépatique. Ces
enzymes sont, de plus, moins sensibles. En effet, dans une série de 76 patients atteints de

24



PM/DM selon les critéres de Bohan et Peter, 96% avaient des taux anormaux de CK et 87%

des taux anormaux d’aldolase (Hochberg et al., 1986).

1.1.4. Caractéristiques histologiques

A l'exception de I'IBM ayant une localisation distale de la faiblesse musculaire évocatrice
et de la DM avec son atteinte cutanée, I'examen clinique, I'imagerie et les taux sérologiques
d’enzymes ne permettent pas de distinguer avec assurance les différentes MAI. En revanche,
I’étude histopathologique d’une biopsie musculaire, sous réserve d’étre réalisée dans un site
atteint et interprétée par un pathologiste expérimenté, peut permettre de poser un diagnostic

ferme.

L’'examen d’une biopsie musculaire implique I'analyse de trois paramétres principaux

(Pestronk, 2011) :

= Les anomalies de la fibre musculaire. Elle peut-étre en nécrose, en
régénération (petite taille, noyau central) ou de taille anormale et exprimer des
marqueurs inhabituels comme le complexe majeur d’histocompatibilité de classe |
ou Il : CMH-I/Il. En effet, le muscle est un des seuls tissus a ne pas exprimer a la surface
de ses cellules le CMH-I. Des vacuoles, des inclusions, des agrégats de protéines ou des
anomalies mitochondriales peuvent également étre observés. La myofibre peut enfin
étre envahie par des cellules immunitaires, induisant au maximum une tunnelisation
centromyocytaire.

. Les anomalies immunologiques qui peuvent étre cellulaires ou humorales. Les
cellules immunitaires et inflammatoires qui peuvent infiltrer le muscle sont des
lymphocytes (LT CD4, CD8, LB) ou des cellules de I'immunité innée (macrophages et
cellules dendritiques en particulier). Les macrophages sont particulierement impliqués
dans la myophagocytose des fibres nécrotiques. La composante immunitaire humorale
peut étre associée a des dépots de complexe d’attaque membranaire (C5b-9).

. La localisation tissulaire des lésions. Elle peut étre endomysiale, périmysiale
et/ou vasculaire (capillaire), en particulier. La localisation des anomalies de la fibre

musculaire au sein du muscle est déterminante.
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1.1.4.1. Dermatomyosite

Les biopsies musculaires des patients atteints de DM sont caractérisées par une atrophie
périfasciculaire, vraisemblablement causée par une atteinte des capillaires (Dalakas and
Hohlfeld, 2003). Une déplétion focale des capillaires est observée, ainsi qu’une densité réduite
et une positivité du marquage du C5b-9 (Figure 5A&B) (De Visser et al., 1989; Emslie-Smith
and Engel, 1990). Il est probable que l'atteinte des capillaires ne soit pas primaire mais
secondaire a une ischémie artérielle en amont (Gitiaux et al., 2013). Les vaisseaux atteints sont
localisés dans le périmysium et I'endomysium en région périfasciculaire ou I'atrophie est
active (Pestronk et al., 2010). L'infiltrat inflammatoire est périvasculaire et périfasciculaire et
est composé majoritairement de LB et LT CD4* en cohérence avec un processus humoral
(Figure 5C&D) (Dalakas and Hohlfeld, 2003; Greenberg et al., 2005). Le CMH-I est réexprimé
chez I'ensemble des patients d’une étude de 2003, sur toutes les fibres avec un renforcement
périfasciculaire ou restreint aux fibres atrophiques périfasciculaires (Civatte et al., 2003). Les
données actuelles montrent que les interférons de type | (IFN-I) jouent un réle prépondérant
dans la physiopathologie de la DM. En effet, les transcrits induits par I'lFN-I sont surexprimés
dans les muscles et la peau des patients atteints de DM. De plus, les voies de I'IFN-I peuvent
avoir des effets déléteres sur le muscle et les capillaires, expliquant les atteintes observées au
cours de la DM (Day et al., 2017; Greenberg et al., 2005). En témoigne la corrélation entre les

biomarqueurs des voies de I'IFN-I et I'activité cutanée de la maladie (Huard et al., 2017).

Les biopsies musculaires peuvent présenter des particularités en fonction du type
d’aAc: les patients porteurs d’aAc anti-TIFly (anti-TIF1y*) présentent une dysfonction
mitochondriale accrue avec un aspect trés caractéristique de ce qui a été énoncé ci-dessus
(atrophie périfasciculaire marquée, CMH-I renforcé en périfasciculaire et fort marquage du
C5b-9) ; les patients porteurs d’aAc anti-Mi2 présentent volontiers une nécrose focale des
myofibres avec une inflammation primaire augmentée, contrairement aux anti-NXP2*
(Nuclear matrix protein 2) ayant moins d’inflammation, et les anti-MDA5* (Melanoma
differentiation-associated protein 5) présentant une atrophie périfasciculaire légere si
présente et peu d’infiltrat dans des zones CMH-I positives et périvasculaires (Benveniste et al.,

2016; Pinal-Fernandez et al., 2015).
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Figure 5 : Caractéristiques histologiques du muscle au cours de la dermatomyosite
A. Périmysium avasculaire et dépdts de C5b-9 (vert) sur les capillaires vestigiaux situés dans les régions d’atrophie des
myofibres (petite fleche) (Pestronk et al. 2010). B. Atrophie périfasciculaire, (Dalakas et al. 2003). C. Infarctus musculaire
avec infiltrat inflammatoire périvasculaire, D. marquage des LB de l'infiltrat (Benveniste et al. 2007)

1.1.4.2. Polymyosite

La PM est caractérisée par un infiltrat inflammatoire multifocal et endomysial, constitué
de LT CD8* et de macrophages entourant et/ou envahissant les fibres musculaires non-
nécrotiques exprimant le CMH-I (Figure 6) (Benveniste et al., 2007; Dalakas, 2011; Hoogendijk
et al., 2004). La réexpression du CMH-I est diffuse (Figure 6A). Il est possible d’observer un
aspect de tunnellisation centromyocytaire dans les myofibres (Benveniste et al., 2007).
L’atrophie périfasciculaire, I'atteinte des capillaires, des vacuoles bordées et les dépots de
C5b-9 sur le sarcolemme de fibres non-nécrotiques constituent des critéres d’exclusion de la

PM (Hoogendijk et al., 2004).
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A. Expression intense et diffuse du CMH-I, méme en région non-lésée. B. Absence d’expression du CMH-I par les myofibres
chez un sujet sain et expression attendue par les capillaires. C. Fibre envahie par des LT CD8. D. Infiltrat inflammatoire
endomysial. (Benveniste et al. 2007)

1.1.4.3. Syndrome des anti-synthétases

D’un point de vue histopathologique, le SAS est caractérisé par une atteinte périmysiale
et périfasciculaire, mis en lumiére pour la premiére fois en 2000 par Mozaffar et Pestronk.
L’analyse de biopsies de patients porteurs d’aAc anti-Jo1* a révélé une fragmentation du tissu
conjonctif périmysial (Figure 7A) ainsi qu’un infiltrat composé majoritairement de
macrophages. Cette atteinte du tissu conjonctif est confirmée par le marquage du périmysium
par la phosphatase alcaline. La présence de myofibres en atrophie, nécrose et régénération
est également plus forte dans la région périfasciculaire (Figure 7B) (Mozaffar and Pestronk,
2000). En 2011, dans une revue proposant une classification des myosites selon les
caractéristiques histopathologiques, la méme équipe précise ces observations, notamment
concernant le type d’atteinte des myofibres, avec la présence de nécrose et régénération
plutot que d’atrophie. Ils observent également une réexpression du CMH-I la encore avec un
renforcement périfasciculaire (Figure 7C) (Pestronk, 2011). Plusieurs études récentes ont
confirmé et précisé ces observations (Aouizerate et al., 2014; Mescam-Mancini et al., 2015;
Stenzel etal., 2015; Uruha et al., 2016). Au sein de ces études, en raison de I'atteinte commune
des régions périfasciculaires, le SAS est souvent comparé a la DM. Dans ce sens, une fréquence
plus élevée d’expression du CMH-II, plutét que CMH-I a été mise en évidence chez les patients

SAS (81,8% vs 23,5% DM), ainsi que des dépots de C5b-9 a la surface des fibres non-
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nécrotiques périfasciculaires (Figure 7D), dépodts plutét présents sur les capillaires
endomysiaux dans la DM (Aouizerate et al., 2014). Il est a noter que la toute premiére étude
n’‘avait pas observé de dépobts de complément, contrairement aux études ultérieures

(Aouizerate et al., 2014; Mescam-Mancini et al., 2015; Stenzel et al., 2015).
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Figure 7 : Caractéristiques histologiques du muscle au cours du syndrome des anti-synthétases
A. Fragmentation du tissu interstitiel conjonctif (coloration elastica van Gieson, Stenzel et al. 2015). B. Petites fibres
périfasciculaires pouvant étre nécrotiques ou en régénération (respectivement noyau large et cytoplasme basophile, fléches).
C. Expression périfasciculaire du CMH-I en surface et intracellulaire sur des fibres d’apparence normales (Pestronk et al. 2011).
D. Dépdbts de C5b-9 observés a la surface des fibres périfasciculaires (Aouizerate et al. 2014).

Des inclusions de filaments myonucléaires d’actine ont été identifiées comme étant une
caractéristique morphologique unique au SAS (Stenzel et al., 2015). Les SAS associés aux
autres aAc (anti-0J, -PL7, -PL12) semblent comporter les mémes caractéristiques, avec une
réserve concernant les anti-PL12 dont les patients présentent une moindre fréquence de
nécrose/régénération compatible avec une atteinte musculaire moins grave (Stenzel et al.,
2015; Uruha et al., 2016). Ces particularités font du SAS une entité propre, indépendante des

autres sous-types de MAL.

1.1.4.4. Myosite a inclusions

Au cours de I'IBM, l'infiltrat inflammatoire observé sur les biopsies musculaires est
similaire a celui d’'une PM : une majorité de LT CD8* accompagnés de macrophages entourant
et/ou envahissant des myofibres non-nécrotiques endomysiales. Celles-ci et les fibres

limitrophes expriment le CMH-I (Emslie-Smith et al., 1989; Griggs et al., 1995). Les
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caractéristiques propres a I'IBM sont la présence de vacuoles bordées dans les myofibres, de
dépots intracellulaires de protéine amyloide ou de tubulofilaments de 15 a 18nm
(Figure 8B&D) (Griggs et al., 1995). Les myofibres vacuolées présentent également une
accumulation anormale de prion et de récepteur a I'acétylcholine, ainsi que des dépots
protéiques typiques de ceux observés chez des sujets atteints de la maladie d’Alzheimer :
alpha-antichymotrypsine, tau phosphorylée, ApoE, ubiquitine et amyloide (Askanas et al.,
1994). L'aspect « ragged-red » des myofibres (Figure 8A) est observé naturellement dans le
muscle agé, mais leur nombre est significativement augmenté au cours de I'IlBM, comparé a
des biopsies normales, ou issues de patients atteints de PM et DM du méme age. La plupart
de ces myofibres ragged-red est déficiente pour la cytochrome C oxydase, suggérant un

probléme au niveau de la fonction mitochondriale (Figure 8C) (Rifai et al., 1995).

Il existe un vif débat sur la nature primitivement inflammatoire ou dégénérative de
I'IBM, avec toutefois un faisceau d’arguments plus complet sur une hypothése inflammatoire

(Benveniste et al., 2015).

Py

Figure 8 : Caractéristiques histologiques du muscle au cours de la myosite a inclusion
A. Fibres « ragged-red ». B. Myofibres contenant des vacuoles bordées (fleches) et infiltrat inflammatoire envahissant des
fibres non-nécrotiques. C. Myofibres négatives pour la cytochrome-oxidase éparses (Dalakas et al. 2006). D. Dépéts amyloides
intra-cytoplasmiques et intra-vacuolaires (Benveniste et al. 2015).
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De par ses caractéristiques tres distinctives entre les sous-types de MA|, il
est logique que la biopsie soit considérée comme le juge de paix
concernant le diagnostique des MAI. Il n’en demeure pas moins qu’il est
possible qu’elle soit réalisée a un site non atteint, inconvénient qui

pourrait étre amoindri par I'apport de I'IRM.

1.2. Les auto-anticorps au cours des myopathies inflammatoires auto-

immunes

Une des particularités auto-immunes des MAI est leur association a la présence d’aAc.
La découverte de ces aAc a accompagné, et accompagne encore, la classification des MAI tout
au long de son évolution. Ces aAc peuvent étre classés en 2 groupes : les aAc associés aux
myosites (AAM), qui sont retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes, et les aAc
spécifiques des myosites (ASM). Les ASM tendent a étre mutuellement exclusifs et associés a
des caractéristiques cliniques distinctes définissant ainsi des sous-types de MAI (Benveniste
et al.,, 2016; Ghirardello et al, 2013; Love et al., 1991). Cest la technique
d’'immunoprécipitation qui a permis d’identifier les antigénes cibles de ces aAc (Benveniste et
al.,, 2016). Leur détection peut étre réalisée par différentes techniques de sensibilité et
spécificité variables : immunofluorescence indirecte sur cellules Hep2 (localisation et aspects
particuliers du signal), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), Immunodot ou encore

ALBIA (Adressable laser beads immuno-assay).

1.2.1. Auto-anticorps associés aux myosites

Les aAc associés aux myosites (AAM) caractérisent principalement les myosites de
chevauchement. Ils peuvent également étre retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes
et ne sont donc pas spécifiques des myosites. Les principaux auto-antigénes (aAg) reconnus
sont : les ribonucléo-protéines Ro60/SSA, la protéine Ro52 (TRIM21), les aAg PM/Scl,
I’"hétérodimere nucléaire Ku (p70/80), et les composants de la ribonucléoprotéine U1RNP.

Leur localisation est cytoplasmique ou nucléaire (Tableau 2).
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1.2.1.1. Auto-anticorps anti-nucléaires

Les cibles des AAM sont principalement nucléaires et sont impliquées dans la

transcription ainsi que la réparation de I’ADN.

a. Auto-anticorps anti-Ro52 et anti-Ro60

Il existe deux aAc anti-Ro : malgré leur nom similaire, les anticorps anti-Ro52 et les anti-
Ro60/SSA reconnaissant deux protéines distinctes aux localisations différentes (Schulte-
Pelkum et al., 2009a). Les anti-Ro60 sont particulierement associés au LES et au syndrome de
Gougerot-Sjogren, et peuvent étre observés au cours des myosites de chevauchement
(Defendenti et al., 2011; Rutjes et al., 1997). De facon intéressante, les anti-Ro52
reconnaissent TRIM21, une protéine de la méme famille que TIF1y cible d’aAc au cours de la
DM. Les anti-Ro52 peuvent étre retrouvés au cours de nombreuses maladies auto-immunes
dont les MAI ou ils sont détectés de facon isolée (sans anti-Ro60) chez 35,4% des patients
(Rutjes et al., 1997; Schulte-Pelkum et al., 2009b). lls sont les AAM avec la prévalence la plus
élevée au sein des MAI, en particulier au cours du SAS ou ils sont souvent associés aux aAc

anti-Jo1 (Troyanov et al., 2005).

b. Auto-anticorps anti-PM/Scl

Les aAc anti-PM/Scl ont été décrits pour la premiére fois en 1977 chez des patients
atteints de PM. Les deux Ag reconnus, PM/Scl-100 et -75 font partie des exoribonucléases qui
forment un complexe multiprotéique appelé exosome. Elles jouent un rdle dans la
dégradation des ARNm. Ces aAc sont retrouvés chez les patients atteint de PM, DM et
sclérodermie, avec la prévalence la plus élevée chez les patients atteints de syndrome de
chevauchement (myosite/sclérodermie). Les résultats d’'une méta-analyse les a identifiés chez
31% de ces derniers, contre 8 % des PM, 11 % des DM et 2 % de la sclérodermie (Mahler and
Raijmakers, 2007).

¢. Auto-anticorps anti-Ku
Les anticorps anti-Ku sont dirigés contre un hétérodimére composé de deux sous-unités
de 70 et 80 kDa formant un complexe impliqué dans la réparation de I’ADN, la recombinaison
des génes codant pour les immunoglobulines, la protection des télomeres et la régulation de
la transcription. Les anti-Ku, plutot rares, ont été identifiés pour la premiére fois chez des
patients atteint de syndrome de chevauchement myosite/sclérodermie (Mimori et al., 1981).

Il existe une discordance au sein des études concernant I’association entre les anti-Ku et le
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syndrome de chevauchement (notamment avec une myosite). Quand certaines d’entre elles
montrent une association claire (Franceschini et al., 2002; Rigolet et al., 2012), d’autres ne
montrent pas de différence entre la myosite de chevauchement et d’autres myosites ou
associent ces Ac a un simple LES (Lega et al., 2014; Véancsa et al., 2010). Ces différences
pourraient étre dues a la technique de détection utilisée, I’ethnie ou le fond génétique des
individus testés (Ghirardello et al., 2014).

Les signes cliniques associés aux anti-Ro52, -PM/Scl et -Ku sont similaires a ceux
rencontrés lors d’un SAS : phénomene de Raynaud, pneumopathie interstitielle, arthrite. Des
manifestations cutanées (dont des mains de mécanicien) peuvent étre retrouvées chez les
patients avec anti-PM/Scl (Cavazzana et al., 2013; Franceschini et al., 2002; Lega et al., 2010).
Chez les patients présentant des anti-PM/Scl ou des anti-Ku la myosite est plutot légeére et
répond aux corticostéroides alors que la pneumopathie interstitielle est grave et réfractaire

aux traitements (Rigolet et al., 2012).

d. Auto-anticorps anti-RNP

U1-RNP est une ribonucléoprotéine constituée d’un petit ARN nucléaire (sn-ARN U1) et
de 9 protéines. Elle fait partie du complexe ribonucléoprotéique appelé splicéosome impliqué
dans la maturation des ARNm. Les anti-U1-RNP sont considérés comme un marqueur de
différentes maladies systémiques. Ils peuvent ainsi étre détectés dans la connectivite mixte,
la sclérodermie systémique, le LES et les myosites (Garcia-De La Torre 2015). lls sont plus
fréquemment retrouvés au cours du syndrome de chevauchement myosite/LES qu’au cours
du LES seul et y sont souvent associés avec des anti-Jol (Ghirardello et al. 2014). De facon
rare, des Ac dirigés contre d’autres sn-ARN (U2, U4, U5 et U6) peuvent étre retrouvés, souvent

associés aux anti-U1-RNP.

e. Auto-anticorps anti-NUP
Les anticorps anti-NUP ont été découverts en 1988 chez un patient atteint de PM et sont
dirigés contre un pore nucléaire (Dagenais et al., 1988). Dans une étude récente, la méme
équipe suggere que ces aAc pourraient définir un nouveau syndrome de chevauchement, avec
les caractéristiques cliniques suivantes: arthrite, névralgie trigéminale, pneumopathie
interstitielle |égere, phénomeéne de Raynaud et perte de poids. Ils sont associés aux anti-CCP
(aAc de la polyarthrite rhumatoide) et définissent alors un syndrome de chevauchement PM-

sclérodermie systémique-polyarthrite rhumatoide. De fagon intéressante, les taux d’aAc
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apparaissent corrélés a I'activité de la maladie, suggérant une implication dans la
physiopathologie (Senécal et al., 2014). Ces aAc sont encore peu documentés et ne sont pas

utilisés courament pour le diagnostic.

Cible Role de I’antigéne Aspect sur | Ref Fréquence (%)
antigénique cellule HEp2 PM | DM | MC | MAC
Ro52 (TRIM21) | E3 ubiquitine ligase Pas d’aspect a 37 45
spécifique b 27 24 21 (IBM)
Ro60 Ribonucléoprotéine Moucheté b 3 4 11 (IBM)
c 37 15
Ku Réparation de I’ADN, recombinaison des Moucheté a 7 2
génes Ig, protection des télomeéres et d 3 5 15
régulation de la transcription e 3,8 2,6
f 1 13 0
PM-Scl Transformation des ARN ribosomaux et| Nucléolaire a 1 5
la dégradation des ARN messagers b 10 9
(ARNm) d 3 6
e 2,3 5,1
f 2 2 19 0
U1RNP Partie d’un splicéosome impliqué dans la Moucheté a 2 13
maturation des ARNm e 9 4 3 (IBM)
b 2,3 10,3
f 4 8 26 5
NUP Pore nucléaire d 1 2

Tableau 2 : Cibles antigéniques des auto-anticorps associés aux myopathies auto-immunes
MC : myosite de chevauchement, MAC : myosite associée au cancer. Ref : Cruellas et al. 2013 °; Brouwer et al.
2001 °; Selva-O’Callaghan 2006 © ; Koenig et al. 2007 ; Vidncsa et al. 2010 ¢; Anna Ghirardello et al. 20137;

1.2.1.2. Auto-anticorps anti-cytoplasme

Les anticorps dirigés contre des cibles cytoplasmiques sont beaucoup plus rares que
ceux reconnaissant des cibles nucléaires, et tres peu documentés. Il en existe quatre : les anti-
Mas, les anti-Fer, les anti-KJ et les anti-PMS1. Le pourcentage de patients présentant ces Ac
est néanmoins tres faible (Brouwer et al., 2001; Casciola-Rosen et al., 2001; Targoff et al.,

1989).

1.2.2. Auto-anticorps spécifiques des myosites

Les ASM sont présents chez 40% a 60% des patients atteints de myosite a I'exception de
la PM. IIs sont mutuellement exclusifs et associés a des caractéristiques cliniques particulieres,
leur conférant un fort pouvoir diagnostique et pronostique. Le premier ASM, I'aAc anti-Mi2, a
été découvert en 1976 (Reichlin and Mattioli, 1976) et leur premiere utilisation pour la
classification remonte a 1991 dans une étude de Love et al. lls sont donc étudiés depuis
longtemps mais peu de questions liées a ces aAc, notamment leur rble dans la

physiopathologie des MAI, ont trouvé leur réponse (Figure 9, Figure 10).
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Figure 9 : Frise chronologique de la découverte des auto-anticorps spécifiques des myopathies auto-immunes
Le drapeau indique I'année de découverte de I'aAc. Bleu : DM, vert : SAS, orange : MINAI, violet : IBM
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Figure 10 : Classification des myopathies auto-immunes en fonction des auto-anticorps
Bleu : DM, vert : SAS, orange : MINAI, violet : IBM, rouge : MIC (myosite de chevauchement), noir : PM. Les aAc associés a la
pneumopathie intestitielle (Pl) et au cancer (K) sont inclus dans un ovale bleu et jaune respectivement, I'intensité de la
couleur correspondant au degré de risque (Adapté de Benveniste et al. 2016)

1.2.2.1. Les auto-anticorps du syndrome des anti-synthétases

Les ASM les plus fréqguemment retrouvés au cours des myosites sont les anti-
synthétases, présents chez 25 a 35% des patients atteints de MAI (Koenig et al., 2007). Leurs
cibles sont des enzymes cytoplasmiques, les aminoacyl-ARNt synthétases (AAS), qui catalysent
I’estérification d’un acide aminé spécifique a son ARNt, formant un aminoacyl-ARNt, impliqués
dans la synthese protéique. Depuis leur découverte en 1980, 8 anti-AAS ont été décrits
(Ghirardello et al., 2014; Nishikai and Reichlin, 1980), dont le plus représenté est I'anti-
histidyl-ARNt-synthétase (anti-Jo1) détecté chez 20-30% des patients atteints de MAI (Cruellas
et al.,, 2013; Koenig et al., 2007; Mahler et al.,, 2014). Les autres anti-AAS sont moins
représentés (2 a 5% des MAI) et ont pour cible : thréonyl-ARNt-synthétase (anti-PL-7), alanyl-
ARNt-synthétase (anti-PL-12), glycyl-ARNt-synthétase (anti-EJ), isoleucyl-ARNt-synthétase
(anti-0J), asparaginyl-ARNt-synthétase (anti-KS), tyrosyl-ARNt-synthétase (anti-YRS/Ha), et

phénylalanyl-ARNt-synthétase (anti-Zo).

35



Ces aAc sont associés a des manifestations cliniques caractéristiques : myopathie
inflammatoire, pneumopathie interstitielle diffuse, atteinte articulaire, atteinte cutanée des
mains de type kératose fissuraire (mains de mécanicien) et syndrome de Raynaud définissant
le syndrome des anti-ARNt-synthétase (Marguerie et al., 1990). Cependant, ces signes sont
rarement tous présents chez un méme patient et |'atteinte musculaire, moins fréquente (40-
50%), est souvent moins grave et parfois méme infraclinique chez les patients présentant un

anti-AAS (Gelpi et al., 1996). L’atteinte pulmonaire peut étre initiale.

De plus, chaque anti-AAS semble associé a un phénotype particulier. En effet, les
anti-Jol sont plutot associés a une atteinte musculaire et articulaire, et souvent initialement
diagnostiqués a tort en PM , DM ou connectivite indifférenciée (83%) (Aggarwal et al., 2014).
Au contraire, les non-anti-Jol sont caractérisés par une atteinte pulmonaire plus fréquente
allant jusqu’a 90-100% chez les patients présentant un anti-PL7 ou anti-PL12 (Hervier et al.,
2010; Kalluri et al., 2009; Sato et al., 2013; Yamasaki et al., 2006). Cette atteinte pulmonaire
est d’ailleurs la raison principale d’'une moins bonne survie de ces patients (Aggarwal et al.,
2014; Hervier et al., 2012). Cependant, une autre étude a démontré une corrélation générale
entre les porteurs d’aAc anti-synthétase et la pneumopathie interstitielle, les patients qui ne
présentent pas initiallement cette atteinte la développant par la suite (Hamaguchi et al.,

2013). La sévérité de I'atteinte pulmonaire est déterminante dans le pronostic de la maladie.

La péricardite a également été associée aux anti-PL7 car présente dans 50% des cas
(Hervier et al., 2011; Labirua-lturburu et al., 2012). L’atteinte cutanée est plus fréquemment

observée chez les patients présentant des anti-Jol, -EJ, -PL7 et -PL12 (Hamaguchi et al., 2013).

1.2.2.2. Auto-anticorps spécifiques de la dermatomyosite

a. Auto-anticorps anti-Mi2
Les aAc anti-Mi2 ont été identifiés pour la premiere fois en 1976 dans le sérum du
patient Mi (Reichlin and Mattioli, 1976), puis décrits en 1985 comme étant spécifiques de la
DM (Targoff and Reichlin, 1985). L’antigene Mi-2 fait partie d’'un complexe de remodelage de
la chromatine appelé nucleosome remodeling complex (NURD) ayant diverses fonctions telles
gue la désacétylation et déméthylation des histones, la mobilisation du nucléosome, ou
encore le recrutement d’autres protéines de régulation notamment liées a I'oncogenese

(Ramirez and Hagman, 2009; Zhang et al., 1998). Les anti-Mi2 sont présents chez 10 a 30% des
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patients atteints de DM et sont associés a une atteinte cutanée spécifique (papules de
Gottron, rash héliotrope, signe du chéale, photosensibilité), une atteinte pulmonaire
interstitielle faible voire absente, une bonne réponse aux traitements (corticostéroides,
rituximab) et sont donc classiguement de bon pronostic (Cruellas et al., 2013; Fujimoto et al.,
2016; Ghirardello et al., 2006; Hamaguchi et al., 2011; lkeda et al., 2011; Komura et al., 2005;
Selva-O’Callaghan et al., 2006). Les anti-Mi2 donnent un aspect moucheté sur cellules HEp2.
L’association des anti-Mi2 avec le cancer fait débat car seulement certaines équipes ont
observé des cas de myosites paranéoplasiques chez ces patients (Benveniste et al., 2016;
Ceribelli et al., 2016). Au vu du faible nombre de patients anti-Mi2* dans chaque étude, de
I’'absence d’une étude de grande ampleur sur ces aAc et du réle du complexe Mi2/NuRD dans
I'oncogenese, la possibilité de la présence ou du développement d’un cancer par ces patients

ne devrait donc pas étre totalement écartée.

b. Auto-anticorps anti-TIF1y

Au contraire, les anti-TIF1y ont été clairement associés a la présence de cancer dés leur
identification simultanée par deux équipes (Kaji et al., 2007; Targoff et al., 2006). Les
anti-TIF1ly sont retrouvés chez 13 a 40% des patients adultes et 30% des DM juvéniles
(Fiorentino et al., 2013, 2015; Fujimoto et al., 2012; Kaji et al., 2007; Rider et al., 2013; Targoff
et al., 2006). Un cancer est présent chez 75% des patients adultes (Kaji et al., 2007; Targoff et
al., 2006). Dans une méta-analyse de 2012, cet aAc a montré une valeur prédictive positive de
58% et négative de 95%, sa sensibilité pour la DM associée au cancer est de 78% et sa

spécificité de 89% (Trallero-Araguas et al., 2012).

Les anti-TIF1ly reconnaissent deux protéines nucléaires de 140 et 155 kDa, cibles
rapidement identifiées comme le facteur de transcription intermédiaire 1y (TIF1ly) (Targoff et
al., 2006). Les protéines TIF1 font partie de la famille des protéines TRIM (tripartite-motif) et
comprennent trois membres : TIF1B, TIFla et TIF1y. Elles jouent des réles clés dans des voies
et fonctions cellulaires, notamment la carcinogénese. TIFly favorise la croissance et la
différenciation cellulaire (Dupont et al., 2009). TIF1a et 3, de par leur réle dans |'ubiquitination
de p53 ont des effets anti-apoptotiques, et sont associés au développement tumoral et a la
prolifération cellulaire (Allton et al., 2009; Tsai et al., 2010). Lors de la recherche des aAc anti-

nucléaires, les anti-TIF1ly donnent un aspect moucheté évocateur.
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Une équipe japonaise a montré que I'aAg de 140 kDa était TIFla et celui de 155 kDa
TIF1y, reconnus par des aAc distincts. TIF1B peut également étre reconnu. L’association anti-
TIFla et anti-TIFly est retrouvée chez 62% des patients et associée a un risque accru de cancer

comparé aux anti-TIF1y seuls (73% vs 50%) (Fujimoto et al., 2012).

Les atteintes systémiques, en particulier la pneumopathie interstitielle, sont rares chez
les patients anti-TIF1y* et ils sont également protégés contre la calcinose (Fiorentino et al.,
2015; Kaji et al., 2007; Valenzuela et al., 2014). Les patients atteints de DM juvénile peuvent
également présenter des anti-TIF1y* mais sans risque de cancer associé, et sont caractérisés
par des papules de Gottron, un rash malaire, le signe du chale, une photosensibilité, une
excroissance des cuticules, de plus bas niveaux de CK et une progression chronique (Rider et
al., 2013). Chez les adultes, les signes cutanés associés sont plus graves que chez les patients
anti-TIF négatifs : rash héliotrope ou signe du V, papules de Gottron, Iésions de type psoriasis,
poikilodermie et érythéme flagellé (Fiorentino et al., 2015; Kaji et al., 2007; Targoff et al.,
2006).

¢. Auto-anticorps anti-NXP2
Initialement décrits en 1997 dans une cohorte de patients atteints de DM juvénile (18%),
les « anti-MJ » reconnaissent une protéine de 140 kDa (Oddis et al., 1997) identifée
ultérieurement comme étant la molécule NXP2 (Targoff et al., 2007). NXP2, également
appelée MORC3 est impliquée dans la régulation de I'activité et de la localisation de p53,
elle-méme impliquée dans la sénescence cellulaire induite par signaux oncogéniques
(Takahashi et al., 2007). Lors de la recherche des anti-nucléaires, les anti-NXP2 ont un aspect

moucheté de type matrice nucléaire.

Les anti-NXP2 sont détectés chez 23 a 25% des patients atteints de DM juvénile avec
une incidence accrue de calcinose et de contractures musculaires (Espada et al., 2009;
Gunawardena et al., 2009; Rider et al., 2013). Chez les adultes, la fréquence des anti-NXP2 est
tres variable: 1,6%, 17% et 30% dans des cohortes japonaise, américaines et italienne
respectivement (Ceribelli et al., 2012; Fiorentino et al., 2013; Ichimura et al., 2012). Ces
différences pourraient étre dues a la méthode de détection, a des facteurs génétiques ou
environnementaux et nécessitent des études plus approfondies. Les anti-NXP2 sont
également associés a une calcinose chez I'adulte mais aussi a une bonne réponse aux

traitements (Ceribelli et al., 2012; Garel et al., 2015; Gunawardena et al., 2009). Le lien entre
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ces aAc et le cancer a été identifié, méme s’il semble moins important que pour les anti-TIF1ly
avec 24% a 38% des patients anti-NXP2* présentant un cancer (Fiorentino et al., 2013;
Ichimura et al., 2012) ou au contraire une absence dans la cohorte anti-NXP2* italienne

(Ceribelli et al., 2012).

d. Auto-anticorps anti-SAE

Les aAc anti-SAE (small ubiquitin-like modifier activating enzyme) ont été découverts en
2007 chez 2 patients avec une atteinte cutanée suivie d’'une myosite. Ces aAc reconnaissent
deux aAg de 40 et 90 kDa, qui sont les sous-unités A et B de la SAE, impliqués dans la
modification post-traductionnelle des protéines (Betteridge et al., 2007). Le pourcentage de
DM présentant des anti-SAE semble varier selon I'ethnie des patients. En effet ils sont
retrouvés chez 7 a 8% des patients caucasiens (Betteridge et al., 2009; Tarricone et al., 2012),
et 1,5 a 3% des patients japonais (Fujimoto et al., 2013; Muro et al., 2013, 2015). Il est peu
probable que ces résultats soient dus a la méthode de détection puisque le pourcentage le
plus bas dans une étude japonaise a été mesuré avec la méme méthode que les études
caucasiennes (immunoprécipitation). En général, les patients présentent initialement une DM
amyopathique avec une atteinte cutanée grave et développent une atteinte musculaire par la
suite (Betteridge et al., 2009; Fujimoto et al., 2013). La fréquence des atteintes systémiques
ou internes comme la pneumopathie interstitielle (18-86%) et la dysphagie (29-86%) est
élevée (Betteridge et al., 2009; Fujimoto et al., 2013; Muro et al., 2015), bien qu’elles puissent
étre absentes (Muro et al.,, 2013; Tarricone et al., 2012). Lorsqu’elle est présente, la
pneumopathie interstitielle répond bien aux traitements. Le sur-risque de cancer n’est pas
validé actuellement méme si I'association est décrite (Betteridge et al., 2009; Muro et al.,

2015; Tarricone et al., 2012).

Les grandes variabilités des signes cliniques associés peuvent s’expliquer par le faible
nombre de patients anti-SAE* dans chaque étude. Les aAc anti-SAE semblent néanmoins

délimiter un sous-type particulier de DM.

e. Auto-anticorps anti-MDAS5
Les anti-MDAS sont retrouvés chez 12 a 13% des DM dans les cohortes caucasiennes et
19 a 35% dans les cohortes asiatiques (Fiorentino et al., 2011; Labrador-Horrillo et al., 2014;
Nakashima et al., 2010; Sato et al., 2009). Ces patients sont caractérisés par une DM

amyopathique (57-100%) et une prévalence élevée de pneumopathie interstitielle aigué et
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progressive (50-100%) entrainant un trés mauvais pronostic avec une mauvaise réponse aux
traitements et une mortalité augmentée dans ce groupe (46%, Nakashima et al. 2010;
Toshinori Takada et al. 2015; Moghadam-Kia et al. 2016). Une étude a décrit des signes
cutanés spécifiques associés aux anti-MDAGS : ulcération, papules palmaires, ainsi qu’une
vasculopathie. Cette étude a également mis en évidence une association avec des ulcérations
orales, des arthrites et une alopécie (Fiorentino et al., 2011). Une autre étude s’intéressant
aux manifestations cutanées n’a retrouvé qu’une association avec la panniculite (Labrador-
Horrillo et al., 2014). Les anti-MDA5 ne semblent pas associés a un risque accru de cancer

(Fiorentino et al., 2011; Labrador-Horrillo et al., 2014; Nakashima et al., 2010).

Le phénotype clinique de ces patients semble se rapprocher d’'un SAS (pneumopathie
interstitielle, arthrite) et leur classification au sein des DM est ouvert a la discussion

(Benveniste et al., 2016).

1.2.2.3. Auto-anticorps spécifique de la myosite a inclusions : anti-cN1A

Le premier aAc spécifique de I'IBM a été identifié en 2011 et reconnait une protéine
musculaire de 43 kDa (Salajegheh et al., 2011). Celle-ci a été identifiée simultanément par
deux équipes. Il s’agit de la cytosolic 5'-nucleotidase 1A (cN1A), une enzyme ayant pour role
la régulation du stock de nucléoside en catalysant leur hydrolyse, dont au moins deux épitopes
sont reconnus aux extrémités N- et C-terminales de la protéine (Larman et al., 2013; Pluk et
al., 2013). Selon I’étude, les anti-cN1A sont retrouvés dans 33 a 52% des IBM, dans moins de
5% des PM, DM et maladies neuromusculaires non-auto-immunes et absents des individus
sains (Herbert et al., 2016; Kramp et al., 2016; Larman et al., 2013; Pluk et al., 2013; Salajegheh
et al., 2011). Leur spécificité est donc moins importante (92 a 98%, Greenberg, 2014; Kramp
et al., 2016; Larman et al., 2013) que pour les autres MSA, voire méme décevante puisqu’une
étude récente les a détectés dans 20% et 36% des patients atteints de syndrome de Sjégren
et de LES respectivement (Herbert et al., 2016). La sensibilité est de 34 a 53% et peut méme
atteindre 70% pour les aAc de haute réactivité (Greenberg, 2014; Kramp et al., 2016; Larman

et al.,, 2013).

Le phénotype des patients présentant des anti-cN1A n’étant pas différent de celui des
patients séronégatifs et la spécificité des aAc anti-cN1A étant discutable, leur utilité

diagnostique et pronostique est faible (Benveniste et al., 2016).
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De facon intéressante, la plupart des ASM sont associés a des signes

cliniques particuliers, suggérant une implication dans les mécanismes

physiopathologiques. Bien qu’encore incompris, il est remarquable que

tant d’aAc ciblent des voies de la synthése protéique (Tableau 3).

MAI aAg Réle de I'aAg Fréq (%) Aspects cliniques
ASS AAS Catalysent I'estérification d’un 25-35 Atteinte musculaire, pulmonaire, articulaire
acide aminé a son ARNt et cutanée, syndrome de Raynaud
Jol Histidyl- 20-30 Atteinte musculaire +, articulaire et cutanée
PL7 Tréonyl- 2-5 Atteinte cutanée Atteinte
Péricardite pulmonaire +
PL12 Alanyl- 2-5 Atteinte cutanée
EJ Glycyl- 2-5 Atteinte cutanée
0J Isoleucyl- <2
KS Asparaginyl- <2
Ha Tyrosyl- <1
Zo Phénylalanyl- <1
DM Mi2 Modifications des histones, 10-30 Atteinte cutanée spécifique
mobilisation du nucléosome, Bon pronostic
recrutement de protéines
(oncogeneése)
TIF1 Facteur de transcription, 13-40 Fort sur-risque de cancer
croissance et différenciation Atteinte cutanée grave mais protection
cellulaire, carcinogenése contre la calcinose
30 JDM sans sur-risque de cancer
NXP2 Régulation de I'activité et de la 1,6-30 Calcinose, bon pronostic
localisation de p53
23-25 (JDM), contractures musculaires
SAE Modification post- 1,5-8 Atteinte cutanée initiale puis musculaire
traductionnelle des protéines Atteinte pulmonaire
MDAS | Hélicase, récepteur de 12-35 DM amyopathique
reconnaissance de motifs Atteinte cutanée spécifique
moléculaires comme I’ADN . .
. Atteinte pulmonaire +
double brin
Mauvais pronostic
IBM cN1la Enzyme musculaire de 33-52 Pas d’aspects particuliers
régulation du stock de
nucléoside

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des auto-antigénes ciblés par les auto-anticorps spécifiques rencontrés au cours des
myopathies auto-immunes
Les pourcentages indiqués pour les AAS sont exprimés en fonction des MAI totales, et en fonction du sous-type de MAI pour
la DM et I'lIBM.
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1.2.3. Association d’auto-anticorps au cours des myosites

Malgré leur caractére mutuellement exclusif, il arrive que plusieurs ASM soient
identifiés chez un méme patient, mais ces cas sont trés rares et représentent moins de 0,5%

(Betteridge et al., 2016; Lega et al., 2014).

Les anti-Mi2 peuvent coexister avec des AAM et notamment les anti-Ro52 jusqu’a 20%
des cas (Brouwer et al., 2001; Selva-O’Callaghan et al., 2006). Ils ont également été retrouvés
en présence d’anti-AAS comme I'anti-Jo1, d’anti-SAE, ou d’anti-TIF1ly ou anti-NXP2 chez des
patients atteints de DM juvénile (Brouwer et al., 2001; Rider et al., 2013; Tarricone et al.,
2012), mais aucun phénotype particulier n’a été rapporté chez ces patients. Les anti-TIF1y ont
été détectés chez un patient présentant des anti-MDA5 dans une grande cohorte

méditerranéenne de plus de 100 patients (Labrador-Horrillo et al., 2014).

L’association des aAc anti-Jol et des anti-Ro52 est fréquente allant de 40 a 71% des
patients anti-Jo1 (contre 33-37% des patients non-anti-Jo1) (Brouwer et al., 2001; Cruellas et
al., 2013; Frank et al., 1999; La Corte et al., 2006; Marie et al., 2012; Rutjes et al., 1997,
Troyanov et al., 2005; Vancsa et al., 2010). Elle a été initialement décrite comme associée a
une pneumopathie interstitielle et une atteinte musculaire (associée au cancer) plus graves
ainsi qu’a une augmentation de I'atteinte articulaire (Marie et al. 2012). Cependant, dans une
autre étude, seule I'association a une gravité accrue de la pneumopathie interstitielle a été
retrouvée (La Corte et al.,, 2006). Un étude note méme |'absence d’association a une

manifestation clinique particuliere (Cruellas et al., 2013).

1.3. Facteurs de risque

De nombreux facteurs de risque ont été identifiés pour les MAI, notamment I’haplotype
ancestral du CMH 8.1 (HLA-A1, C7, B8, C4AQQ, C4B1, DR3, DQ2, DRB1) qui est associé a de
multiples maladies auto-immunes. Des associations entre alléles et aAc sont retrouvées au
sein de cet haplotype (Figure 11) (O’Hanlon et al., 2006; Rothwell et al., 2016). Le facteur de
risque associé a I’haplotype ancestral 8.1 nécessite cependant la présence de plusieurs alleles
(Miller et al., 2015). De multiples associations ont également été retrouvées entre des alleles
du CMH n’appartenant pas a I’haplotype ancestral 8.1 et des aAc (Tableau 4) (Chinoy et al.,
2009; Gono et al., 2012a; Kishi et al., 2017; Mammen et al., 2012a; Miller et al., 2015; O’Hanlon
et al., 2006; Ohnuki et al., 2016).
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IIM

Auto-anticorps | Alléle associé
anti-synthetase anti-Jol DRB1*03/DPB1*0101
(anti-Jo-1) anti-PM/Scl
B*08:01
Cwr04 DEB1*15/ 16 Anti-PL7 Cw*0304
2810t oo
COA1*0201 Anti-Ku DRB1*11
Anti-PM-Scl DRB1*03
DQAT0201 Anti-Mi2 DRB1*0701
DQA1*0201
Anti-MDAS DRB1
anti-Ro Tableau 4 : Génes de susceptibilité associés aux

auto-anticorps spécifiques et associés

Figure 11 : Génes de susceptibilités associés a certains auto-anticorps
spécifiques et associés au sein de ’haplotype ancestral

Certains HLA sont associés plus largement avec un sous-type de MAI : HLA-DRB1*03:01
et le diplotype HLA-DRB1*03:01/*01:01 pour I'IBM, influencant la susceptibilité ainsi que le
phénotype clinique (progression) (Needham et al., 2008; Rojana-udomsart et al., 2012) et HLA
B*08:01 pour la PM (Miller et al., 2015).

Il existe des associations avec d’autres génes non-HLA, par exemple (i) STAT4 associé
avec les MAI dans la population japonaise (Rothwell et al., 2013), (ii) les alleles
polymorphiques des loci des IgGk associés avec des sous-types de MAI définis par I'age,
I’ethnie, les caractéristiques cliniques et les aAc (O’Hanlon et al.,, 2008), (iii) les
polymorphismes des genes du TNFa et de 'interleukine-1 avec la DM juvénile (Mamyrova et
al., 2008). Le géne PTPN22 (protein tyrosine phosphatase N22) et plus particulierement son
variant R620W est un facteur de risque significatif pour les MAI et contrairement a la région
HLA, le risque n’est pas augmenté chez les porteurs d’aAc (Chinoy et al., 2008; Maundrell et

al., 2017; Rothwell et al., 2016).

Les interactions gene-environnement sont possibles comme HLA-DRB1*03 et le

tabagisme chez les patients anti-Jo1* (Rothwell et al., 2013).

1.4. Un cadre nosologique toujours en évolution

Depuis la premiere description histologique d’'une myopathie inflammatoire par Wagner

en 1863, I'amélioration de la connaissance des aspects cliniques, histologiques et des aAc
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identifiés progressivement ont rythmé les évolutions de la classification. Les termes
« polymyosite » et « dermatomyosite » apparaissent dans les années 1860 mais ces entités ne
seront considérées comme distinctes qu’avec la classification de Bohan et Peter en 1975
(Tableau 5) (Bohan and Peter, 1975b, 1975a). Cette classification est la premiéere a s’appuyer

sur des critéres autres que cliniques (histologiques, EMG, enzymes sériques) et distingue 5

groupes.
Type Nom
1 Polymyosite
I Dermatomyosite
1l Dermatomyosite (ou polymyosite) associée a un cancer
v Dermatomyosite (ou PM) juvénile associée a une vascularite
\' PM ou DM associée a une connectivite

Tableau 5 : Classification des myopathies inflammatoires selon Bohan et Peter

Le diagnostic est fait selon les critéres suivants :

= Faiblesse symétrique des muscles de la ceinture et fléchisseurs du cou, dont la
progression s’étale sur plusieurs semaines/mois, avec ou sans dysphagie ou atteinte
respiratoire
= Biopsie révélatrice de nécrose, phagocytose, régénération, anomalies du noyau,
atrophie périfasciculaire, variation de la taille des fibres, infiltrat inflammatoire (souvent
périvasculaire)
=  Enzymes musculaires élevées, particulierement la CK
=  Triade électromyographique : potentiels moteurs courts et polyphasiques, fibrillations
et décharges de haute fréquence
= Atteinte cutanée comprenant un rash héliotrope, une dermatite érythémateuse des
mains, et touchant les genoux, coudes, chevilles, face, cou et torse

Le nombre de critéres rencontrés défini le caractere définitif (PM : 4, DM : 3-4 +rash),

probable (PM : 3, DM : 2 +rash) ou possible (PM : 2, DM : 1 +rash) de la myosite.

Malgré de nombreuses remises en question, notamment concernant I'IBM distinguée
des PM et DM en 1978 (Carpenter et al., 1978), cette classification sera considérée comme la
référence pendant prés de 30 ans. Aujourd’hui elle demeure utile pour le diagnostic de DM

car elle n'impose pas la réalisation d’une biospie.
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Dés 1991, Love et al. proposent I'utilisation des aAc pour classifier les patients atteints
de myosite. En effet, la subdivision clinique des MAI donnant lieu a des groupes hétérogenes,
ils démontrent au cours d’une étude que les ASM définissent des groupes plus distinctifs et
homogenes en termes de présentation clinique, immunogénétique et pronostique (Love et

al., 1991).

Au fil des études et des découvertes relatives aux MAI, la PM s’avere étre de moins en
moins fréquente, jusqu’en 2003 ol I'on va jusqu’a la comparer aux licornes, dragons et autres
bétes mythologiques (Amato and Griggs, 2003), pour exprimer de facon imagée que la PM a
longtemps été sur-diagnostiquée. En effet, une étude rétrospective par van der Meulen
compare la distribution des patients au sein des sous-types de MAI selon la classification de
Bohan et Peter ou les critéres de I’époque incluant une étude histopathologique approfondie
et la présence d’aAc. Il en ressort que la PM est sur-diagnostiquée, ne représentant que 5%
des cas, au détriment des myosites associées aux maladie systémiques, du SAS, des DM sine
dermatitis (cas rare au cours duquel I’histologie est caractéristique de la DM mais sans atteinte

cutanée), et des myopathies nécrosantes par exemple (van der Meulen et al., 2003).

Une nouvelle classification de référence est élaborée en 2004 par une assemblée
multidisciplinaire d’experts lors de la 119°™¢ réunion de 'ENMC. Les critéres élaborés
distinguent IBM, PM, DM, myosite non-spécifique et MNAI, chacune a I'exception de I'IBM
pouvant étre associée a une maladie systémique ou un cancer. Cette classification marque
surtout la reconnaissance des MNAI comme sous-type a part entiére (Tableau 6, Tableau 7)

(Hoogendijk et al., 2004).
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1) Criteres cliniques

Inclusion Exclusion

- Caractéristiques de I'IBM (Griggs et al., 1995)
- Trouble oculomoteur, dysarthrie isolée, déficit

- Apparition aprés 18 ans (post-puberté), possible
dans I'enfance pour la DM et la myosite
non-spécifique extenseur > fléchisseur du cou

- Apparition subaigué ou progressive - Myopathie toxique, endocrinopathie active,

- Déficit musculaire symétrique proximal > distal, amyloidose, histoire familiale de dystrophie ou

fléchisseur cou > extenseur cou

- Rash typique de la DM

de neuropathie motrice proximale

2) Critére sérologique : taux de CK élevé

3) Critéres paracliniques

- EMG : syndrome myogéene
- IRM : signal augmenté diffus ou focal dans le tissu musculaire révélateur d’cedéme
- Présence d’ASM

4) Critéres histologiques

a.Infiltrat inflammatoire de LT entourant et envahissant les fibres musculaires non-nécrotiques (FNN)

b.LT CD8 endomysiaux entourant mais n’envahissant pas les FNN, expression ubiquitaire du CMH-I

c. Atrophie périfasciculaire

d.Dépots de C5b-9 sur les capillaires, densité réduite des capillaires, ou inclusions tubuloréticulaires dans
les cellules endothéliales, ou expression du CMH-I sur les fibres périfasciculaires

e.Infiltrat inflammatoire péri-vasculaire, périmysial

f. Infiltrat endomysial épars de LT CD8 qui n’entoure/envahi pas clairement les fibres musculaires

g.Nombreuses FNN en caractéristique prédominante. Cellules infiltrantes rares (périvasculaires), infiltrat
périmysial non-évident. Dépots de C5b-9 sur les capillaires ou capillaires en tuyau de pipe mais inclusions
tubuloréticulaires dans les cellules endothéliales rares

h.Vacuoles bordées, fibres rouges déchirées, fibres COX-négatives qui suggerent une IBM

i. Dépots de C5b-9 sur le sarcolemme de FNN et autres indications de dystrophies musculaires avec
immuno-pathologie

Tableau 6 : Composants des critéres de classification des myopathies inflammatoires
Adapté de Hoogendijk et al. 2004

Clinique CK Paraclinique | Histologique
PM Définitive Tous sauf rash Elevé Inclus a
Exclusc, d, h, i
Probable Tous sauf rash Elevé lsur3 Inclus b
Exclusc,d, g h, i
DM Définitive Tous Inclus ¢
Probable Tous Elevé, ou... | ...1sur3,ou.. | ..inclusdoue
Amyopathique Rash sans déficit | Normal EMG normal Caractéristiques différentes
musculaire des autres DM
Biopsie de peau*
Sine dermatitis Tous sauf rash Elevé lsur3 Incluscoud
MNS Tous sauf rash Elevé lsur3 Incluseou f
Exclus tous les autres
MNAI Tous sauf rash Elevé 1sur3 Inclus g
Exclus tous les autres

Tableau 7 : Critéres de classification des myopathies inflammatoires

*La biopsie de peau présente une densité capillaire réduite, des dép6ts de C5b-9 sur les capillaires le long de la jonction dermo-
épidermale et une décoration variable des kératinocytes par le C5b-9. Adapté de Hoogendijk et al. 2004.
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Concernant I'IBM, la classification de 'ENMC se base sur la définition de Griggs de 1995
(Tableau 8).

1) Criteres cliniques

- Durée de la maladie >6 mois

- Début de la maladie apres 30 ans

- Déficit musculaire proximal et distal des bras et jambes et un déficit dans un des muscles ci-dessous :
e  Fléchisseurs des doigts
e  Fléchisseurs > extenseurs du poignet
e Quadriceps

2) Criteres paracliniques

- Taux de CK <12 fois supérieur a la normale
- Biopsie musculaire
e  Myopathie inflammatoire caractérisée par une invasion des fibres non-nécrotiques par des
cellules mononuclées
e Vacuoles dans les fibres musculaires
e Dépots amyloides intracellulaires ou tubulofilaments de 15-18nm
- Tracé myogene a 'EMG

3) Diagnostic

- IBM définitive : présence de tous les critéres de la biopsie. Aucun des autres critéres (para-)cliniques
n’est indispensable si la biopsie est caractéristique

- IBM probable : présence d’inflammation et fibres vacuolées a la biopsie mais absence des dépots
amyloides ou des tubulofilaments, alors le diagnostic d’IBM peut étre posé si le patient présente tous les
autres critéres

Tableau 8 : Critéres de classification des IBM
Adapté de Griggs et al. 1995

En 2005, une autre étude rétrospective similaire a celle de van der Meulen a été réalisée
sur 100 patients Canadiens selon une nouvelle classification clinico-sérologique basée sur les
critéres de Bohan et Peter (Troyanov et al., 2005). Celle-ci met 'accent sur les myosites de
chevauchement ainsi que la présence d’ASM mais n’apporte pas de changement concernant
les critéres histologiques, malgré les travaux approfondis de Dalakas sur le sujet (Dalakas,
1991; Dalakas and Hohlfeld, 2003), considérant a tort la DM comme une PM accompagnée

d’un rash. Quatre entités sont ainsi définies :

= PM

= DM

= Myosite de chevauchement : myosite avec au moins 1 caractéristique clinique de
chevauchement* et/ou un aAc de chevauchement**

=  Myosite associée a un cancer***, sans aAc de chevauchement ou anti-Mi2

*Caractéristiques cliniques de chevauchement : polyarthrite, phénomene de Raynaud, sclérodactylie,
sclérodermie, calcinoses des doigts, hypomobilité intestinale, DLCO<70%, pneumopathie interstitielle, lupus
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discoide, anticorps anti-ADN natif et hypocomplémentémie, 4 ou plus des 11 critéres de I’Americian College of
Rhumatology pour le lupus érythémateux disséminé, syndrome des anti-phospholipides

**aAc de chevauchement (anti-synthétase : Jol, PL-7, PL-12, OJ, EJ, KS), aAc associés a la sclérodermie
(spécifiques : centromeres, topo-l, RNA-polymérases | ou lll, Th ; et associés : ULRNP, U2RNP, U3RNP, U5RNP,
Pm-Scl, Ku) et autres aAc (SRP, nucléoporine).

***Cancer dans les 3ans précédant/suivant le diagnostic de myosite, absence de caractéristiques de
chevauchement, et disparition de la myosite en cas de guérison du cancer.

Sur la méme cohorte, cette équipe améliore sa classification des DM en les divisant en
DM pure et DM avec caractéristiques de myosite de chevauchement en se basant sur les
caractéristiques cliniques, sérologiques (CK et aAc), histologiques (améliorées depuis 2005), la
présence de cancer et I'évolution des patients (Troyanov et al., 2014). En 2017, le méme
groupe propose une classification globale donnant toujours une grande part aux myosites de
chevauchement en y incluant le SAS, les patients présentant des aAc anti-nucléaires, les anti-

MDA?G et les syndromes de chevauchement avec rash typique de la DM (Senécal et al., 2017).

Au cours des dernieres années, plusieurs propositions de classification ont été publiées,
incluant invariablement IBM, DM, SAS, PM et MNAI. Celles-ci sont agrémentées ou non de 3
sous-types supplémentaires : myosite associée au cancer, myosite de chevauchement et non-
spécifique (les myosite de chevauchement pouvant inclure les non-spécifiques ou
inversement selon la classification) (Allenbach et al.,, 2017; Dana Mandel et al.,, 2017;
Mammen, 2016). Il est désormais admis que le diagnostic de PM est rare et ne doit étre posé
gue lorsque tous les autres sont exclus. Malgré ces efforts d’amélioration de la classification,
de nombreux articles se basent encore sur la classification historique bien que largement

obsoléte de Bohan et Peter.

Il ressort de ces études que la classification doit étre basée sur des critéres
cliniques, histologiques et sérologiques. Ceux-ci sont complémentaires et
doivent tous étre pris en compte pour classifier les patients. Un tableau
récapitulatif des critéres diagnostiques des MAI est présent a la fin de

I’Article N°1 (p56)

48



2. Myopathies nécrosantes auto-immunes: émergence d'une
nouvelle entité

Article N°1

Immune-mediated necrotizing myopathies

Published in Zeitschrift fiir Rheumatologie

C. Bergua®?, H. Chiavelli*?, J. P. Simon3, O. Boyer?#4, F. Jouen*, W. Stenzel®,
J. Martinet®?4
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3 Department of Neuropathology, Caen University Hospital, Caen, France
4 Department of Immunology, Rouen University Hospital, Rouen, France
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La description des MNAI a fait I'objet en 2016 d’une revue de la littérature dans laquelle j'ai
mis en avant les caractéristiques épidémiologiques, physiopathologiques, cliniques ainsi que
les traitements utilisés au cours des MNAIL Il est a noter que certains pourcentages,
notamment ceux relatifs au nombre de patients séronégatifs, ont évolués depuis la
publication de cette revue. Il est donc possible que des chiffres différent entre la revue et les

données exposées par la suite.
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Immune-meadiated nacrotizing my-
opathy (IMNM) is a recently defined
subgroup of idiopathic inflammatory
myopathies (IMs), with characteris-
tic histological faatures. However,
the pathophysiclogical mechanisms
of this disease are poorly under-
stood, and therapeutic strategies for
treating patients have not yet been
validated.

[IMs are rare and severc diseases.
They comprise inclusion body myositis
{1BM}, antisynthetase syndrome (A55),
polymyositis  (PM), dermatomyositis
(DM}, overlap syndrome, and the newly
identified [MNAM subgroup, also known
as mecrolizing autoimmune myopathy
{MNAM: 11, 2, 311},

Histlogically, IMMNM 15 defined by
the presence of myofiber necrosis and
prominent regeneration, combined with
& panciceliular lymphooytic infiltrate [3,
4). Disease onset can be acute or pro-
gressive, with symmetnical and proxmal
muscle weakness, elevated creatine ki-
nase (CKL and a myogenic pattern in
electromyography [5].

The autcimmune characteristic of
M2 M has been suggested by its frequent
association with autoanttbodics. Anti-
signzl recognition particle (3R ) sutoan-
ubodies were the first to be described
[&].  Anti-3-hydrocy-3-methylglatary]-
coenzyme-A reductase (HMGCR) au-
tozntibodies were dentified later [3],
and there are probably about 30-40%
of [IMMM patients withoul any known
autoantibody.
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Immune-mediated necrotizing

myopathy

Epidemiology

The incidence of [[IM 1n a homogenows
population 15 2.2-7.7 permillion [7], and
IMNM. which 1= considered a rare dis-
ease, sccounts for around 20 % of [T
Specific autoantibodies are found in two
thirds of IMNM patients |3}, Despite
cases of [MNM in children [&], it mainiy
atfects adults, with & female predomi-
nance [4, 9-11].

Anti-5RP associated IMNM repre-
sents 3-8 % of [1M, with an age of onset
of about 47 years in Furopean patients
[4]. Ami-HMGCR antibodies are found
in 5-7 % of patients with [IM. Accord-
ing to a recent study on 206 Furopean
patients with a suspicion of IMMM. the
age of onsel was 49 vears [12]. HLA-
DREBI*11:01 15 associated with an in-
creased risk of developing anti-HMGCR
MMM in white and African Amen-
cans [13]. Statin use has been found to
he associated with the development of
anti-HMGCR IMNM in all populations
studicd, as 37.5 to @4 % of patients were

exposed to this drug family (@Tab. 1).
In this case, the age of onset s older
(64 vears; [12]) Since statins may be
present in food or dietary supplements,
some palients may be unaware of having
been exposed.

Pathophyslology

The pathophysiology of IMNM 15 sull
poorly described, wath a lack of reliable
animal models to improve our under-
standing of the disease. An undeniable
fact 1s that IMNM 15 associzted with au-
toantibodies: anti-SEP [&] and, as more
recently described, anti-HMOGCR [3],
which suggests an autoimmune mech-
anism for this disease. Anti-HMGCR
autoantibodies were not found in & large
cohort of healthy and statin-exposed
paticats, indicating their specificity for
[IMNM and allowing differentiation of
statin-associated autoimmune myopathy
from a toxic form of statin side effects
[1E]. However, despite the presence of
autoantibodies, inflammatory infiltrates

Tah.1 Perentage of statin exposune in ant-HWEOR-assodated mmune-mediated necrotizing

myopathy (IMNM) patients
Study Country Humber of IMNM Statins exposure (%)
Christaphar-5tnea, 2010(3] LS4 1“6 o 63
Mammen, 2011 [14] LA 45 af
Werner, 2012 [15] ) 55 715
Abenbach, 2014 [12] France 45 B
Limaye, 2014 [14] Australia 19 Qg4
(data avadable for 171
Watanabs, 3315 [17] Japan | 375

Zettschrift fiir Pheumatalogle 2 - 2016 | 151
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Fig. 1 & Muscla biopsy pattem inimmune-mediated nacrotizing myopathy (IMNM) patients. H&E
staining illustrates necrotic and regenerating fibers with a diffuse distribution {a), while nonspacific
esterase highlights myophagocytosis (b). MHC class 1is expressed on the sarcolemma of numerous
myofibers with variabla intensity (c). Complement (C5b3) is positive on the sarcolemmia of numerous
fibers {d). CD48-positive macrophages can be identified in the fibars undergoing myophagecytosis le}
and CD8-positive lymphocytes are occasionally detected endomysially and close to necrotic fibers i)

are generally not prominent.  Mecha-
nisms other than cellular cytotoxicity
might be more relevant for explaining
the pathophysiology of IMNM.

IMNM histology is characterized by
the presence of necrotic and regenerat-
ing myofibers in all patient muscle hiop-
sies. Necrotic myvofibers are phagocy-
tosed by macrophages (@ Fig. 1a,b; [11,
19]), which nearly constitute the only in-
flammatory infiltrate [3, 4, 11]. A mild
Iymphocytic infiltrate is more common
in anti-HMGCR than in anti-SRP pa-
tients, with the presence of CD4and CD8
T-cells (50% of subjects), CI320 B-cells
{17 %}, and dendrnitic cells restricted to
the penvascular and/or endomysium: re-
gions (@ Fig. te, f; [19]). Awrophic and
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irregularly shaped myofibers are present
inallcases|4, 19, 20]. Asopposedtoother
[IMs, reexpressionof major histocompat-
ibility complex class I (MHC-1} by my-
ofibers is mild, if present, and scattered
(& Fig. 1c). €5b9 staining reveals mem-
brane attack complex (MAC) deposits on
necrotic myofibers, sarcoplasm of my-
ofibers, and some capillaries (@ Fig. 1d).
The presence of MAC deposits on non-
necrotic myofibers was only shown in
anti-HMGCR-associated IMNM [3, 19].
Capillaries were shown to have an in-
creased diameter {3, 4, 11]. For anti-
SRP-associated-IMNM exclusively, a re-
duction in endomysial capillary density
was observed [11].

The pathophysiclogical role of
IMNM-associated autoantibodies is not
yet well understond.  Anti-HMGCR
autoantibodies are directed against the
catalytic domain of HMGCR, an enzyme
resident in the membrane of the endo-
plasmic reticulum. Notably, HMGCR is
involved 1n cholesterol biosynthesis and
is inhibited by statins [[4]. Anti-SRP
autoantibedies recognize the 54 kDa
subunit of the SRP complex. SRP 1s o-
calized on the surface of the endoplasmic
reticulum and is involved in targeting
proteins to this cellular compartment.
Anti-SRYP autoantibodies were shown to
be able to directly inhibit this mechanism
[21]. HMGCR and SRP are intracelluiar
proteins, raising the question of autoan-
tibody target accessibility to the immune
system. However, a direct pathogenic
implication has been suggested by the
correfation between levels of autoanti-
bodies and disease activity, as evaluated
by muscle strength and CK levels [12,
14, 15]. Indeed, the near lack of inflam-
matory infiltrate, as well as mild MHC-I
staining by non-necrotic and non-re-
generating myofibers, points towards
a humoral immune response leading
to antibody-dependent  complement-
mediated lysis of myofibers [22].

Different methods have been used to
detect anti-SRP and anti-HMGCR au-
toantibodies: immunoprecipitation and
immunodot for qualitative detection,
and enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA), chemiluminescence, or
addressable laser bead immunoassay
(ALBIA) for guantitative measurement.
Of interest, indirect immunofluores-
cence (¥} staining of HEp-2 cells can
provide information on the presence
of these autoantibodies. Indeed, anti-
HMGCR-positive sera displays a finely
granular and reticular cytoplasmic pat-
tern (generally weak) in a minority
(3% or less) of HEp-2 cells (the sen-
sitivity of the IFl cytoplasmic pattern
varies from 30 to é0 %, dependent on
the commercially available HEp-2 cells
used: BFig. 2a). Anti-SRP-positive sera
display a generally intense, dense finely
granular cytoplasmic pattern, which is
seen on all cells and resembles an anti-
ribosomal pattern (@ Fig. 2b).
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Abstract - ZusammenTfassundg

Cne third of IMNM patients do not
display known specific autoantibodies
[3]. These patients may have as-yet un-
known autoantibodies that remain to be
discovered,

Clinical features

Climically,. IMNM is characterized by
severe symmetrical and proximal mus-
cle weakness. leading to muscle atrophy.
Dsease activity is mirrored by muoscle
strength. CK levels may be dramatically
clevated (4000 1o 13,000 L), and reflect
the degree of muscle cytolysis [23]. CK
levels may be used for disease follow-up
with some caution, as their correlation
with muscle strength i IMMM has not
been fully demonstrated [12, 24]. Onset
can be acute (days to weeks) or subacute
(=6 months}. Electromyography shows
MYOgenic features {mMyogenic motor unit
potentials, increased spontaneous activ-
ity with fibrillation complexes, myotonic
discharges), and an electrocardiogram
15 sometimes abnormal (<20 %; [1, 5]).
[MMM can be associated with dvsphagia,
dyspnea. interstitial lung disease, and
Raynand symdrome to vanable extents
[3. 4, 9 11, 12, 20, 25]. Disease onsel
may be progressive (several months to
vears; [ 12]), with a risk of IMNM misdi-
agnosis as muscular dystrophy, depriving
the patient of sutable treatment. How-
cver, [MNM iz associated with specific
autoantibodies in twio thirds of cases,
and therr discovery iz key to diagno-
sz, allowing confusion between [IMNM
and muscular dvstrophy 10 be avoided.
Hence, few cases of double trouble have
been reported [26]. Clinical evolution
and prognosis seems similar for both ae-
wantitbodies [antl-HMGCE, ant-5RP).
Diagnostic criteria are summed wp in
@ Tab. 2, along with the other subtypes of
[1M for comparnison {according to recent
publications, we chose to distinguish an-
tisynthetase syndrome as an individual
myositis subtype; [1, 27-30]).

As a group. ant-HMGCR-positive
statin users and non-stalin-users are
similar, except for possibly higher CK
lewels in the former [14].

The first association between cancer
and necrotizing myopathy was observed
in 1969 [32]. Since then, several cases

@ Bpringer-Werlag Bardin Heidalberg 2016

Abstract

Background. Immune-madiated necrotizing
miyopathy (IMNMI & 2 nawly idantified sub-

It is defined a3 a rare and severe diseasa,
with symmatriczl and prowimal muscis
weakness and a charactaristic histology. An
autoimmune aspect of IMNM & suggested
by its association with autoantibodies
directed against signal recognition particle
(5AP} and 3-hydrony-3-methylglutaryl-
coenzymea A reductase (HMGLCR] in the
majority of patients. Statim use is strongly
assoiated with anti-HMGCR-positve IMNM.
The pathophysictogical mechanisms of this
disease are still poorly understood, and as
& rasult, no therapeutic strategy has been
validzted to date.

group of idiopathicinflammatory myopathies.

I Rhewmate] 2016- 75:151-156  DO§10.1007/500392-015-0029-3

C. Bergua - H. Chiavelli - J. P. 5imon - 0. Boyer - F. Jouen - W. Stenze| - 1. Martinet
Immune-mediated necrotizing myopathy

Objective. The aim of this article is to provide
an overviaw of the currant knowledgs
about epidemiclogy, cdinical features,

and pathaphysiology of IMMM, a5 well as
treatment strategies.

Results and conclusion. MMM is a subject
of widespread interest, with quick and mea-
ningful advances being made. In recant years,
huge prograss has been made in terms of
dizgnosisand patient management. However,
the understanding of pathophysiological
mechanisms and treatment strategies sl
requiras furthar investigation.

Keywords
Pathophysiology - Autoantibodses -
Auteimmune diseasa - Siating - Myositis

Iusammenfassung

Hintergrund, Immurvemmittelte nekroti-
sigrende Myopathie (IMNM] ist gins neu
idantifizierte Untargruppe der idiopathischan
entzindlichen Myopathizn. Sie izt als seltena
und scheeers Erkrankung mit symmetrischar
und proxirmaler Muskelschwache und einar
charakteristischan Histologie definiert. Auf
einen Autcimmunaspekt von IMBM weist
ifre Verbindung mit Autoantikorpern hin, die
sich bed der Mehrhait der Patientzan gegen
di= Signalerkennungspartikal (SRF und
3-Hydrowy-3-Mathylglutary-Coanzym-A-
Reduktase (HMGCR] richten. Statingebrauch
stehtin enger Verbindung mit Anti-HMGCR-
positivar IMMM. Tas Verstandnis dar
pathophysoiogischen Mechanizmen dieser
Erkrankung 15t bislang nur dorftig , weshalb
bis jetzt keina therapeutischa Strategie
anarkannt ist

Immunvermittelte nekrotisierende Myopathie

Ziel, Dias Zial dieses Artikalsist es, einen Uber-
blick Ober das darzeitige Wissen hinsichtlich
Epidemialagia, kiinischar Markmals und

der Pathophysiclogie won IMNM sowie zu
Behandiungsstrategien zu befern.
Ergebnisse und Schlussfelgerung. MMM

ist Geganstand breiten Intenesses, wobei
schnelle und bedevtsame Fortschiitts
gemacht werden_ In den vergangsnen
Jahren gab es enorme Entwicklungan bei der
Diagnose und im Patientenmanagement.
Dias Verstandnis dar pathophyssslogischen
Machanismen und Behandiungsstrategien
erfardert allerdings weitare Forschung.

Schlisselwirter
Pathophysiologie - Autoantikorper -
Autoimmunerkrankung - Siating - Myositis

of paraneoplastic necrotizing myopathies
have been described [22, 33]. These stud-
s did not show differential climcal or
histological features as compared to clas-
sical IMNM. Some patients with anti-
HMGCR autoantibodies have been de-
scribed with cancer that occurred before
or after IMNM diagnosis. Malignancy
might be associated with the myopathy,
although this requires further evaluation
I3, 13].

Treatment

Because of the lack of controlled random-
tzed climical trials, there is no validated
therapeutic strategy for IMNM. The first
lime of treatment includes corticosterod
therapy e.g., predmisone (1 mg'kg: [5]).
However, prednisone monotherapy is
not suificient 1o controd disease in mosl
patients and is generally combined with
sterotd-sparing. immunosuppressants
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Fig. 2 & Pattern of immune-mediated necrotizing mycpathy IMNME awtoantibodies on HEp-2 cells,
illustrated by indirectimmunofivorescence IF1L a Anti-HMGCR autoz ntibodies, magnificationx 200:b
Anti-58P autoantibodies, magnification x 100

(I5: [3 4, 13, 20]). Indeed, it is glob-
ally accepted that [MNM requires cardy,
EXIETSIVE IMMUNCsSUpPpressve mManage-
ment. and a Mayoe Clinic team recently
even recommended initiation of [MNM

treatment with a tritherapy including

corticosteroids, 5, and Intravencous im-
munoglobulins (IVIz: [34]).  Others
Use eVEern MoTe aggressive Imrmunosup-

pressivie drugs, with cyclophosphamide
al least as an induction treatment for
& months (800 mg/m® each month)
but evidence of its efficiency is vet 1o be
demonstrated. [Ssareusually methotrex-
ate, arathioprine, or cyclospornne [34]
[f the patient develops an interstitial
lung disease, tacrolimus and cvclophos-
phamide can be wsed. In general, cor-
ticosterond therapy is tapered after 3 to
4 weeks, depending on the patient’s sta-
tant IMNM, other
therapentic options can be helpful, e,
[Vlg or plasmapheresis, with the latter
having a fasteractivity [ 1. 3. 4]. Inastudy

EtT
g

tus [35]. Im [5-

on ant-53RP-associated MMM, the use
of rntuximab on patients unresponsive
1o IS led 1o & dramatic and sustained
clinical improvement, with decreased
CE und autoantibody levels. and de-
creased  corticostercad trestment [38].
Rituximab was alse shown to he help-

154 I Teltschrift fiir Pheumatologie 2. 2016

ful in anti-HMGCR-associated [MNM
[3]. Cyclophosphamide could be also
used in secondary deterioration [37]
The ethciency of rituximab, [Vig, and
plasma cxchange seems to corroborate
the implication of sutoantibodies in the
pathophysiology of IMMNM.

[{IMNM is duetoanunderlying cause
cuch as camcer, treatment of this cause
must be of priority before specific IMMNM
treatmenl. [ndeed. resection of the tumor

mayv be sutficient to terminate the disease
32,

In stabin-associated -IMNM with ant:-
HMGCR autoantibodies, statin treat-
ment must be immediztely discontinued
38]. Statm-exposed patients seem to
demonstrate a betler response to treal-
ment as compared o non-statin-exposed
patients. Prednisone associated to one 15

was sufficient in 40 % of statin-exposed

patients, as compared to 25 % in statin-
unexposed patients. At the end of the
study, the prednisone dose was lower in
statin-exposed patienis and 16% were
even lapered off [5 [15]

Usually, disease evolution is assessed
by muscular strength and CE level. Fol-
lovw-up of autcantibody levels, which
are suggested 1o have a pathogenic role

could allow more specific evaluation of

the evolution of disease and the etficacy
of therapeutics [36]. Indeed. we have
demonstrated that anti-SEP levels were
strongly linked to clinical evolution [24].
[espite the lack of validsted therapeutic
strategics which require adaption of the
treatment from patient 1o patient, stud-
s demonstrate a fairly good clinical

racovery, with improvement of strength
decrease 1n CK levels, and decrease in
15 doses [3, 4, 20]. However, due o
high relapse rates (40-70%)

prednisone are seldom tapered [3, 4].

IS5 and

Conclusion

IMMMMNAM 15 3 relativaly recently de-
fined entity, although It was describad
anecdotally eariler on. Its histologl-

cal pattern assoclates the presance of
necrotic and regenerating myofibers,
and lymphocytic Infiltrates are often
limited or aven absent. Patlents present
a heterogeneous range of symptoms
and respond varlably to therapy. Thare
Is still a lot to be discovered, especially
regarding pathophysiology and the role
of autoantibodles, as well as In terms of
a validated therapeutic strateqy. In ad-
dition, one third of patients do not dis-
play known IMNM-spedfic autoanttbod-
les. The Identification of new autoantl-
bodles In these patlents could signifi-
cantly simplify IMNM diagnosis and fur-
ther our comprehenslon of the disaase.
Assaying antl-5RP and antl-HMGCR au-
toantibodies 1s useful, particulary in
cases of progressive onset, to eliml-
nate muscular dystrophy and Initiate an
appropiate iImmunosuppressive treat-
ment. Seme antl-HMGCR IMNM cases
are associated with the use of statins,
but the absence of statin use should not
rule out the possibiity of IMNM.
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cle weakness in
pecple older than
L years of age
Inever in children)

Criterion Pattern of mus-  CKlewvel Electro- Musde biopsy Autoantibodies MRIL
cle wealmess _myography
keacrotizing Bcute or subaciste  Very high; mor Active miyo- Prominent regenerating  Anti-3AP and May shiow active
autoirnmuns onset of proximal  than 50 times the pathic units and necrotic Abers with  anti-HMGOSR, spe-  inflammation; could
myositis and savera weak-  upper limit of nar- macrophages; some- cific for mecrotiz-  guide binpsy site
ness in adults mialin early active timas mild lymphocytic ing autoimmans
Rare in chédren dizease infiltrate; deposits of myasitis, or ng
C5b% oncapdlanes sar- autcantibodies
codemma of myofibars, (30 %!
and necratic myofibers
Dermatomyositis  Subacuteonsetof  High uptoS0timas  Myopathic Perivascular, perimysial,  Ant-MDA-Z an-  May show active
prowimal symmet-  the uppar limit of units (active and penfasccularin- ti-Mi-2: anti-5AE,  mflammation
ricwaaknesswith  normak canattimes  and chronicl  flammation; perifasci- anti-TIF-1y and could guide biopsy
charactaristic skin - be normal cular atrophy: reduced anti-NEP-2 ithe site
rash in patients of capillasias with 508 latter two arz im-
any age [divided depasits plicated in cancar
chinically info ju- Undufating tubules in aszociated OMin
venile- and adult endotheliz by EM aduits)
D) NP2 is associ-
atad with caldi-
nosis in childoen
Palymyositis Subacute onset High, wp to 50timas Myopathic Endomysial inflarmma- Praviously as- May show active
of proximal sym-  the uppsr limit of units factive:  tory infiltrate invading sociated with irflammation; could
metric weakness  nommal inearly and chronicl  non-nacrotic myofbers; antisynthatase guids biopsy site
inadults {diagno-  active diseass; widespread regnpnes- antibodies; can
sisismadawhan  may lingerat up sion of MHC class - no be associatad
other causes have o 10 timas tha up- vacuclas; ruling outin-  with anti-3RE
bean nuled out) per limit of normal flammatory dystrophies (4 %) or myosi-
Rare (= 5 %) tis-associated
antibodies
Antisynthatase  Acuteorsubacute  High 5-5Dtimes Myopathic Perimysial inflamma- Aanti-synthatase  May show active
syndrome onset of proimal — the uppar limit of units active ticn {predominanthy anfibodies as- irflammation; could
muscleweaknass  normakcanbemnor-  and chronic)  macrophages)and con- socisted with guads biopsy site
in adults mizlin chronic and nective tissus fragmen-  interstitial lung
advanced diseass tation, penfascicular disease, multipls
atrophy strong HLA-DR - organ invobee-
exprassion, CREY de- ment, arthntis,
posits on sarcolmma Raynaud's pha-
in penfascicularregions,  nomeanon, fever,
vEry preEminent necro- and “mechanic’s
sisand regenerationin - hands”
penfascicular regions
Nuclear sctin aggregates
Inclusion-body  Slow onset of Upto 10 timesthe  Myopathic Specific mflammatony Anti-cH1A [of Shiowes salective
myositis pryoamal and upper limit of nar- units [active infiltrate; widaspraad uncertain patha-  muscle invalve-
distal wezkness;  malcanbenormal  and chronicl  sarcolemmal stain- logic significance!  ment, but might be
marked weakness  orslightly elavated  with some ing weith MBC class| difficult to distin-
and atraphy of riwed large-  antigen; immed vac- guitsh atrophy from
quadriceps and size potentials  uodes rapped-red or chranic inflamma-
fingar flexors; ragged-blue fibers; amy- tion
fregquant falls; loid depaosits, deposits
dysphagia and of modeculas/markers of
mitd facial mus- autophagy

5 rudeotidaze 14

Anri-3RF anbi-3

satine kinase, MAY magnetic resorence imaging
mnal recogretion perticle, o
ary factor Ty, anti-NXP-2 anti-nuckar mati prote

D& dermaicmyositis, !
FCR anti-3-hydeoe

roscnpy, Ao
Coennme 4

3 anti-melanoma d
anilis

tase, anh-TF-Ty 2

rentiztion-assotizted
3 I-transcription ints
ir 2, MAHC rrajor hestocompatisity complex, HUA heman leukooyte antigen, Ant-cNTA Cytopiasmic

Tattschrift fiir Rheumatologla 2 . 2016 | 155

54



Leitthema

Compliance with ethical
guidelines

Confllct of interest. C.Sargua, H.Cheavelll, LR Siman,
O gayer, FJouen, W 3terzel, and L Martinet state that
these are noonfllcts of interest.

The accompanying manuscrpt does not indude
stdies on humans or znlmas:

References

. Deizkas ML 20151 Inflammiatery muscle diseases.
MEngliMed 372 T3 14T

. Hoogendik JE at 3 {2004) 115th ENMC Inderna-
tlonal workshap: iz design in adult idinpathac
Enflammatary myopathies, with the excention of
inclusian myosils, 10-12 October 2003,
Mzzrden, The Metherands, Meusomuscul Disord
14337-34%

. Christopher-5tine L et 3 (20100 A novel 2utaan-
by recogrizing 200-ke and 100-kd proteing s
associated wih animmune-mediated necrotling
myvapathy. Arthrits Aheum 623 757-2766

. rengstman G et 3 2006) anthsigrad recogni-
1lon particle auboanttbodies: marker of 3 necrotis-
Ing mivepatiy. &nn Rheum Dis 65: 163516338

L Hang © Meadham M (2001) Mecrotlzing au-
immune myapsthy. et Opin Shewmnatol
23A12-619

. Baeyes WH, Nigam S, 2lobal G11986) Human au-
toantibodies reactve wilh the slgnal-secogrition
panlcke ProcMarlacad 50U SABIG507-9511

. Mastaglia FL, Phiips BA 12007} idiopathic Inflam-
mabory myopathies: apldemiology, ciassfiation,
znd diagnostic criterla. Bhewm Dis Cin Saorth Am
FBT3-T4

. Rouster-Sievens A Fachiman LM (3008] Adtaan-
Ubady to signal recogrition partice In African
Amercan gifs with Juvenie palymyosits, |
Aheumatol 3553 7-92%

. Alshehrt A, Choksl 7, Sucell B Pestronk &
{20715) Myopathy with ant-HMGCE antibodies:
Pesimysium myofider pathology. Mewsl
Meumimmuncl Neurainfamm 22124

10. Drouatl e1al {2014 Exploringnecotidng aviolm-
mune myopathles with a nowel Immanoassay for
ant-3-hydrooey-3-methyl-glutary-Cos reductass
auloantibodies. Aribelths Res Ther TERE9

. MiIer T, Ak-Lod M, Logaile G, Pestronk A (2002
Myopattywithantibedies to thesignalrecognition
parlicks clinlcal and pathologlcaifeaturas. ) Hausml
Heunsueg Peychiatry 73470425

12, Allerdrach ¥ ot al (2014) AnlS-HMGCR autoantl

bodies In European patlents with autsimmune
necrotlAng myopathies: fconstant axposre to
statin. Medicne [Eaftimane)23:150-157
13. Mammen AL et al (2002 inceased freguency
of CR3T11:01 In aml-hydronymetiyiglutary-
coergyme A recuctase-assoclated autoimimane
myapathy Arthribs Cane Res 64:1233-1237

14, Mammen AL et 3 (201 1) Auloantibodies against -
hydrooy-3-methylglutany-coanryme A reductase
In patlents with statin-zssocated sutolmmune
myapathy. arthrits Rheum 63:713-721

15. Wamnar JL ot 3 2017) Antlbody levs’s comelate
with ‘creatine kinase levels and strength n
anit-3-hydrooey-3-methylglutaryl-coerayme &
rductase-assocated autolmmune mycpatiy.
Arthritis Rheum 64 AD87 -4033

16, LUmaye ¥ &1 al (2014 Ciinical and genetk a5

sociatiors of autcentibodies to 3-hydeoay-3

[

[

'

(5]

En

]

=]

.

156 | Teitschaift fiir Pheumnatologie 2 - 2016

methyl-glutaryl-coenzyme areducasein patlents
with Immune-mediated mycsitis and necmaliz-

ing miyopatiry. Muscie Meswe S2(2):T506-203.
daol:1 0003 mus T 4541
17. ‘Walznade Y et al (3015 Satins and mystoe:
affects assoclated with anth-3-fyd noy-3-maty-
glutaryt-coanzyme A reductase autoentibodies-
an observatonal study in Japan.  Maedicne
(Baltimoee)od =416
1E. Mammen AL e1al (012} Rarfty ofank-3-hydrony-3-
methylglutary-coenzyme Areduciase anitocies
In-statin users, Including those with self-limied
musctskelstat side efferts. Arthritts Case a5
BE2H3-IT2
18, Chung T, Christophess-Stine L, Pai 1), Corse &,
Mzamsmen AL (2015) The compaostion of celiular
mfilzates in antl-HMG-Cof reduciase-assool-
ated myopatiny.  Muscle Nerve 5203185125,
dol: 100 I00Z S mus 3 4642
20, a0 AH, Lacomis O, Lucas M, Fartlg N, Gddis OV
{20041 Antl-slgrial recognition particle autoan-
1ibady In patiants with and patiznts without
idlopathic Infammatory myopathy.  Arthritls
Rheum 202032115
. Bimisch K, Mifer PW, Dooberstain 3 Highs (2004
Human autoantibodies againstthe S4k0a proteln
al thesigna! recogration perticee block function at
muitiple stages Anthelis Res TherB-A30
2. Gronrer M et al (2003) Kecroising myopathy,
2n unusuz presantation of 3 stercid-responshe
myopathy. § keunol 250480485
23 Escgarkol et 320 14) Assessment of patlents with
“diopethic inflammiatary myopethies and lsciated
creatin-kinase sfevation. Auts immun Highllights
LET-H
24. Banyenisie O et al{207 11 Corelation of ant-signal
meogrition partide adoanttbody fewvels with
creatine kirase activiy In patients with necrotizing
myapathy arthritsRheum 63:1%61-1971
5. TwpalfIN, Ionrson AZ, Miler FW [1 930 Anltbody
1o signal repognifion particle In polymyosltls.
ArthriisRheum33:1361-1370
26, Clagys ki et & (2013) Magrostk challenge and
therapeutsc dilemma i necatiaeg myopathy.
Meurology 81932535
27. Apulrerate Jetal (2014} Myofibar HLA-DR axpres-
501 15 3 distinctve bomarker for antisynthetase
associated myopathy. Acta Newrooathal Cammun
154
2. Mahler M, Millar FW, Fritzler W (2074 idlopathic
Enflammatory myopaihies andthe antl-synthetase
synidrome 3 camprehensive seview. Autsmmun
By 13:367-3T1
25, Mescam-Mancinl Lat 2 {2005 Ant-io-1 antiody-
pasTive patients show 2 charaderstc neoo-
tizng perfascioular myositls.  Srain ) Neunod
138:24B5-2433
30 StanzelW el 3l {30051 Nuchesr aclin aggregation s
3 hallmari of artl-synthetzse syndrome-Induced
dysimmune myopatby. Newrology B4:1346-1354
1. Charter]ee 5 (2013) Antsyrithetzse syndrome: Not
JustanInfizmmatory myopathy Cleve Cin S Med
U ]
LSt B S Shefetal muscle necrosks assoilated
with carcnoma. JPathal97:207-210
33. Wegeners, Bremer j, Komminoth P ung HH, Wedar
M (2010} Parneopiastic Necoilzing Myopathy
with a mitd Enflammatary component: a case
report zrd revtewafthe Meatue. Case Repncal
1 kEE-52
38 €assard|lan CO, Lannon WA, Alfugham HB, Mahler
W, Milone Wit 20 15 Clindcal features and treatment
outroemes of Necotlring Autcemmuns Myopathy.

wd
=]

(1)

3

[}

JAM Neumod T2(91:906-1003.  col10000%
Jamaneurol 30151207
5. Dafakas MC (20000 Immumatherapy of myosits:
Izsues, concems and futune prospecs. Mat ey
Aheumatal £:129-137
36, Wiyl B, Caschola-Rozen L, Hong G, Mammen A,
Christopher-58na L (2010 Astuximah therapy for
myopathy assodated with anthsignal recogrition
parlicke antisodies: a caseseres. Anhoits Care fes
E31328-1354
. CurtinDetal (2014 Novel antlbody 2ssoclztions In
immure-medlated necotising myopathy without
Enflammation Ir | Mied Scl. Sol10007S T 1840
Q14-1207-1
38, Grable-Espaosito P etal (2000) Immune-mediated
necrotizng myopethy acsoclated with statlns.
MusclaNerve £1:185-150

(£
L

3

=4

55



2.1. Le muscle au cours des myopathies nécrosantes auto-immunes

2.1.1. Diagnostic clinique et examens complémentaires

Au cours des MNAI et de facon assez similaire aux autres MAI, la faiblesse musculaire
est proximale et symétrique avec la présence d’une dysphagie et d’'une dyspnée dans les cas
avancés (Dalakas, 2015). La maladie est grave, d’installation aiglie ou subaigiie (quelques
semaines a quelques mois) ou méme chronique. En effet, une évolution lente a été mise en
évidence chez des patients atteints de MNAI a aAc anti-SRP (Benveniste and Romero, 2011).
Ce type de présentation pseudo-dystrophique peut égarer le diagnostic, ralentissant une prise
en charge thérapeutique adaptée. Les patients atteints de MNAI ne présentent pas ou tres

peu d’atteinte extra-musculaire.

2.1.2. Electromyogramme et imagerie par résonnance magnétique

L'EMG est anormal et myogéne comme dans tous les autres sous-types de MAI (Castro

and Gourley, 2012; Hoogendijk et al., 2004).

L'IRM permet de déceler des différences entre les MAI (Tableau 9). Concernant les
MNAI, il apparait que I'atteinte musculaire observée a I'IRM est plus grave chez les patients
présentant des aAc anti-SRP que les patients présentant des aAc anti-HMGCR (Pinal-
Fernandez et al., 2016).
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PM DM IBM MNAI
Localisation | Symétrique, Symétrique, Asymétrique (10-44% | Symétrique,
principale proximale : ceinture | proximale et distale : | patients), distale proximale : rotateur

de I'atteinte

scapulaire et
pelvienne, muscles

ceinture scapulaire
et pelvienne, peau et

(bras) et proximale
(jambes)

de la hanche et
fessiers

de la cuisse muscles de la cuisse
CEdéme Diffus Sporadique et diffus Diffus et rare Marqué dans le
Abducteurs, dans le muscle comparé a PM/DM muscle vaste latéral
quadriceps (quadriceps) (anti-SRP)
Tissus sous-cutanés Plus abondant
et fascia (reflete (cuisses) que dans
I’atteinte cutanée) PM/DM
Infiltration Modérée Modérée Caractéristique la Grave (anti-SRP)
graisseuse plus marquante Postérieur >
(prédominant dans antérieur
les cuisses, FPD et Plus intense (cuisses)
gastrocnémien) que PM/DM
Atrophie Modérée Modérée Caractéristique la Atrophie et

plus marquante mais
peut étre absente
Asymétrie plus
marquée que dans
PM/DM

asymétrie plus
marquée que dans
PM/DM

Tableau 9 : Caractéristiques musculaires observées a I'IRM dans les myopathies auto-immunes

FPD : fléchisseurs profonds des doigts (Pinal-Fernandez et al. 2016; Zheng et al. 2015; Cantwell et al. 2005; Curiel, Jones, et
Brindle 2009; Dion et al. 2002; Badrising et al. 2005; Cox et al. 2011, Day, Patel, et Limaye 2016)

2.1.3. Analyses biochimiques : enzymes musculaires

Parmiles MAI, c’est chez les patients atteints de MNAI que I'on retrouve les taux les plus
élevés (50 fois la normale) de CK sérique (Mammen et al., 2011; Miller et al., 2002; Stenzel et
al., 2015). Les aminotransférases, la lactate déshydrogénase ou I'aldolase peuvent également
étre augmentées mais, comme indiqué précédemment, ne sont pas spécifiques du muscle

(Hochberg et al., 1986).

2.1.4. Caractéristiques histologiques

En 2004, au cours du 119%™ séminaire international de 'TENMC, I’histologie des MNAI a
été définie par la présence de nombreuses fibres musculaires nécrotiques, des cellules
inflammatoires clairsemées, et des dépots de complément. Un infiltrat inflammatoire, une
atrophie périfasciculaire, les caractéristiques propres a I'IBM ainsi que des dépots de
complément a la surface de fibres non-nécrotiques constituaient les critéres d’exclusion
(Hoogendijk et al., 2004). Cependant, ce dernier critére est démenti par de nombreuses
études ayant observé un dépo6t de C5b-9 a la surface de myofibres normales (Allenbach et al.,
2014; Benveniste et al., 2016; Christopher-Stine et al., 2010; Chung et al., 2015; Dimitri et al.,
2007; PreulRe et al., 2012; Troyanov et al., 2017; Watanabe et al., 2016). Une étude comparant
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les MNAI aux myopathies nécrosantes non-immunes qualifie d’ailleurs ce critere de
discriminant pour les MNAI graves (Preulle et al., 2012). Des dép6ts de C5b-9 au niveau des
capillaires peuvent étre observés mais rarement chez tous les patients (Allenbach et al., 2014;
Christopher-Stine et al., 2010; Chung et al., 2015; Dimitri et al., 2007; Kao et al., 2004;
Troyanov et al., 2017; Wang et al., 2014; Watanabe et al., 2016), et sont parfois absents
(Bronner et al.,, 2003; Hengstman et al.,, 2006). L’atteinte globale des capillaires
(élargissement, déplétion focale, dépots de complément) peut étre présente dans la MNAI,
mais de facon moindre que pour la DM et reste une particularité propre a cette derniere
(Christopher-Stine et al., 2010; Chung et al., 2015; Dimitri et al., 2007; Miller et al., 2002;
Watanabe et al., 2016).

Une surexpression du CMH-| peut également étre observée, mais de fagon moins
constante et moins forte que dans les autres MAI (Alshehri et al., 2015; Bronner et al., 2003;
Christopher-Stine et al., 2010; Chung et al., 2015; Kennedy et al., 2016; Needham et al., 2007;
PreulRe et al., 2012; Wang et al., 2014; Watanabe et al., 2015, 2016). Lorsqu’il est présent, le
CMH-I peut étre diffus ou (multi-)focal, sur toutes les fibres, ou cantonné aux fibres

nécrotiques et en régénération.

Bien que considéré classiquement, I'absence totale d’infiltrat inflammatoire est en fait
rapportée par peu d’études (Bronner et al., 2003; Hengstman et al., 2006; Watanabe et al.,
2015) et il est habituellement présent chez environs 20% des patients (5-40%, Tableau 10) et
souvent de fagon légére ou minime sans accumulation focale. Certaines études le situent
préférentiellement avec une localisation périvasculaire (Allenbach et al., 2014; Alshehri et al.,
2015; Dimitri et al., 2007), d’autres plutét en zone endo- et/ou périmysiale (PreuBe et al.,
2012; Suzuki et al., 2015; Wang et al., 2014). Linfiltrat est majoritairement composé de
macrophages, entourant/envahissant les fibres nécrotiques mais également localisés de fagon
clairsemée (Basnayake et al., 2015; Chung et al., 2015; Wang et al., 2014). Des LT CD8* et/ou
CD4* peuvent étre présents a contrario des LB rarement présents (Benveniste et al., 2016;
Chung et al., 2015; Klein et al., 2015; PreulRe et al., 2012; Wang et al., 2014). Deux équipes ont
étudié en détail l'infiltrat inflammatoire ainsi que sa polarisation. L'étude de PreuRe et al.
réveéle une forte réponse Thl activée par des macrophages de type M1, avec des niveaux
d’interféron gamma (IFNy), TNFa et STAT1 élevés. Cependant, celle-ci inclut dans les MNAI les

myosites a anti-Jol (PreuBe et al., 2012). L'étude de Chung et al. montre la présence de
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macrophages M2 dans toutes les biopsies et M1 dans seulement 18,8%, mais aussi de cellules
dendritiques plasmacytoides, productrices d’IFN-I. Une limitation concernant I'utilisation de
marqueurs de surface pour l'identification du type de macrophage est soulignée par les
auteurs (Chung et al., 2015). Une connaissance approfondie de la polarisation de l'infiltrat

demande donc de plus amples investigations.

Il est parfois noté une prolifération du tissu conjonctif (fibrose) endomysial ou perimysial
accompagnée de macrophages et cellules dendritiques (Alshehri et al., 2015; Dimitri et al.,
2007; Miller et al., 2002; Wang et al., 2014). Les myofibres sont de taille variable et peuvent
étre atrophiques (Allenbach et al., 2014; Dimitri et al., 2007; Suzuki et al., 2014; Wang et al.,

2014; Watanabe et al., 2015) mais sans localisation périfasciculaire.

Enfin, la caractéristique histologique la plus représentative de la MNAI est évidemment
la présence de fibres en nécrose et en régénération, observée dans toutes les études citées
précédemment, et ayant donné son non a cette entité. Il est cependant a noter que les études
recrutant les patients sur une base sérologique plutot qu’histologique n’obtiennent pas 100%
de biopsies nécrotiques, ce qui pourrait étre expliqué par une biopsie au niveau d’un site non
atteint (Tableau 10) (Alshehri et al., 2015; Ge et al., 2015; Pinal-Fernandez et al., 2017; Suzuki
et al., 2015; Werner et al., 2012). Les fibres atteintes sont a des stades variés de
dégénérescence/régénération et sont disséminées au sein des fascicules (Alshehri et al., 2015;

Basnayake et al., 2015; Benveniste et al., 2016; Dimitri et al., 2007).
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Caractéristiques histologiques (%)
. Myofibres Myofibres Capillaires . .
Ref # patients . . . Nécrose Régénération Infiltrat
CMH-I C5b-9 C5b-9
Watanabe 2016 68 51 22 26 oui + Mo 100 0
Wang 2014 16 69 56 (sur N) 12,5 oui 100 éparse
Suzuki 2014 41 21 90 90 17
Pinal-Fernandez 2017 37 78 14
Hengstman 2006 15 0 4/6 (sur N) 0 73+ Md¢ 50 0
Kao 2004 10 67 70 90 25
Zheng 2014* 12 100 100 8,3
Suzuki 2015 100 84 84 16
Takada 2009 11 82 100 5
Watanabe 2016 45 49 65 21 100 100 0
Ashton 2016 19 73 9 91 36 léger
Allenbach 2014 20 40 65 25 100 100 40 léger
Alsheri 2015 44 30 53 52 66 27
Ge 2015 12 33 67 17
Mammen 2011 40 100 100 20
Werner 2012 53 90,6 23
Christ.-Stine 2010 16 50 50 (sur NN) 75 100 31léger
Tiniakou 2016 104 77 minimal

Tableau 10 : Caractéristiques histologiques des biopsies musculaires de patients atteints de MNAI
Les études citées reposent sur des cohortes de plus de 10 patients, études SRP (vert) et HMGCR (orange). *utilisation de 6
patients de Wang et al. 2004. Sur N/NN : retrouvé sur fibres nécrotiques/non-nécrotiques. M : macrophages

De la méme fagon que pour les autres MAI, les caractéristiques
histologiques, sérologiques et observées a I'IRM des MNAI la distinguent
des autres sous-types. Il ressort de ces données que l'infiltrat
inflammatoire n’est pas absent, bien que léger, et que les dépots de C5b9
sont bien présents, appelant a une évolution des critéres de classification

selon Hoogendijk et al.

2.2. Les auto-anticorps spécifigues des myopathies nécrosantes auto-

immunes

Les MNAI représentent une entité cohérente en termes de signes cliniques et
histologiques. Elles sont associées a la présence de deux aAc tres spécifiques, dirigés contre la
particule de reconnaissance du signal (SRP, Signal Recognition Particle) et la 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGCR).
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2.2.1. Auto-anticorps anti-SRP

SRP est une ribonucléoprotéine cytoplasmique. Elle est constituée de 6 chaines
polypeptidiques de poids moléculaires différents (72, 68, 54, 19, 14 et 9 kDa) ainsi que d’une
molécule d’ARN de 300 nucléotides, 7SL (Figure 12).

SRP19

Homo saplens signal
recognition particle

(lellle

Alu domain S domain

Figure 12 : Structure du complexe SRP
Le complexe SRP est composé de I’ARN 7SL et des 6 polypeptides, dont SRP54 (Akopian, 2013)

SRP et son récepteur assurent le transport des protéines néosynthétisées, lors de leur
traduction, a la machinerie de translocation vers le réticulum endoplasmique. D’abord, SRP se
lie avec une grande affinité au peptide signal de la chaine polypeptidique en cours
d’élongation sur le ribosome. Il arréte ensuite la synthése a un point spécifique de la chaine
peptidique. Puis SRP interagit avec son récepteur ancré au réticulum endoplasmique,
résultant en la reprise de la synthese peptidique par le ribosome. La nouvelle protéine traverse
alors la membrane pendant la fin de sa synthése (Figure 13) (Walter et al., 1984). La encore, il

est frappant de constater que la réponse auto-immune cible un processus de la synthése

protéique.
Signal-recognition particle Ribosome
SRP-bound to signal
peptide

— nmana

Signal
peptide
Figure 13 : Réle du complexe SRP
Protein Translocating
SRP-raceptor channel polypaptide Le complexe SRP est responsable du bon
{"translocon”™) chain acheminement des protéines membranaires et

sécrétoires

La sous-unité SRP54 est conservée au sein des especes et possede deux domaines
distincts : le domaine M riche en méthionine qui reconnait la séquence signal et se lie a ’ARN

SRP, et le domaine NG qui interagit avec un domaine NG homologue sur le récepteur et dont
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I’activité GTPase régule le transport de son cargo (Akopian et al., 2013). Cette molécule assure
a la fois la fixation a la chaine polypeptidique en cours d’élongation et |a fixation au récepteur

sur la membrane du RE.

Les aAc anti-SRP ont été mis en évidence pour la premiére fois en 1982 chez un patient
atteint de PM dont le sérum immunoprécipitait un ARN 7SL (Nakao et al., 1982). Par la suite,
la cible de ces aAc ainsi que ceux d’autres patients a été décrite par (Okada et al., 1987): ’ARN
7SL précipité fait partie du complexe SRP. En 1986, les anti-SRP sont également détectés dans
le sérum d’un patient atteint de PM (Reeves et al., 1986). Ces aAc sont plus particulierement
dirigés contre le polypeptide de 54 kDa appartenant au complexe SRP mais des anti-SRP19 et
—SRP72 ont également été mis en évidence (Kao et al., 2004; Valiyil et al., 2010; Wang et al.,
2016). Des Ac anti-ARN 7SL ne réagissant avec aucune des sous-unités de SRP ont aussi été
identifiés respectivement dans 5% et 22 a 50% des populations nord-américaine et japonaise
(Satoh et al., 2005; Suzuki et al., 2015). Ces résultats suggérent la présence de faux-négatifs
(Aggarwal et al.,, 2015) dans les études n’utilisant pas l'immunoprécipitation (ELISA,

Immunodot, ALBIA) et requiérent des recherches plus approfondies.

La confusion avec les PM pures selon les critéres de Bohan et Peter sera confirmée dans
deux cohortes de patients (Miller et al., 2002; Targoff et al., 1990). Ces patients présentaient
une faiblesse musculaire grave, rapide et progressive, avec des CK tres élevés et peu ou pas
d’atteintes extra-musculaires. Ces caractéristiques seront retrouvées dans de multiples
études, mais associées a une myopathie nécrosante auto-immune et non plus a une PM a
partir de 2004 lorsque la nouvelle classification de Hoogendijk et al. est utilisée (Basnayake et
al., 2015; Hengstman et al., 2006; Kao et al., 2004; Pinal-Fernandez et al., 2017; Suzuki et al.,
2014, 2015; Wang et al., 2014; Watanabe et al., 2016).

La faiblesse musculaire est quasi-systématiquement proximale et symétrique.
Lorsqu’elle est présente, la latéralité ne dépasse pas les 16% (Suzuki et al., 2012, 2015). Les
jambes sont plus souvent touchées que les bras (60-73%) (Suzuki et al., 2012, 2015; Watanabe
et al., 2016). D’autres atteintes musculaires sont fréquemment observées comme la faiblesse
des muscles du cou (40-80%) et la dysphagie (19-69%). Une atrophie (36-100%) et des
myalgies (17-66%) sont présentes. L'insuffisance respiratoire est peu fréquente, autour de
12%, et l'insuffisance cardiaque quasi absente (0-5%, Basnayake et al., 2015) a I'exception

d’une étude de 2004 ou elle atteignait 13% (Kao et al., 2004). Cette étude, ainsi que celle de
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Hengstman et al., sont les seules a rapporter des manifestations extra-musculaires (rash,
arthrite et phénoméne de Raynaud) supérieures a 10% sur une large cohorte. La
pneumopathie interstitielle se manifeste chez 13 a 23% des patients, pourcentage tres
inférieur a ce qui peut étre observé chez les patients souffrant de SAS (Tableau 11)
(Hengstman et al., 2006; Kao et al., 2004; Pinal-Fernandez et al., 2017; Suzuki et al., 2014,
2015).

L’atteinte musculaire en général est plus grave chez les patients anti-SRP* que chez les
patients anti-HMGCR*, ou les patients atteints d’autres sous-type de myosites, et les
manifestations extra-musculaires moins fréquentes (Kao et al., 2004; Pinal-Fernandez et al.,
2016, 2017; Watanabe et al., 2016). Pour preuve, le caractere grave de I'atteinte musculaire

est trés rarement mentionné dans les MNAI anti-HMGCR* (Tableau 11, Tableau 12).

Plusieurs études plaident en faveur de la pathogénicité des aAc anti-SRP. Deux études
longitudinales portant chacune sur 8 patients recevant un (nouveau) traitement ont analysé
les taux sériques d’aAc anti-SRP, de CK et la force musculaire. Dans les deux études, les taux
de CK et/ou la force musculaire, reflets de I’activité de la maladie, sont fortement corrélés aux
taux d’aAc anti-SRP (Aggarwal et al., 2015; Benveniste et al., 2011). De plus, I'efficacité des
traitements ciblant les lymphocytes B (rituximab) ou les Ac présents dans le sang
(plasmaphérese, immunoglobulines intraveineuses : IVIg) est un argument en faveur de cette
hypothése (Benveniste et al., 2011; Kawabata et al., 2012; Suzuki et al., 2012; Valiyil et al.,
2010; Watanabe et al., 2016). In vitro, il a été démontré que les aAc anti-SRP inhibent I'activité
du complexe SRP, ce qui pourrait participer a I'effet pathogéne de ces aAc (Romisch et al.,
2006). Toujours in vitro, une étude a laquelle le laboratoire a collaboré a démontré un effet
délétere des aAc anti-SRP et anti-HMGCR sur des myotubes (atrophie) et myoblastes
(diminution de la différenciation en myotubes) (Arouche-Delaperche et al., 2017). Un autre
groupe note un effet faible de sérum anti-SRP* sur des cultures de myoblastes, amplifié par

I'ajout de complément (Rojana-udomsart et al., 2013).

Dans les MNAI a aAc anti-SRP, la vitesse de progression de la maladie est tres variable.
Elle peut étre chronique (supérieure a 6 ou 12 mois selon les études : Watanabe et al. 2016;
L. Wang et al. 2014; Suzuki et al. 2014; Suzuki et al. 2015), ou subaigué (inférieure a 6 mois :
Hengstman et al. 2006; Suzuki et al. 2014; Suzuki et al. 2012). Une étude suggere d’ailleurs un

intérét a subdiviser les patients selon leur progression. En effet, les patients atteints d’'une
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forme chronique sont plus jeunes (15,4 vs 52,4 ans), ne présentent aucune manifestation
extra-musculaire mais sont beaucoup plus sujets aux séquelles neurologiques que les patients
atteints de la forme subaigué. De fagon intéressante, aucune différence en termes de niveaux
de CK n’a été mise en évidence entre ces deux groupes (Suzuki et al., 2012). Ces résultats sont
peut-étre reliés a ceux de Pinal-Fernandez et al. qui montrent que plus les patients sont
jeunes, plus la faiblesse musculaire est grave a tout moment de la maladie. De graves séquelles
neurologiques ont également été retrouvées chez 8 patients pédiatriques dans I'étude de

Suzuki et al.

Les cas pédiatriques de myopathie a aAc anti-SRP représentent moins de 2% des MAI
juvéniles (Rider et al., 2013; Shah et al., 2013) et sont caractérisés par une atteinte musculaire
proximale et atrophique, et plus fréquemment que chez les adultes par un début de la maladie
tres grave, une atteinte cardiaque (50%), une perte de poids, des hospitalisations fréquentes
et une utilisation du fauteuil roulant (Kawabata et al., 2012; Rider et al., 2013; Rouster-Stevens
and Pachman, 2008; Shah et al.,, 2013; Suzuki et al., 2011). Les jeunes filles ainsi que la
population noire (jusqu’a 83%) sont les plus touchées (Rider et al., 2013; Rouster-Stevens and
Pachman, 2008; Shah et al., 2013). Les taux de CK sont généralement bien plus élevés que
chez les adultes (>20 000 UI/L) (Kawabata et al., 2012; Rider et al., 2013; Rouster-Stevens and
Pachman, 2008) mais peuvent également étre a un niveau comparable (environ 6000 Ul/L)
(Almeida et al., 2016; Suzuki et al., 2008, 2011). Comme chez les adultes, la myopathie peut

parfois étre accompagnée de signes cutanés (Almeida et al., 2016; Rider et al., 2013).

L’association des anti-SRP avec le cancer est rare (Hengstman et al., 2006; Suzuki et al.,
2015) voire absente (Kao et al., 2004; Zheng et al., 2015). Observation confirmée par I'étude
d’Allenbach et al. qui montre une absence de sur-risque entre la présence d’Ac anti-SRP et
celle d’'un cancer, contrairement aux autres MNAI (aAc anti-HMGCR et séronégatives). De
plus, une autre étude de grande envergure (177 patients japonais atteints de MNAI) n’a pas
mis a jour de différence dans la fréquence de cancer parmi les MNAI (Tableau 11) (Watanabe

et al., 2016), ce qui pourrait étre expliqué par un facteur génétique.

Une étude a suggéré |'association des anti-SRP avec un début de la maladie a 'automne
(Leff et al., 1991) mais I’hypothése se verra réfutée par des études ultérieures (Sarkar et al.,

2005; Suzuki et al., 2012; Wang et al., 2014).
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Les aAc anti-SRP sont retrouvés dans 3,3 a 6% (cohortes européennes et américaines :
Hengstman et al., 2006; Kao et al., 2004; Pinal-Fernandez et al., 2016) et 13 a 20% (cohortes
asiatiques : Watanabe et al. 2016; Wang et al. 2014; Suzuki et al. 2014) des patients atteints
de MAI, suggérant la possibilité d’'une influence géographique ou génétique. Leur pourcentage
parmiles MNAI varie de 22 a 39% (Tableau 11) (Pinal-Fernandez et al., 2016; Wang et al., 2014;
Watanabe et al., 2016).
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# patients Patients anti-SRP* Caractéristiques Atteinte musculaire % Atteinte EM %

Ref [ MAI | MNAI Pre;:'zz/lleATce Pr;‘;\::\mce %Ethnie (%f:rer:(ne\es) mﬁ?{in T;Z);:nk szi)i(::s ca r:A::er Membres mgrr:lllrees Cou | Dysphagie I'::SL: Atrophie [ Myalgies |Cardiaque|Fiévre|Rash | Arthrite|Raynaud| PI
1| 387 177 18 39 As 59 55,2 6589 4 63 63 71 68 12 68 27 Infréq Fréq. Faible

2| 123 44 13 36 As 75 46,6 3759 88 19 12,5 37,5 0

3| 207 64 20 As 66 51 6989 68 68 73 39 5 71 44 0 5a7 15
4 56C, 42N 78 38,4 3370 5 38 1,3 22
5| 417 23 55 C 72 47,7 6872 4 8,7 95 95 69 70 66 0 13 13 26 21
6 | 263 16 6 75C, 25N 50 50,8 0 50 50 67 60 13 13 19 23
7 | 666 101 3,3 22 59C, 36N 86 38,4

8 100 As 61 51,3 6161 5 5 100 63 70 41 12 66 34 2 8 6 4 7 13
9* 12 As 38,5 5200 0 0 100 25 17

10 22 (Subaigue As 55 52,4 6101 9 100 50 41 14 36 5 18 9 5 5 18

5 [Chronique As 60 15,4 4190 0 100 100 80 20 100 20 0 0 0

11 21 As 71 51,6 5016 9,5 14 14 17 4 22

Tableau 11 : Caractéristiques cliniques, musculaires et extra-musculaires des patients atteints de MNAI a auto-anticorps anti-SRP

Les études citées présentent des cohortes de plus de 10 patients. # : nombre, Pl : pneumopathie interstitielle, EM : extra-musculaire, As : asiatiques, C : caucasiens, N : noirs. * utilisation de 6
patients de la Ref 2. En gras, nombre de patients SRP*. 1-Watanabe 2016 ; 2-Wang 2014 ; 3-Suzuki 2014 ; 4-Pinal-Fernandez 2017 ; 5-Hengstman 2006 ; 6-Kao 2004 ; 7-Pinal-Fernandez 2016 ; 8-
Suzuki 2015 ; 9-Zheng 2015 ; 10-Suzuki 2012 ; 11-Takada 2009

# patients Patients anti-HMGCR" Caractéristiques Atteinte musculaire % Atteinte EM %

Ref | MAI | MNAI Pri;illl(:ce Pr;v;l;:lce %Ethnie (%f:::(r:es) mlcf/een T;l:’);é:nK Séi?::g Ca;/ocer Membres mgr:?l::/fes Cou | Dysphagie :1:5[:: Atrophie | Myalgies |Cardiaque|Fiévre|Rash |Arthrite|Raynaud| PI
1| 387 177 12 26 As 69 56,4 6436 18 24 24 44 a4 0 44 10 Infréq low freq

7 | 666 101 7,5 50 78C, 14N 64 53,3

12 206* 22 C 73 48,9 6941 44 11 97,7 75,5 26,7 22,2 53,3 2,2 11 11 2,2
13 49 76C, 22N 67 50 4232 38 10 84 35 78 25 20
14| 405 22 54 As 73 41,1 2538 15 5 75 37,5 70 25 15
15| 750 45 6 73C, 20N 58 52 9718 66,7 95,6

16 | 1006 17 5,5 71C, 24N 65 53,6 10104 72,7 94,5

17 32 50 56 C 63 54 10333 63 12,5 100 63 67 75 14 50 13 0
18 5,5 72C, 19N 59 55 2812 6 96 27 5 4
19 66 56 9551 89 11 100

20| 233 27 6,9 41 64 67,4 7265 100 0 36 0

21 20 67 C 70 65 7189 86 0 100 25 36 30

Tableau 12 : Caractéristiques cliniques, musculaires et extra-musculaires des patients atteints de MNAI a auto-anticorps anti-HMGCR

Les études citées présentent des cohortes de plus de 10 patients. # : nombre, Pl : pneumopathie interstitielle, EM : extra-musculaire, As : asiatiques, C : caucasiens, N : noirs. * suspicion de MINAI.
En gras, nombre de patients anti-HMGCR*. 1-Watanabe 2016 ; 7-Pinal-Fernandez 2016 ; 12-Allenbach 2014 ; 13-Alsheri 2015 ; 14-Ge 2015 ; 15-Mammen 2011 ; 16-Werner 2012 ; 17-Christopher-
Stine 2010 ; 18-Tiniakou 2016 ; 19-Chung 2015 ; 20-Klein 2015 ; 21-Ashton 2016



2.2.2. Auto-anticorps anti-HMGCR

Les aAc anti-HMGCR (3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase) ont été mis en
évidence pour la premiere fois chez 16 patients atteints de MNAI dont le sérum immuno-
précipitait deux protéines de 100 et 200 kDa (Christopher-Stine et al., 2010). La forte
proportion de patients exposés aux statines dans cette étude, ainsi que deux autres études
décrivant 33 patients ayant développé une MNAI associée a la prise de statine (Grable-
Esposito et al., 2010; Needham et al., 2007) ont suggéré a I’équipe de Mammen une piste dans
I'identification de la cible de ce nouvel aAc. En se basant sur le travail de Morikawa et al. qui
a étudié les génes surexprimés par le muscle squelettique en présence de statine, ils
identifient alors I'aAg comme étant HMGCR (Mammen et al., 2011). Il s’agit donc d’un résultat
remarquable en auto-immunité puisqu’il révéle que la cible du médicament et des aAc sont

en fait la méme protéine : HMGCR.

Son poids moléculaire est de 97 kDa et HMGCR est capable de dimérisation. Ceci
explique ainsi la bande de 200 kDa observée dans I'article de Christopher-Stine et al. 'HMGCR
est une protéine localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique et dont le domaine
catalytique pointe vers le cytosol (Figure 14). Cette enzyme catalyse une étape clé limitante
dans la biosynthese du cholestérol : la transformation de ’'HMG-CoA en mévalonate (Jo and
DeBose-Boyd, 2010). Elle est la cible des traitements hypo-cholestérolémiants a base de
statines (Friesen and Rodwell, 2004). Les aAc sont dirigés contre la partie C-terminale de la
protéine qui constitue son site catalytique (Mammen et al., 2011).

Ubiquinone et hemeA

Isoprénocides non-stérols

Mevalonate Beietel essentiels pour la fonction
; ; cellulaire normale
Farnesyl- et géranylgéranyl-
HMG-CoA NADPH pyrophosphate

Cholestérol

Cytosol
ER
Lumen
Figure 14 : Structure de I'enzyme HMGCR

ER : réticulum endoplasmique.
Adapté de Jo and DeBose-Boyd, 2010
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D’un point de vue clinique (Tableau 12), les patients atteints de MNAI a aAc anti-HMGCR
(anti-HMGCR*) sont semblables aux patients anti-SRP*. En effet, les patients présentent une
faiblesse musculaire symétrique et proximale dans plus de 90% des cas, mais moins souvent
grave que pour les patients anti-SRP*, de progression aiglie a chronique, des myalgies
fréquentes (36-78%), de dysphagie (30-40%) et un sex-ratio en faveur des femmes (Allenbach
et al., 2014; Ashton et al., 2016; Christopher-Stine et al., 2010; Mammen et al., 2011; Werner
et al., 2012)(Yves Allenbach et al. 2014; Werner et al. 2012; Christopher-Stine et al. 2010;
Mammen et al. 2011; Ashton et al. 2016). Parmi les différentes études, les taux moyens de CK
sont plus hétérogenes pour les patients anti-HMGCR* qu’anti-SRP* (2500-10300 UI/L vs 3300-
7000 UI/L). Les atteintes extra-musculaires sont aussi rares et la présence d’une
pneumopathie interstitielle encore plus faible que chez les patients anti-SRP* (Allenbach et al.,
2014; Alshehri et al., 2015; Ashton et al., 2016; Christopher-Stine et al., 2010; Ge et al., 2015;
Mammen et al., 2011; Watanabe et al., 2016; Werner et al., 2012).

L'analyse d’une cohorte conséquente de patients anti-HMGCR* a mis au jour une
corrélation entre I'age et la gravité de la maladie (Tiniakou et al., 2017). En effet, au début de
la maladie, les patients plus jeunes sont atteints de facon plus grave avec des CK plus élevés,
et les plus agés ont une meilleure force musculaire tout au long de la maladie avec une
amélioration plus rapide. Les patients réfractaires au traitement étaient également
statistiqguement plus jeunes. Une étude chinoise avait déja observé que les patients plus

jeunes ont une évolution moins favorable (Ge et al., 2015).

Les aAc anti-HMGCR sont retrouvés dans 5,4 a 12% des MAI (Ge et al., 2015; Klein et al.,
2015; Mammen et al., 2011; Pinal-Fernandez et al., 2016; Watanabe et al., 2016; Werner et
al., 2012). La différence de prévalence observée pour les anti-SRP chez les Asiatiques n’est pas
évidente ici puisque les anti-HMGCR sont retrouvés dans 12% d’une cohorte MAI japonaise
mais 5,4% d’une cohorte chinoise (Ge et al., 2015; Watanabe et al., 2016). Les anti-HMGCR
représentent 22 a 67% des patients atteints de MNAI (Tableau 12).

Plusieurs études rapportent une corrélation entre les taux d’aAc anti-HMGCR et les taux
de CK ou la force musculaire (Allenbach et al., 2014; Alshehri et al., 2015; Ge et al., 2015;
Werner et al., 2012). Cette corrélation est significative a la premiére visite, mais ne se poursuit
pas dans le temps contrairement aux anti-SRP (Ge et al., 2015). Une étude rapporte une baisse

significative des taux d’aAc anti-HMGCR, de CK et une augmentation de la force sans préciser
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si ils sont corrélés (Werner et al., 2012). Dans ces deux dernieres études, les taux d’aAc anti-
HMGCR ne se sont pas normalisés malgré I'amélioration voire la rémission des patients. Il est
possible que la réponse humorale soit polyclonale et que seuls les aAc non-pathogénes soient
conservés apres rémission. En effet, I'efficacité de traitements tels que les IVIg, le rituximab
ou la plasmaphérese chez les patients réfractaires sont en faveur d’une pathogénicité des aAc
anti-HMGCR (Ashton et al., 2016; Kassardjian et al., 2015; Nichols et al., 2015; Ramanathan et
al., 2015; Troyanov et al., 2005; Watanabe et al., 2015; Young and Ghobrial, 2015).

Les cas pédiatriques représentent 4 a 18% des MNAI a aAc anti-HMGCR (Allenbach et
al., 2014; Mammen et al., 2011) et 1% des MAI juvéniles (Kishi et al., 2017; Tansley et al., 2017)
dans des cohortes principalement caucasiennes. Une étude asiatique évalue les MNAI a aAc
anti-HMGCR juvéniles a 15% des MAI, différence qui pourrait étre due a I'’ethnie ou a un biais
de recrutement (Liang et al., 2016). De facon semblable aux adultes, les cas pédiatriques
présentent une faiblesse musculaire proximale et symétrique, des taux de CK élevés et des
biopsies révélant des fibres en nécrose et en régénération et associés a un infiltrat
inflammatoire minime (Kishi et al., 2017; Liang et al., 2016; Mohassel et al., 2017). Cependant,
les cas de progression tres lente mimant une dystrophie génétique semblent plus fréquents
(50%) que chez les adultes et sont une source d’erreur diagnostique (Allenbach et al., 2014;

Liang et al., 2016; Mohassel et al., 2017; Tansley et al., 2017; Tard et al., 2017).

La particularité la plus notable de la MNAI a aAc anti-HMGCR chez I'adulte est son
association a la prise de statines. En effet, a I’exception des cohortes asiatiques, 38 a 100%
des patients ont été exposés aux statines (Tableau 12). Cette proportion est significativement
plus élevée que dans les DM et PM, et également les IBM si I’'on prend en compte les patients
de plus de 50 ans (Christopher-Stine et al., 2010; Mammen et al., 2011). Cette observation a
également été faite sans limite d’age en comparant les MNAI anti-HMGCR* avec les MAI (Klein
et al., 2015), avec les MNAI anti-HMGCR" (Kassardjian et al., 2015) ou anti-SRP* (Tiniakou et
al., 2017). Une étude chinoise n’a pas révélé de différence statistique concernant I'exposition

aux statines entre les patients anti-HMGCR* et les anti-HMGCR" (Ge et al., 2015).

Les statines, utilisées pour leur effet hypocholestérolémique, sont prescrites pour la
prévention des maladies cardiovasculaires. Dans le monde, on compte 25 millions de
personnes prenant des statines (Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High

Blood Cholesterol in Adults, 2001). Elles agissent par compétition avec I’'THMGCoA (substrat de

69



I"'HMGCR) grace a une similarité structurelle (Figure 15). La prise de statine est associée a un
large spectre d’effets secondaires musculaires allant d’une élévation asymptomatique des CK
jusqu’a la rhabdomyolyse (2,5%) en passant par les myalgies (78%) et une myopathie (19%)
(Pedro-Botet et al., 2016; Sathasivam, 2012).

SCoA

- HMG-CoA
o Partie variable au

: sein des statines
Lovastatin :

Figure 15 : Comparaison de la structure de la lovastatine et de ’HMG-CoA
(Friesen and Rodwell, 2009)

Cependant, dans deux études, dont une chez pres de 2000 patients sous statine, avec
certains patients a dose maximale, intolérants ou atteints de rhabdomyolyse, aucun ne
présentait d’anti-HMGCR, suggérant un processus pathologique distinct (Floyd et al., 2016;
Keating et al., 2017; Mammen et al., 2012b). Une statine particuliére a été mise en cause :
I’atorvastatine car elle est souvent majoritaire chez les patients exposés aux statines et
présentant des anti-HMGCR, parfois méme jusqu’a 90 a 100% (Allenbach et al., 2014; Klein et
al., 2015; Ramanathan et al., 2015) a I'origine de I'appellation « atorNAM » (NAM : necrotizing
autoimmune myopathy) (Troyanov et al., 2017). L'apparition d’'une MNAI a anti-HMGCR a été
rapportée chez une patiente dont le traitement initial par la simvastatine avait été remplacé
par |'atorvastatine (Nichols et al., 2015). Cependant, 'atorvastatine est une des statines les

plus prescrites, ce qui pourrait expliquer ces résultats (Klein et al., 2015; Troyanov et al., 2017).

Des statines peuvent étre naturellement présentes dans certains aliments comme la
levure rouge deriz, les pleurottes ou le thé fermenté (Gunde-Cimerman and Cimerman, 1995;
Li et al., 2004; Zhao et al., 2013). Cependant, il semble peu probable que les doses de statine
naturelle rencontrées par les patients non exposés aux statines médicamenteuses
(Tableau 12) soient assez élevées ou assez régulieres pour provoquer une MNAI, et suggere la

nécessité d’un autre facteur déclenchant.

Il existe des différences entre les patients exposés aux statines et les non-exposés. La

caractéristique prédominante au sein des études est le plus jeune age des patients non-
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exposés aux statines (Allenbach et al., 2014; Ashton et al., 2016; Mammen et al., 2011). Cette
observation pourrait étre expliquée par I’dge auquel sont prescrites les statines (CDC/NCHS,
National Health and Nutrition Examination Survey) et nécessite une comparaison avec un
groupe représentatif du méme age, ce qui n’est pas toujours le cas. L'atteinte musculaire
semble plus grave chez les patients non-exposés aux statines (Ashton et al., 2016; Mammen
et al., 2011), avec une force musculaire moindre indépendamment de I'age (Tiniakou et al.,
2017), et une myopathie plus réfractaire aux traitements (Ashton et al., 2016). L'étude de
Mammen en 2011 a également souligné un pourcentage plus élevé de population noire dans

les patients non-exposés aux statines.

Des études s’intéressant a une possible pathogénicité des aAc n’ont pas mis a jour de
corrélation statistique entre les niveaux d’aAc et les taux de CK ou la force musculaire chez
ces patients contrairement aux patients exposés aux statines (Werner et al., 2012). De plus
lors du suivi, les taux d’aAc anti-HMGCR des patients non-exposés aux statines n’ont pas baissé
(Ge et al., 2015; Werner et al., 2012). Une seule étude n’a pas identifié de différences a

I’exception de I’adge entre ces patients (Alshehri et al., 2015).

L’association des MNAI anti-HMGCR* avec le cancer n’est pas claire. L’étude d’Allenbach
montre une augmentation de l'incidence de cancer en présence des aAc anti-HMGCR
(Allenbach et al., 2016), une autre ne souligne qu’une tendance (Limaye et al., 2014) quand
d’autres ne rapportent aucun cancer associé (Ashton et al., 2016; Kassardjian et al., 2015; Klein
et al.,, 2015; Shovman et al., 2016). De plus, les études mentionnant des pourcentages
relativement élevés (10-12,5%) sans comparaison a un groupe témoin, ne permettent pas de
conclusion définitive (Tableau 12) (Allenbach et al., 2014; Alshehri et al., 2015; Christopher-
Stine et al., 2010).

Les études effectuées sur les patients atteints de MNAI ont mis en
évidence une entité a part entiére. Les aAc anti-SRP ou anti-HMGCR
délimitent des groupes de patients présentant des caractéristiques

communes. La question de leur pathogénicité manque de preuves claires.
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2.2.3. Associations avec d’autres auto-anticorps

Concernant les anti-SRP, 3 études rapportent leur association a des anti-Jol
correspondant soit a un phénotype clinique corrélé aux deux aAc (pneumopathie interstitielle
et atteinte musculaire grave) (Brouwer et al., 2001; Vincze et al., 2010), soit a un phénotype
de type DM avec une atteinte musculaire grave et rapidement progressive, une pneumopathie
interstitielle avec épanchement pleural suggérant que I'association des deux aAc pourrait étre
synergique et mener a des atteintes plus graves (Sugie et al., 2012). Une association anti-SRP
et anti-PL12 a également révélé un phénotype combinant I’histologie de la MNAI et I'atteinte
pulmonaire caractéristique du SAS, nécessitant un traitement trés agressif (Malkan et al.,
2015). Les anti-SRP peuvent également s’associer aux anti-Ro52 (Brouwer et al., 2001; Frank

et al., 1999).

Les anti-HMGCR peuvent étre associés a des anti-Jol ou des AAM (Alshehri et al., 2015;
Ge et al., 2015; Klein et al., 2015; Mammen et al., 2011), mais de facon moins fréquente que
dans les MAI anti-HMGCR™ (Limaye et al., 2014). Quelques cas de double positivité anti-
HMGCR/anti-SRP ont été rapportés, sans plus de précisions sur leurs caractéristiques cliniques
(Alshehri et al., 2015; Kassardjian et al., 2015). La présence concomitante d’anti-Mi2 et anti-
HMGCR a été rapportée chez un patient australien sans phénotype relatif a une DM

(Ramanathan et al., 2015).

2.3. Facteurs de risque associés

Chez I'adulte, la MNAI a aAc anti-HMGCR est associée a 'allele HLA DRB1*11:01 dans
les populations blanche et noire américaines ainsi que japonaise mais de fagcon moins forte
pour cette derniere (Mammen et al.,, 2012a; Ohnuki et al., 2016). Dans la population
américaine, aucune différence dans les caractéristiques cliniques entre les patients possédant
ou non cet allele n’a été démontrée (incluant les statines) (Mammen et al., 2012a). Dans la
population japonaise en revanche, cet alléle est associé également aux MNAI avec cancer et
aux maladies systémiques. Deux associations ont été identifiées dans la cohorte japonaise
entre I'allele DRB1*08:03 et (i) les MNAI associées aux statines, et (ii) les MNAI a aAc anti-SRP
(Tableau 13) (Ohnuki et al., 2016). Ces HLA pourraient présenter des peptides provenant de
HMGCR ou SRP fortement immunogéniques et étre donc impliqués dans la physiopathologie

des MINAI.
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Auto-anticorps | Alléle
Anti-SRP B*50

DQA1*0104
DRB1*08 :03 (japonais)

Anti-HMGCR DRB1*11:01
DR11/DQA5/DQB7 (caucasiens)

HLA DRB1*07:01 (enfants)

Tableau 13 : Génes de susceptibilité associés aux auto-anticorps spécifiques des MNAI

Concernant les statines, I'’étude SEARCH a identifié plusieurs facteurs de risques
génétiques. Des SNP (single-nucleotide polymorphism) au sein du gene SLCO1B1 sont en effet
fortement associés au développement d’'une myopathie associée aux statines. Ce géne code
pour un transporteur d’anions régulant I'absorption hépatique des statines (SEARCH
Collaborative Group et al., 2008). Cependant la prévalence de ces SNP n’était pas augmentée
chez les patients atteints de MNAI a anti-HMGCR dans une étude américaine (Mammen et al.,
2011), suggérant d’autres susceptibilités génétiques ou environnementales. Il en va de méme
pour le HLA-DRB1* 04:06 identifié chez les patients japonais atteints de myopathie associée a

la prise de statines, jamais mis en évidence dans les MNAI (Sai et al., 2016).

Chez I’enfant, tous les cas de MNAI a aAc anti-HMGCR testés étaient porteurs de I'allele
HLA-DRB1*07:01, différent du HLA prédominant chez I'adulte, suggérant un mécanisme ou

une réactivité épitopique différente (Kishi et al., 2017; Mohassel et al., 2017).
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3. Modeles animaux de myosite

Malgré des efforts constants depuis la découverte des myosites, les mécanismes
physiopathologiques a I'origine des MAI restent obscurs. Par conséquent, les approches
thérapeutiques reposent souvent sur |'utilisation d’immunosuppresseurs non-spécifiques,
avec parfois peu d’efficacité. La mise au point de modéles animaux reproduisant ces
pathologies est donc indispensable, tant pour la compréhension des mécanismes impliqués
que pour I'amélioration des traitements. Il existe divers types de modeles de MAI : spontané,
nutritionnel, infectieux, immunologique et transgénique. Chacun présentant ses avantages et
ses inconvénients mais apportant toujours un indice supplémentaire a la compréhension de

ces maladies complexes.

3.1. Modeles spontanés

Il existe deux types de modeles spontanés, identifiés chez le chien. Une forme locale, la
myosite des muscles masticateurs du chien et une forme générale, la polymyosite canine
(Hargis and Prieur, 1988; Hargis et al., 1985). Les caractéristiques observées sont proches de
celles des MAI avec une atteinte musculaire symétrique, et plus particulierement de la DM
puisqu’associées a une atteinte cutanée pour la myosite des muscles masticateurs. En plus
des caractéristiques phénotypiques, 'EMG et I'histologie des muscles sont proches des
particularités humaines de la DM pour la myosite des muscles masticateurs et de la PM pour
la polymyosite canine (Dalakas, 2004). Ces modeles ont I'avantage d’étre naturels et donc de
ne pas étre biaisés par une induction forcée. Cependant, la recherche sur les chiens représente

des limitations d’hébergement et d’éthique difficiles a dépasser.

3.2. Modeles induits par régime alimentaire particulier

L’hypothése d’un aspect dégénératif dans le cadre de I'IBM, la rapprochant de la maladie
d’Alzheimer, a poussé les recherches vers I'implication du cholestérol dans les mécanismes
physiopathologiques. En effet, il existe un modeéle de maladie d’Alzheimer chez le lapin
reposant sur un régime alimentaire riche en cholestérol. L’aspect musculaire chez ce modéle
a donc été évalué, mettant en lumiére des caractéristiques histologiques ressemblant a celles
de I'IBM mais avec une faible incidence (Chen et al., 2008). Il est a noter que |'atteinte
simultanée du cerveau et du muscle n’est pas observée chez 'homme et indique que les

résultats observés sont liés au modele lui-méme. Cependant, I'existence des aAc anti-HMGCR
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dontla cible a unréle clé dans la biosynthése du cholestérol représente un argument en faveur

de I'implication de cette voie métabolique dans la MNAI.

3.3. Modeles infectieux

L'effet délétere de certains agents infectieux sur le muscle a été largement observé et a
donc été soupconné d’étre a I'origine des MAI. L'infection de certaines lignées de souris avec
le virus coxsackie Bl conduit a une myosite dose-dépendante des membres inférieurs
proximaux accompagnée de nécrose et d’inflammation a I'histologie, avec un fort taux de
mortalité. La persistance de la myopathie apres élimination du virus est en faveur de
I’hypothése d’un réle déclenchant inducteur des virus (Strongwater et al., 1984). Deux autres
virus sont capables d’induire une myosite, moins grave que le virus coxsackie : le virus de la
riviere Ross et du chikungunya. La myosite induite est accompagnée d’arthrite et se développe
expérimentalement chez les souris Ragl”’,, démontrant une absence de réle du systéme

immunitaire adaptatif (Morrison et al., 2006, 2011).

Le parasite Trypanosoma cruzi induit une myosite légere chez la souris affectant les
muscles squelettiques et le myocarde avec un rétablissement rapide. L'infiltrat inflammatoire
est composé majoritairement de LT CD8* (Andersson et al.,, 2003). L’exacerbation de la
maladie chez les souris déficientes en facteur régulateur du complément Daf indique un réle
prépondérant du complément dans cette pathologie (Solana et al., 2012). Enfin, Leishmania
infantum, lorsqu’il est injecté a des hamsters induit une atteinte musculaire avec infiltrats de

LT CD8* au sein de myofibres exprimant le CMH-I (Paciello et al., 2010).

De la méme facon que chez I’'homme, les virus HTLV-1 et VIH induisent chez le singe et
le chat (virus de I'immunodéficience féline), entre autres, une myopathie dont les signes
biologiques et histologiques s’apparentent a la polymyosite (Beilke et al., 1996; Podell et al.,

1998).

L'utilisation d’agents infectieux s’avere plutét efficace pour induire une atteinte
musculaire de longue durée permettant I'étude de la réponse du muscle a une destruction
chronique. Cependant, la mortalité accrue impliquée par ces procédures pose un probléeme
éthique de souffrance animale. De plus, les mécanismes précis a I'origine de la pathologie

induite n’ont pas été investigués (Afzali et al., 2017).
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3.4. Modeles immunologiques

La découverte de nombreux aAc spécifiques des myosites et leur association a des
phénotypes cliniques et histologiques tres particuliers est un argument en faveur d’'une
physiopathologie médiée par I'aAg. Les modeles immunologiques reposant sur I'immunisation
d’animaux semblent donc étre les plus pertinents dans le cadre de cette hypothése, mais
nécessitent de tres forts adjuvants (adjuvant complet de Freund : CFA, toxine pertussique)
pour aboutir a une rupture de tolérance envers I'laAg. De plus, il est probable qu’ils induisent
une inflammation non-spécifique liée au site d’injection et pouvant diffuser au muscle. Il existe
trois modeles principaux : la myosite auto-immune expérimentale (MAE) induite par la
fraction myosine B partiellement purifiée ou par la myosine purifiée, et la myosite induite par

la protéine C.

En 1965, I'injection sous-cutanée et intramusculaire d’'un homogénat musculaire a des
cochons d’inde entraine un infiltrat inflammatoire du muscle, de la nécrose et de la
phagocytose a I'histologie, donnant naissance au terme MAE (Dawkins, 1965). En 1987, une
équipe de Tokyo purifie un homogénat musculaire le réduisant a une fraction « MB »
contenant diverses protéines dont la myosine, |'actine et la tropomyosine (Matsubara and
Takamori, 1987a). La myosite induite par cette fraction MB est aigué, avec un infiltrat
inflammatoire constitué de lymphocytes, macrophages et la présence de dépots d’IgG et de
complément, |'expression aberrante de CMH-II a la surface des myofibres (Matsubara and
Takamori, 1987b; Rosenberg and Kotzin, 1989). L’utilisation de fraction MB provenant d’une
autre espece, le nombre et la fréquence des injections ont permis d’améliorer ce modele.
Cependant, la MAE n’est inductible que chez la souche SJL/J (Rosenberg et al., 1987), et il a
été démontré que cette souche développe une myopathie spontanée en vieillissant (Weller
et al., 1997), dG a un défaut en dysferline (Kobayashi et al., 2012), induisant donc un biais dans
ces modeles. En effet, le déficit en dysferline cause lui-méme une myopathie (dystrophie des

ceintures et myopathie de Miyoshi chez I’homme).

Faisant suite a ces modeles, une équipe obtient la myosine avec un degré de pureté
supérieur a partir de la fraction MB. La MAE obtenue chez le rat est plus grave, présentant un
infiltrat composé de LT CD8* et macrophages, avec I'utilisation de myosine xénogénique et un
schéma de 4 injections hebdomadaires (Kojima et al., 1997). Ce protocole a rendu possible

I'induction de MAE chez la souris C57BL/6 (Scuderi et al., 2006). Le rdle des LT régulateurs a
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été démontré dans ce modeéle, en effet, les souris déficientes pour ces cellules développent
une myosite plus grave qu’en présence de LT régulateurs. De plus, la myosite peut étre
transférée via I'injection de LT CD4* provenant de souris MAE a des souris naives (Allenbach
et al., 2009). Cependant, ces modeéles reproduisent peu les signes cliniques et la faiblesse

musculaire observés chez I’homme.

La myosite induite par la protéine C (MIC) (purifiée a partir de la fraction MB) est plus
reproductible et induit une maladie plus grave que la MAE, avec des infiltrats composés de
macrophages, LT CD4* et CD8" plus proches de ceux de I’'homme (Kohyama and Matsumoto,
1999). L'utilisation de fragments recombinants de la protéine C a permis 'amélioration de
I'incidence du modeéle mais pas celle de la gravité (Matsumoto et al., 2007) et sans chronicité

de la pathologie.

Les modeles de MAE et de MIC ont été notamment utilisés pour tester I'efficacité des

traitements prescrits chez I’'homme.

De fagon plus spécifique, un modeéle basé sur I'immunisation de souris (BALB/c et
C57BL/6) avec I'Histidyl-ARNt synthétase (HRS), cible des aAc anti-Jo1 au cours du SAS a été
mis au point en 1997. Il consiste en l'injection intramusculaire d’ADN plasmidique codant pour
I’'HRS recombinante humaine. Contrairement a I'immunisation classique avec la protéine
accompagnée d’un adjuvant, celle-ci induit peu d’Ac mais un infiltrat cellulaire dans le muscle
injecté. Cependant, une absence de signes histologiques dans les autres muscles et dans les
poumons n’en font pas un bon modele du SAS (Blechynden et al., 1997). En 2007, le modeéle
est amélioré par immunisation sous-cutanée avec I'HRS murine qui induit une atteinte
musculaire et pulmonaire mimant les atteintes humaines (Katsumata et al., 2007). Ce travail
met en évidence une spécificité espece-dépendante dans les épitopes ciblés par la réponse
immune. Il a été montré la possibilité d’induire une inflammation plus importante strictement
restreinte au muscle par immunisation intramusculaire sans adjuvant (Soejima et al., 2011).
Des résultats similaires obtenus chez des souris Rag2”/" et TLR47- démontrent que cette
inflammation est indépendante des LT et LB et ne requiert pas de signalisation via le TLR4. En
2015, une nouvelle approche est explorée avec I'utilisation de myoblastes dont I'irradiation
courte induit une apoptose et I'expression extracellulaire de I'HRS a la surface des blebs
apoptotiques. Ceux-ci sont injectés en intramusculaire en présence d’un adjuvant TLR7, le

R848, chez des souris préalablement injectées avec de la cardiotoxine. Le but de la
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cardiotoxine étant d’induire un contexte musculaire de régénération ou les myofibres
surexpriment I’Ag cible. Les souris développaient des Ac anti-HRS de facon persistante apres
un rappel, une régénération du muscle retardée comparée a I'injection de cardiotoxine seule,
et la présence d’un infiltrat composée majoritairement de LT CD8* (Sciorati et al., 2015). Par
ailleurs, il a été démontré que I'aAg HRS peut étre clivé par la granzyme B et possede des
capacités chimiotactiques sur les lymphocytes T et les cellules dendritiques immatures,

suggérant un role dans I’entretien de la réponse auto-immune (Howard et al., 2002).

3.5. Modeles transgéniques

Sur le méme principe que les modeles nutritionnels et I'IBM, des modeéles transgéniques
ont été construits dans le but de surexprimer la protéine beta amyloide dans le muscle. Les
souris développent certaines caractéristiques cliniques et histopathologiques vues chez
I’'homme comme des noyaux centraux, de I'inflammation et un déficit moteur (Sugarman et
al., 2002). Cependant, l'infiltrat inflammatoire est constitué principalement de polynucléaires
neutrophiles, caractéristique non observée chez ’lhomme. Des altérations fonctionnelles et
structurelles des mitochondries sont observées dans les muscles de ce modeéle, observées au
cours d’autres maladies humaines (sclérose amyotrophique latérale) mais pas de I'IBM

(Boncompagni et al., 2012).

L’observation de myofibres exprimant le CMH-I non-infiltrées, chez les patients atteints
de myosite, suggere un mécanisme d’altération du muscle antérieur a I'inflammation, induit
par un stress (Emslie-Smith et al., 1989). Le groupe de Nagaraju a crée un modeéle de souris
sur-exprimant de facon inductible le CMH-I dans le muscle squelettique (TRE-H2Kb).
L'expression du CMH-I induit une faiblesse musculaire, une perte de poids, un taux de CK
élevé, une atrophie musculaire, de la régénération et un infiltrat constitué de macrophages
mais pas de LB ou LT. Comme chez 'lhomme, les voies de réponse au stress du réticulum
endoplasmique, UPR (Unfolded Protein Response) et de surcharge du réticulum
endoplasmique sont activées chez la souris (Nagaraju et al., 2005). Le développement au
laboratoire d’'une myopathie chez ces souris lorsqu’elles sont croisées aux souris Rag2”- est en
faveur de I'implication de mécanismes non-immuns dans ce modele (Fréret et al., 2013). Il est

intéressant de noter que des anti-Jol ont été détectés dans le sérum de ces souris (Nagaraju
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et al., 2000a), mais n’ont pas été retrouvés par notre équipe. De plus, ce modéle ne réplique

pas de facon fidele les infiltrats inflammatoires observés chez I’homme.

Plus récemment, un modele de myopathie inflammatoire a été découvert de fagon
fortuite (Prevot et al., 2010). En effet, chez la souris NOD (non-obese diabetic), I'invalidation
des génes ICOS ou ICOSL (voie de co-stimulation des LT) entraine une protection contre le
diabéte. Cependant, lorsque les souris vieillissent, elles développent une neuro-myopathie
inflammatoire qu’il est possible de transférer a des souris NOD par transfert des LT CD4"*. La
myopathie est caractérisée par un déficit musculaire atteignant les pattes avant puis les pattes
arriere, des myofibres en nécrose et régénération, un infiltrat inflammatoire composé de LT

CD4*, CD8* et de cellules myéloides (Briet et al., 2017).

Les modeles animaux sont indispensables pour I'étude et Ia
compréhension des maladies rares. Concernant les MAI, peu de modeles
spontanés existent, les modéles immunologiques sont complexes a mettre
en place et les modeéles transgéniques ne reproduisent pas un sous-type de

MAI en particulier (Tableau 14). Il n’existe pas de modeéle animal de MNAI.
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Modeéle Espéce Myosite Méthode Atteintes
Spontané Chien Myosite des Atteinte musculaire symétrique et atteinte
muscles cutanée. Phénotype, EMG, histologie
masticateurs proche de la DM
(DM)
Polymyosite Phénotype, EMG, histologie proche de la
canine (PM) PM
Alimentaire Lapin - (IBM) Alimentation riche en Histologie proche de I'IBM. Mais faible
cholestérol incidence et atteinte cérébrale
Infectieux Souris - (PM) Infection par : Atteinte des membres inférieurs
Virus coxsackie B1 proximaux, nécrose et inflammation a
I’histologie, mortalité élevée, persistance
apres clairance du virus
Souris (WT Virus de la riviere Ross Atteinte musculaire et arthrite
et Ragl”) et du chikungunya
Souris (WT Trypanosoma cruzi Myosite légere des muscles squelettiques
et Daf”") et du myocarde. Infiltrat LT CD8".
Implication du complément
Hamster Leishmania infantum Atteinte musculaire, infiltrats LT CD8* au
sein de myofibres CMH-I*
Singe HTLV-1 Biologie et histologie proche de la PM
Chat VIF Biologie et histologie proche de la PM
Immunologique | Cochon MAE - Immunisation avec : Infiltrat du muscle, nécrose et
d’inde homogénat musculaire phagocytose a I’histologie
Souris SJL/J | MAE - fraction myosine B, Myosite aigug, infiltrat de lymphocytes,
xénogénique macrophages, dépots d’'IgG et
complément, myofibres CMH-II*
Rat, souris MAE - myosine purifiée Myosite grave, infiltrat de LT CD8" et
C57BL/6 xénogénique macrophages. Aggravée en absence de LT
régulateurs
MiIC - protéine C Plus grave que MAE. Infiltrat de
macrophages, LT CD4* et CD8* plus
proches de ceux de ’homme
Souris - (SAS) ADN codant pour I'HRS Faible taux d’Ac, infiltrat dans le muscle
(intra-musculaire) injecté. Mais pas de signes histologiques
ailleurs (autres muscles, poumons)
Souris (WT, | - (SAS) HRS murine (sous- Atteinte musculaire et pulmonaire mimant
Rag2”, cutané) celles de ’'homme
TLR47)
Souris - (SAS) myoblastes irradiés Ac anti-HRS persistants, régénération du
(intra-musculaire + CTX) | muscle retardée, infiltrat de LT CD8*
Transgénique Souris - (IBM) Expression musculaire Déficit moteur, noyaux centraux,
de : B-APP inflammation (mais neutrophiles)
Souris CMH-I Déficit et atrophie musculaire, perte de
(modifiée poids, CK élevé, régénération et infiltrat de
et Rag2”") macrophages
Souris NOD | Neuro- knock out général du Déficit musculaire, nécrose, régénération,
myopathie gene ICOS ou ICOSL infiltrat de LT CD4*, CD8" et cellules

myéloides

Tableau 14 : Tableau récapitulatif des modéles animaux de myosite
WT : wild type, VIF : virus de I'immunodeéficience féline, MAE : myosite auto-immune expérimentale, MIC : myosite
induite par la protéine C, CTX : cardiotoxine, B-APP : protéine précurseur de I'amyloide-6
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C) Pathogénicité des auto-anticorps

1. Preuves de la pathogénicité des auto-anticorps

Les criteres historiques permettant de définir qu’'une maladie est auto-immune sont les
criteres de Witebsky (Witebsky et al., 1957). lls requierent (i) la présence d’un aAc ou d’une
cellule T médiant la réponse auto-immune, (ii) I'identification de I'auto-antigéne reconnu, (iii)
et qu’une réponse auto-immune analogue déclenchée expérimentalement chez I'animal
entraine une maladie similaire a celle de I’'homme. Depuis les années 50 de nombreux progres
ont fait évoluer cette classification. De nos jours, les maladies immunologiques vont de
maladies monogéniques purement auto-immunes a des maladies monogéniques auto-
inflammatoires en passant par des maladies polygéniques au croisement entre I’auto-

immunité et I'auto-inflammation (McGonagle and McDermott, 2006).

Cependant, bien qu’historiques, ces critéres sont toujours utiles pour déterminer qu’une
cellule, ou gu’un anticorps dans notre cas, est a I'origine d’une maladie auto-immune. Ces
critéres se basent sur 3 preuves : la preuve directe, la preuve indirecte et la preuve

circonstantielle (Rose and Bona, 1993).

La preuve directe consiste en la transmission de la maladie par transfert d’aAc. Elle peut
étre apportée de trois fagons : (i) par transmission trans-placentaire et de fagon anecdotique
par transfert de plasma d’un individu malade a un individu sain, (ii) par transfert passif a des
animaux, mais pouvant se révéler impossible si la cible reconnue n’est pas identique a celle

de 'homme, (iii) et démontrer in vitro la capacité des aAc a détruire une cible portant I'aAg.

La preuve indirecte peut consister a l'immunisation d’'un animal avec la cible
antigénique si une maladie mimant celle de 'homme se développe. Lorsque la cible
antigénique identifiée est différente chez I’'animal, il est alors possible de I'immuniser avec
I’Ag correspondant a son espece. Cependant, I'immunisation requiert souvent l'ajout
d’adjuvant qui peut biaiser la facon dont se manifeste la maladie. L’existence de souches de
souris susceptibles a lI'induction de maladie auto-immune est un atout dans ce type de
modele, comme la souche DBA1l dans l'arthrite rhumatoide par exemple. Comme chez
I'homme, cette susceptibilité est expliquée par la présence de CMH particuliers. Il existe
également des modeles génétiques, comme les souris NOD développant un diabete ou les

souris NZB développant une forme d’anémie hémolytique et des symptdmes se rapprochant
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du LES. Une autre preuve indirecte est apportée par la présence de I'aAc dans le sang ou

I’organe touché.

Les preuves circonstancielles constituent des observations. Lorsque les criteres
précédents ne sont pas rencontrés, comme dans le cas des MNAI, elles constituent un faisceau
d’arguments appuyant I’hypothese de la pathogénicité des cellules ou des aAc détectés : (i) la
présence de la méme maladie dans la famille ou d’autres maladies auto-immunes chez
I'individu ou sa famille, (ii) la présence d’un infiltrat inflammatoire dans I'organe cible, (iii)
I’association a un haplotype particulier du CMH ou I'expression aberrante du CMH-II dans
I'organe cible, (iv) une réponse favorable aux traitements immunosuppresseurs

(plasmaphérese, 1VIg ou rituximab dans le cas des aAc).

Les maladies auto-immunes sont des maladies complexes a facteurs multiples,
impliquant I'immunité cellulaire et humorale ou les deux a la fois, différents aAg, I'activation
de multiples mécanismes au sein des immunités innée et acquise, ainsi que des facteurs
génétiques et environnementaux. Il peut donc étre relativement aisé de déterminer leur
caractére auto-immun mais encore faut-il démontrer les mécanismes physiopathologiques. La
pathogénicité des aAc a été démontrée pour certaines de ces maladies auto-immunes lorsque
leur cible antigénique est extracellulaire ou localisée a la membrane cellulaire (Tableau 15).
Nous détaillerons donc ici les divers modes d’action des aAc au cours des maladies dans

lesquelles leur pathogénicité a été prouvée, ainsi que le cas particulier des aAg intracellulaires.
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Induction de la maladie par transfert de Effets Effet d’un traitement
I'aAc in vitro | ciblant les LB ou Ac
Cible Maladie auto- | Mere Humaina | Humain | Animala Rituximab | Ivig/PP
immune au humain a animal | animal
foetus
Erythrocytes | Anémie Oui Oui
hémolytique
Plaquettes PTT Oui Oui Oui
Desmogléine | Pemphigus Oui Oui Oui Oui Oui Oui
lou3 vulgaire et
foliacé
BP180 Pemphigoide Oui Non Oui Oui Oui
bulleuse antigeénes requiert
différents des
neutro
Collagéne Epidermolyse Oui Oui Oui Oui
Vil bulleuse réactivité requiert
acquise croisée des
limitée neutro
Récepteura | Maladie de Oui Oui
la TSH Basedow
Fl et H+/K+ Gastrite Oui Oui
ATPase
AChR Myasthénie Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Canaux Syndrome de | Oui Oui Oui
Calciques Lambert-
Eaton
Collagene lI Polyarthrite Oui Oui Oui Oui Oui
rhumatoide efficacité
limitée

Tableau 15 : Exemples d’auto-anticorps et arguments de pathogénicité
IVIg : Immunoglobulines intraveineuses, PP : plasmaphérese, PTT : purpura thrombotique thrombocytopénique, Fl : facteur
intrinséque, neutro : polynucléaire neutrophile (Rowley et al. 2015)
2. Mécanismes d’action des auto-anticorps pathogeénes

Les aAc agissent via des modes d’action similaires a ceux des Ac classiques avec quatre
mécanismes principaux : la cytotoxicité médiée par le complément ou CDC (Complement-
Dependent Cytotoxicity), la cytotoxicité médiée par des cellules ou ADCC (Antibody-Dependent
Cell immuns (Putterman C, 1996) et

Cytotoxicity), la formation de complexes

I’activation/blocage direct de récepteurs.

Le systeme du complément est un composant important de I'immunité innée, composé
de plus de 30 protéines, solubles ou présentes a la surface des cellules. Il existe 3 voies
d’activation différentes : la voie alterne, la voie des lectines (activées par des composants
étrangers) et la voie classique activée par le complexe antigene-anticorps (IgM ou IgG). La voie
classique est activée par le complexe C1 qui se lie au fragment Fc des anticorps, et donne lieu
a la formation de la C3- convertase puis de la C5-convertase, permettant in fine la formation

du C5b-9 ou complexe d’attaque membranaire. Le C5b-9 forme un pore qui, en s’insérant dans
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la membrane cellulaire, induit la lyse cellulaire. Parallelement au C5b-9, des anaphylatoxines

et opsonines sont produites lors du clivage des divers composants (Figure 16, Sarma and

Ward, 2011).

2 3
Fixation du C1q sur le complexe Ac-Ag > Cls clive C4 > C4b se lie a la membrane a Hydrolyse de nombreuses molécules de C3
changement de conformation et activation du proximité > C4b lie C2 et I'expose a F'action par la C3 convertase -> formation de la C5
C1r - activation du 2*™* C1r et des Cls de C1s > C2 est clivé créant la C3 convertase convertase
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Figure 16 : Cytotoxicité dépendante du complément
Adapté du cours de Janis Kuby, 7éme édition (Fig 6.5 et 6.10)

L’ADCC est principalement médié par les cellules NK et les macrophages, mais aussi par

les éosinophiles et neutrophiles. Lorsqu’un anticorps est lié a son antigene, une cellule

cytotoxique peut le reconnaitre via le FcR. La cellule est alors activée et libéere des enzymes

lytiques, issues des lysosomes ou granules cytoplasmiques, qui induisent une lésion a la

membrane de la cellule cible (Figure 17). Du TNF peut également étre sécrété et avoir un effet

cytotoxique, de méme que des perforines (éosinophile, NK) selon un mécanisme semblable

aux LT cytotoxiques.

A Enzymes lytiques
‘ Perforine
® TNF

¢ Granzymes

Cellule NK

"~ Ag de surface

[

b= Ac fixé a 'Ag et
2 au récepteur Fc

Récepteur Fc

Macrophage

Figure 17 : Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
Adapté du cours de Janis Kuby, 6éme édition (Fig 14.15)
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On peut diviser la réponse anticorps en 2 phénoménes, le premier impliquant le site de
liaison a I'antigéne (paratope) dans la région Fab de I'Ac et le deuxiéme impliquant des
fonctions effectrices relatives au fragment cristallisable (Fc, Figure 18) (Rowley and

Whittingham, 2015). L’activation de ces fonctions dépend donc de l'isotype voire de la sous-

v
g S

Figure 18 : Fragments obtenables a partir d’'une immunoglobuline.

classe de I’aAc concerné.

Les maladies auto-immunes sont des maladies complexes multifactorielles, rarement
causées par un mécanisme unique. Dans ce chapitre, I'attention sera donc volontairement

portée sur la composante aAc et non sur les mécanismes physiopathologiques globaux.

2.1. Auto-anticorps dirigés contre des cibles extracellulaires

2.1.1. Effets médiés par le fragment Fab

La preuve d’une pathogénicité directe du fragment Fab a été démontrée pour
relativement peu d’aAc. En effet, cela implique I'utilisation d’une quantité importante d’IgG a
partir de laquelle préparer le fragment Fab mais également un test fonctionnel pour étudier
I’effet de sa liaison, telle que I'altération d’une fonction biologique, le bloquage de I'activité
ou l'inhibition de I'interaction de protéines, enzymes ou récepteurs (Rowley and Whittingham,

2015).

Des effets médiés par le Fab ont été principalement démontrés pour des récepteurs de
surface et des canaux ioniques. Au cours des pemphigus (vulgaire et superficiel), les cibles des
aAc impliquées sont la desmogléine 1 (Dsg1) dans le pemphigus superficiel et/ou Dsg3 dans le
pemphigus vulgaire, molécules d’adhésion intercellulaire du desmosome (Figure 19). La
liaison des anticorps a leur cible induit une perte d’adhésion des kératinocytes (acantholyse
et formation de bulles) et/ou des cellules épithéliales muqueuses (érosion). Les taux d’aAc

anti-Dsg sont corrélés a |'activité de la maladie et disparaissent avec I'administration de
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rituximab (Joly et al., 2017; Mouquet et al., 2008). Des transferts passifs réalisés chez la souris
nouveau-née ont démontré un effet uniquement médié par le Fab. Aucune différence de
pathogénicité n’existe entre I'lgG totale, le Fab’2, le Fab ou le scFv (single chain fragment
variable), ou entre des souris déficientes ou non pour le complément prouvant donc une
pathogénicité dépendant exclusivement de I'antigeéne reconnu (Anhalt et al., 1986; Espaia et

al., 1997; Payne et al., 2005; Rock et al., 1990).

Cytoplasme Cytoplasme

C%i‘ |_Desmosome

Figure 19 : Auto-anticorps anti-desmogléine au cours des syndromes pemphigus
Les aAc sont dirigés contre les desmogléines du desmosome, responsables des connections intercellulaires.

Dans le cadre de la myasthénie, la fixation de I'aAc entraine une internalisation et une
dégradation accélérée du récepteur (Figure 20) (Graus et al. 1997). Ce mécanisme est d(i au
pontage de 2 récepteurs et nécessite le fragment Fab’2. Ce mode d’action est également
retrouvé dans le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton (Peers et al., 1993). Les aAc
anti-AChR sont également capables de bloquer la fixation du ligand a son récepteur.
Cependant, l'injection de fragment Fab en plus d’aAc entier chez le rat est plutét protectrice
(Papanastasiou et al., 2000). Par ailleurs, les aAc anti-MuSK (muscle-specific kinase), ciblant
une autre protéine de la jonction neuromusculaire, induisent une perte d’expression de
I’AChR a la membrane post-synaptique chez la souris (Cole et al., 2008). Cependant, le
mécanisme pathogene considéré comme majoritaire au cours de la myasthénie nécessite le
fragment Fc. Cest l'activation du complément qui, par le dép6t de C5b-9, induit une
destruction de la jonction neuro-musculaire (Nakano and Engel, 1993; Tizlin and Christadoss,
2013). En effet, les aAc anti-AChR sont de sous-classe 1gG1 et 1gG3, fortes activatrices du
complément (Rgdgaard et al., 1987). Contrairement aux aAc anti-MuSK, la corrélation entre
les taux d’anti-AChR et I’activité de la maladie n’est pas systématique (Meriggioli and Sanders,

2012).
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Figure 20 : Auto-anticorps anti-récepteur de I'acéthylcholine au cours de la myasthénie
Les aAc empéchent I’ACh de se fixer a son récepteur, bloquant la transmission du signal, induisent I'internalisation des

récepteurs et la destruction de la membrane par I’activation du complément. Ceci induit une perte de la morphologie de la
synapse neuromusculaire.

Dans d’autres cas, une médiation de la pathogénicité par le Fab n’a pas été mise en
évidence pour certaines maladies auto-immunes mais la liaison des aAc impliqués a leur cible

résulte néanmoins d’un blocage ou d’une stimulation fonctionnelle.

Par exemple, les aAc anti-récepteur de la TSH (TSHR) au cours de la thyroidite
auto-immune peuvent étre activateurs ou bloquants et sont plus particulierement retrouvés
dans la maladie de Basedow, caractérisée par une hypethyroidie (Figure 21). On les observe
aussi dans la thyroidite d’Hashimoto, caractérisée par une hypothyroidie, mais chez une
minorité des patients et n’y constituent pas la composante pathogene (Fréhlich and Wahl,
2017; Zaletel and Gaberscek, 2011). La encore, 'activité agoniste des anti-TSHR serait due a
un pontage des récepteurs par I'aAc (de Bruin and van der Heide, 1984). L’aAc mime la liaison
de la TSH a son récepteur et induit la synthese d’hormones thyroidiennes échappant au
rétrocontréle hypothalamo-hypophysaire.
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TSH Figure 21 : Auto-anticorps anti-récepteur a la TSH dans les
thyroidites auto-immunes

Il existe des aAc stimulants, mimant la liaison du ligand a son

récepteur, ou bloquants, agissant en antagoniste.

aAc anti-TSHR

Activation
continue

La gastrite auto-immune, ou anémie de Biermer est due a une malabsorption de la
vitamine B12 (cobalamine). Trois types d’aAc sont a l'origine de la maladie : des aAc dirigés
contre le facteur intrinséque (Fl) bloquant la liaison de la cobalamine au site récepteur sur le
FI (Guéant et al.,, 1997), un aAc également dirigé contre le FI mais bloquant la liaison du
complexe cobalamine-Fl a son récepteur (Andersen et al., 2010), et enfin un aAc bloquant

dirigé contre I’ATPase H*/K* (Burman et al., 1989; Karlsson et al., 1988).

Le purpura thrombotique thrombocytopénique est caractérisé par une
thrombocytopénie, une anémie hémolytique micro-angiopathique et des dommages
tissulaires dus a une ischémie. Ici, les aAc sont dirigés contre une enzyme, ADAMTS13,
responsable du clivage des multimetres de facteur de Willebrand. Le facteur de Willebrand
est sécrété par les cellules endothéliales sous forme de larges multimeéres qui lient et agregent
les plaquettes avec une grande affinité. Lors du PTT, les aAc inhibent 'activité de ADAMTS13,
conduisant a la persistance dans la circulation de larges complexes facteur de
Willebrand-plaquettes a I'origine de microthrombi et d’une thrombocytopénie (Joly et al.,
2017; Kremer Hovinga et al., 2017). La preuve de la pathogénicité de ces aAc a été montrée

chez le babouin par transfert passif (Feys et al., 2010).

2.1.2. Effets médiés par le fragment Fc

La reconnaissance de I’Ag est médiée par le Fab mais dans le cas de certaines maladies
auto-immunes, la seule liaison paratope-épitope n’entraine pas nécessairement un blocage
ou une stimulation et donc un effet pathogéne. D’autres facteurs, indépendants de la
reconnaissance de I'Ag sont impliqués et reposent sur le fragment Fc de I'Ac. Ici, I'effet
pathogene sera dépendant de I'isotype et de la sous-classe de I’Ac : activation du complément,
opsonisation, ou cytotoxicité cellulaire. L’activation des cellules impliquées dans ces
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mécanismes se fera selon le type de récepteur au fragment Fc (FcR) exprimé a leur surface. La
diversité des récepteurs ainsi que des cellules sur lesquelles ils sont exprimés induit une

grande hétérogénéité des effets que peuvent engendrer les aAc (Tableau 16, Tableau 17).

% des Ig Fixation du | Opsonisation | Traversée du
du sérum | complément placenta

IgG1 50 ++ +++

1gG2 17 + +++ N

1gG3 5 +++ +++

1gG4 3 - -

IigM 10 +++ + -

IgA 15 - - -

gD <0,5 - - -

IgE <0,01 - - -

Tableau 16 : Sous-classes d’immunoglobulines chez ’homme
(Schroeder and Cavacini, 2010)

Récepteurs Affinité Expression

FcyRI Grande | 1gG1>>>IgG2, 1gG3 et IgG4 Monocytes, macrophages, DC,

(CD64) neutrophiles, éosinophiles

FcyRIIA Faible | IgG1 et 1gG3>>>IgG2>1gG4 Monocytes, macrophages, DC,

(CD32A) plaquettes, neutrophiles

FcyRIIB Faible | IgG1>IgG3>>1gG4>IgG2 LB, plasmocytes, monocytes,

(CD32B) macrophages, DC, neutrophiles,
basophiles, mastocytes

FcyRIIC Faible | IgG1>IgG3>>1gG4>IgG2 NK

(CD320)

FcyRIIIA Faible | IgG1>>1gG2 et IgG3>IgG4 NK, monocytes, macrophages,

(CD16A) DC

FcyRIIIB Faible | IgG1 et 1gG3>>IgG2 et IgG4 Neutrophiles, mastocytes,

(CD16B) éosinophiles

Tableau 17 : Récepteurs gamma Fc
FcyR : récepteur gamma Fc. Vert : récepteur activateur, Rouge : récepteur inhibiteur, DC cellule dendritique (Guilliams et al.,
2014; Smith and Clatworthy, 2010)

Un des meilleurs exemples du réle des sous-classes d’Ac au cours d’'une maladie auto-
immune est probablement I'anémie hémolytique auto-immune (AHAI). En effet, chez
I’'homme les quatre isotypes d’IgG ainsi que des IgM dirigées contre les globules rouges sont
observés. Les mécanismes menant a 'anémie ainsi que la gravité sont dépendants de la sous-
classe rencontrée chez le patient. Les mécanismes impliqués sont divers et regroupent le CDC,
I’ADCC, I'agglutination ainsi que la phagocytose par les macrophages (Figure 22) (Barcellini,
2015). De nombreuses études ont démontré ces mécanismes via I'utilisation d’anticorps
monoclonaux (AcM) dérivés de la souris NZB développant spontanément une forme d’AHAI.
L'injection a des souris de variants isotypiques, de faible ou forte affinité a clairement montré

des différences de pathogénicité entre les sous-classes, indépendantes de I’Ag reconnu mais
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corrélées a I'induction de la phagocytose, de I’ADCC ou du CDC selon la liaison de I'Ac a I'un

ou l'autre des FcR (Fossati-Jimack et al., 1999, 2000; da Silveira et al., 2002).

Agrégation Cytotoxicité cellulaire Cytotoxicité dépendante Opsonisation et phagocytose
du complément

Figure 22 : Divers mécanismes impliqués dans I'anémie hémolytique auto-immune
La diversité des aAc dirigés contre les globules rouges induit des mécanismes comme I'agrégation (IgM), I’ADCC, le CDC et la
phagocytose.

Les maladies auto-immunes de la jonction dermo-épidermique regroupent la
pemphigoide bulleuse, la pemphigoide des muqueuses et I'épidermolyse bulleuse acquise
(EBA). Le site lésionnel se trouve a la jonction derme-épiderme et conduit a la formation de
bulles. Au cours de ces pathologies, le derme et I'épiderme se dissocient suite a la perte
d’adhésion entre les hémidesmosomes et la matrice extracellulaire dermique (Lin et al., 2012).
Les aAc impliqués au cours des pemphigoides reconnaissent entre autres BP180, protéine de
I"hémidesmosome impliquée dans la liaison des kératinocytes a la membrane basale (Giudice
et al., 1993). Au cours de I'EBA, I'aAc est dirigé contre le collagéne de type VII, protéine
dermique indispensable a I'adhésion dermo-épidermique (Gupta et al.,, 2012). La
pathogénicité de ces aAc n’a pas été étudiée par injection directe des aAc humains réagissant
mal avec les Ag murins, mais avec des aAc issus d’'immunisation de lapin ou de mouton a I’'Ag
murin. Ces transferts ont démontré le role prépondérant du complément dans la
pathogénicité ainsi que celui des neutrophiles (Chiriac et al., 2013; Lin et al., 2012; Sitaru et
al., 2005).

Il est intéressant de noter que dans les pemphigus et les pemphigoides, des aAc
pathogénes et non-pathogénes peuvent coexister, et que des aAc pathogénes dirigés contre
différents épitopes peuvent avoir des effets synergiques (Csorba et al., 2014; Kawasaki et al.,
2006). De plus, les 1gG4 dont la capacité a activer le complément et les FcR est faible sont
particulierement associées au pemphigus vulgaire (Jones et al.,, 1988), alors que la

pemphigoide bulleuse est associé aux I1gG4 et 1 avec une association des I1gG1 aux phases
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aigués (Hofmann et al., 2002). Les épitopes reconnus ainsi que la sous-classe d’IgG sont donc

tous deux importants au cours de ces maladies auto-immunes spécifiques d’organe.

La polyarthrite rhumatoide et le LES sont les principales maladies auto-immunes dont la
pathogénicité implique des complexes immuns. Il sera également traité du LES dans la partie

consacrée aux aAg intracellulaires.

La polyarthrite rhumatoide est une maladie complexe dont les mécanismes pathogénes
ne sont pas encore completement élucidés, mais qui implique cependant la présence de
complexes immuns. La cible touchée est I'articulation avec une inflammation chronique du
synovium conduisant a la destruction du cartilage et a une érosion osseuse. Il existe deux types
d’aAc dans I'arthrite rhumatoide : le facteur rhumatoide (Ac dirigé contre le fragment Fc des
IgG) et les aAc dirigés contre les protéines citrullinées (anti-CCP ; fibrine, fibrinogene, énolase,
collagéne, vimentine et Epstein-Barr nuclear antigen) retrouvés dans le liquide synovial des
patients (Catrina et al., 2016; Uysal et al., 2009). L’étude de la pathogénicité est réalisée sur
des modeéles murins d'immunisation avec le collagéne de type I, ou issu du transfert d’AcM
provenant de ces immunisations, car le transfert passif d’aAc humain n’induit qu’une
pathogénicité transitoire (Nandakumar et al., 2003; Stuart et al., 1983; Wooley et al., 1984).
Notamment, I'épitope reconnu est d’importance car le ciblage par de multiples AcM permet
une gradation de la sévérité de I'arthrite rhumatoide (Nandakumar and Holmdahl, 2005;
Terato et al., 1992). Des résultats récents ont mis en évidence la présence et la pathogénicité
chez la souris d’aAc dirigés contre des protéines carbamylées (Dekkers et al., 2017). Des
études ont suggéré I'implication des neutrophiles, du complément, des monocytes et des
granulocytes qui seraient activés par la présence de complexes immuns, conduisant a la
libération de cytokines ainsi qu’a la destruction de l'articulation (Manivel et al., 2015;
Mullazehi et al., 2006; Nandakumar et al., 2003; Wang et al., 2000). L’arthrite rhumatoide
n’est donc pas uniqguement due a la présence de complexes immuns mais a des mécanismes

multiples.

Le LES est une pathologie impliquant plusieurs mécanismes immunologiques. L’atteinte
rénale est la caractéristique clinique la plus commune et grave observée au cours du LES. Elle
est médiée par la présence de dépots de complexes immuns a I'origine de glomérulonéphrite
(Moulton et al., 2017). Il a été démontré que les patients atteints de LES ont un défaut de

dégradation des complexes immuns par le foie et la rate (Davies et al., 1992; Isenberg et al.,
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1988). Ces complexes immuns contiennent les aAc anti-dsDNA et anti-chromatine dont les
niveaux sont corrélés a I'activité de la maladie (Dema et al.,, 2014), et peuvent activer le
complément (Ceribelli et al., 2009). En effet, des dépots de complément sont retrouvés dans
le rein et il est possible d’éluer des anti-dsDNA a partir de rein de patient (Kalaaji et al., 2007).
Les principales sources d’aAg sont les corps apoptotiques contenant des nucléosomes dans le
rein (Kalaaji et al., 2007), des fragments de chromatine circulants ainsi que des Ag rénaux avec

lesquels les anti-dsDNA sont capables de cross-réagir (Dema and Charles, 2016).

2.1.3. Influence de la glycosylation des auto-anticorps

Les effets médiés par le fragment Fc peuvent étre modulés par sa caractéristique de
glycosylation. Plus particulierement, I'absence de sialylation a été mise en cause dans diverses
maladies auto-immunes pour avoir des propriétés pro-inflammatoires. L'absence de
sialylation des IgG1 augmente leur affinité pour le C1q et augmente leur pouvoir d’activation
du CDC. Ainsi I'induction de la sialylation des Fc était capable d’induire une rémission clinique
chez des patients atteints de polyneuropathie démyélinisante inflammatoire chronique
(Quast et al., 2015). Au cours de la granulomatose avec polyangéite, le taux de sialylation des
anti-PR3 module le burst oxydatif des neutrophiles relié a I'activité de la maladie (Espy et al.,
2011). La sialylation est également impliquée dans le potentiel pathogene des aAc au cours
du LES (Magorivska et al., 2016), et au cours |'arthrite rhumatoide via un axe 1123-Th17
(Figure 23) (Ohmi et al., 2016; Pfeifle et al., 2016).

La nature de la glycosylation pourrait, parmi d’autres mécanismes, étre impliquées dans

I’efficacité de la thérapie IVIlg (Schwab and Nimmerjahn, 2013).
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Figure 23 : Glycosylation des IgG1 anti-collagéne de type Il
Glycosylation de I'asparagine 297 des IgG1 anti-Cll dans un modéle d’arthrite induite au collagéne. Les acides sialyques sont
diminués chez les souris WT qui développent la maladie mais présents chez les souris II-23a”~ développant les anti-Cll mais
pas 'arthrite associée (Pfeifle et al. 2016)
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Les aAc, via leurs fragments Fab, Fc et la possibilité de glycosylation,
peuvent exercer des effets multiples et modulables, de fagon isolée, ou a

travers d’autres partenaires.

2.2. Cas particulier des auto-antigenes intracellulaires

Les aAc décrits ci-dessus sont dirigés contre des cibles exposées, et donc accessibles aux

aAc par la circulation. Les aAg intracellulaires localisés dans le cytoplasme, les ribosomes, les

mitochondries, ou le noyau, ne sont pas directement accessibles aux aAc. La plupart ont une

expression ubiquitaire et sont largement représentés au sein des cellules. D’autres sont

spécifiques d’organe ou de tissu comme les anti-Yo ou anti-Hu dans le syndrome neurologique

paranéoplasique ou les anti-Hsp70 dans la rétinopathie auto-immune (Tableau 18).

L’accessibilité de la cible par I’'aAc, nécessaire pour exercer son pouvoir pathogene, est donc

source de questionnements.

Auto-antigene Localisation Maladie auto-immune
associée

RNP Noyau Connectivite mixte, LES
Novau Syndrome de Gougerot-

Ro, La y Sjogren, LES

dsDNA Noyau

° LES
Protéine P ribosomique Cytoplasme

Mitochondrie

Cirrhose biliaire primitive

PDC-E2
Yo Cytoplasme Syndrome neurologique
Hu Noyau, cytoplasme paranéoplasique (SNP)
GAD Cytoplasme Diabéte de type I, SNP
Protéinase 3 et myéloperoxydase | Cytoplasme Vascularites

Hsp70 Cytosol Rétinopathie

Tableau 18 : Cibles intracellulaires des auto-anticorps, localisation et maladies auto-immunes associées

(Racanelli et al. 2011; Rowley et al. 2015)
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2.2.1. Exposition membranaire conditionnelle des auto-antigenes
intracellulaires

Une premiére réponse a la question de |'accessibilité des aAg intra-cytoplasmiques est
apportée par un modele particulier: celui des vascularites a aAc anti-cytoplasme des
polynucléaires neutrophiles (anti-neutrophil cytoplasmic antibodies : ANCA). Dans ce modele, les
aAg sont intracellulaires mais accédent a la surface cellulaire dans certaines conditions. Les aAc
présents aux cours des vascularites a ANCA reconnaissent soit la protéinase 3 (PR3) soit la
myéloperoxydase (MPO), qui sont toutes les deux des protéines intracytoplasmiques du
polynucléaire neutrophile. Chaque aAc (anti-PR3 et anti-MPO) défini d’ailleurs un cadre
nosologique particulier. Les anti-PR3 sont associés a la granulomatose avec polyangéite et les
anti-MPO a la polyangéite microscopique ou a la granulomatose éosiniphilique avec polyangéite.
La pathogénicité des ANCA est actuellement bien documentée. Bien que le sujet soit toujours
source de débat, la persistance des auto-anticorps est associée au risque de rechute dans
certaines études méme si ce n’est pas toujours vrai a I’échelle individuelle (Cohen Tervaert and
Damoiseaux, 2012; Sanders, 2006). Le transfert placentaire des anti-MPO peut étre pathogéene
pour le nouveau-né méme si ce n’est pas systématique (Bansal and Tobin, 2004; Silva et al., 2009).
Ces deux observations pourraient s’expliquer par I'existence d’ANCA pathogénes et non-
pathogénes chez les patients (Roth et al. 2013). Le rituximab et les IVIg ont montré leur efficacité
(Crickx et al., 2016; Daikeler et al., 2015; Hartung et al.,, 2009). Des modeles animaux ont
clairement démontré la pathogénicité des aAc anti-MPO et anti-PR3 chez la souris mettant en
évidence la nécessité d’une exposition particuliére des aAg pour que les aAc soient pathogenes
(Little et al., 2012; Schreiber et al., 2006; Xiao et al., 2002). En effet, la localisation cellulaire des
aAg MPO et PR3 peut se modifier. En particulier, lors de I'activation des polynucléaires
neutrophiles par le TNFa ou le phorbol myristate acétate, les 2 protéines sont transloquées a la
membrane de fagon dose-dépendante ce qui les rends donc accessibles aux aAc (Figure 24)
(Csernok et al., 1994; Van Rossum et al., 2005). Cette capacité d’une activation a induire une
expression aberrante des aAg MPO et PR3 pourrait impliquer des mécanismes épigénétiques. En
effet, les patients présentent des niveaux de méthylation d’histones, responsables du silencage
génétique, défectueux au niveau des genes codant pour les protéines MPO et PR3 (Ciavatta et al.,
2010). La pathogénicité des ANCA est cependant complexe et passe également, entre autre, par
leur fixation au FcyRlla a la surface des polynucléaires neutrophiles (Porges et al., 1994). Le rdle
pathogene des aAc anti-MPO et anti-PR3 est donc relativement clair et s’explique entre autres par
la présence des aAg a la surface des polynucléaires neutrophiles apres leur activation. Cependant,
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les mécanismes physiopathologiques de nombreuses maladies auto-immunes ne sont pas aussi
simples et posent la question de la capacité des aAc a pénétrer dans les cellules pour atteindre

leur cible.

ANCA

Molécules
d’adhésion

aAg
(PR3/MPO)

- Enzymes protéolytiques
- Espeéces réactives de I'oxygéne
- Cytokines/chimiokines

Figure 24 : Mécanismes pathogénes liés aux auto-anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles
1 - Priming des neutrophiles et des cellules endothéliales par le TNF. 2 — Translocation des aAg PR3 et MPO a la surface des
neutrophiles. 3 — Activation des neutrophiles par I'interaction simultanée des ANCA avec I'aAg et le FcRIla. Le priming induit
I'expression de molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales et des neutrophiles induisant une forte adhésion.
4 — Relargage d’espéeces réactives de I'oxygéne et d’enzymes protéolytiques qui endommagent le vaisseau et de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires recrutant d’autres effecteurs. (Brogan and Eleftheriou, 2017; Fujii, 2014)

2.2.2. Pénétration intracellulaire des aAc

La capacité des aAc a rentrer dans les cellules a été démontrée pour certains d’entre eux
in vitro mais les mécanismes restent encore mal connus. Cette pénétration pourrait
s’effectuer par différents mécanismes, via 'utilisation de récepteurs au Fc ou la présence de
séquences peptidiques riches en arginine mais aussi sirement par des processus encore

inconnus.
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2.2.2.1. Pénétration intracellulaire médiée par le Fc

La capacité de pénétration d’un aAc via le FcR a la surface des LT a été observée pour la
premiere fois avec les anti-RNP en 1978 (Alarcon-Segovia et al., 1978), suivie par les anti-DNA
(Alarcon-Segovia and Llorente, 1983). Le méme récepteur semble étre utilisé pour la
pénétration ainsi que pour I’ADCC, ce dernier étant inhibé lorsque les anti-RNP pénétrent dans
la cellule (Llerena et al., 1981). Cependant, une autre étude a suggéré la possibilité que les

anti-RNP puissent pénétrer via l'interaction avec leur aAg a la surface des LT (Ma et al., 1993).

La pénétration des anti-Ro et anti-La passe probablement par le FcR et induit I'apoptose
ainsi qu’une surexpression des FcyR dans une lignée de cellules salivaires (Lisi et al., 2007,

2008).

Certains FcR sont exprimés par les cellules du cerveau (microglie, astrocytes,
oligodendrocytes et neurones) (Okun et al., 2010) et pourraient étre a l'origine de la
pathogénicité des anti-Yo au cours des syndromes neurologiques paranéoplasiques. En effet,
en plus de la capacité des cellules de Purkinje a internaliser des Ig (Hill et al., 2009), les anti-

Yo sont capables de reconnaitre leur Ag au sein de ces cellules (Greenlee et al., 1995, 2015).

Un autre récepteur, le récepteur des immunoglobulines polymériques, pourrait
également étre impliqué dans la pénétration des IgA. Il a été impliqué de facon partielle dans
la pénétration des IgA anti-PDC-E2 au cours de la cirrhose biliaire primitive (Malmborg et al.,
1998). Suite a leur pénétration, les anti-PDC-E2 colocalisent avec leur cible a I'intérieur de la

cellule.

Il est donc possible que la pénétration des aAc passe par les FcR mais cette hypothése

mangque de preuves récentes et irréfutables.

2.2.2.2. Pénétration intracellulaire indépendante du Fc

La meilleure description d’'un mécanisme de pénétration intracellulaire est celle d’un
AcM murin anti-dsDNA, 3E10, capable d’entrer a I'intérieur de cellules et se localiser dans le
noyau, sans causer de dommages (Zack et al., 1996). Ce mécanisme nécessite le transporteur
de nucléoside ENT2, et peut se réduire au fragment Fv (Hansen et al., 2007). L'AcM 3E10 a été
étudié de facon extensive de part son intérét dans I'apport de thérapeutiques a l'intérieur de

cellules cancéreuses par exemple (Weisbart et al., 2012).
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Les anti-nucléoline, rencontrés au cours de la sclérodermie et du LES nécessitent la
présence de leur aAg a la surface des cellules cibles. En effet, dans une étude, seules les lignées
cellulaires exprimant la nucléoline a la surface permettaient a I'aAc de gagner l'intérieur de la

cellule et au nucléole par un processus relatif a la pinocytose (Deng et al., 1996).

La pénétration des aAc anti-Sm et anti-La n’est pas dépendante de leur isotype et seuls
ceux possédant une réactivité croisée envers le dsDNA en sont capables. De plus, une absence
d’accumulation au sein des vésicules endocytiques montre I'existence d’'un mécanisme

distinct de I’'endocytose conventionnelle médié par les récepteurs (Deng, 2000).

Au cours du syndrome neurologique paranéoplasique, les anti-Hu, contrairement aux
anti-Yo, ne dépendent pas du FcR pour pénétrer au sein des cellules cibles (Hormigo et al.,

1996).

Dans le cas des aAc anti-protéine P ribosomale, la pénétration n’est pas non plus
dépendante du FcR mais vraisemblablement d’'une phosphoprotéine de 38 kDa exprimée a la

surface de divers types cellulaires (Koscec et al., 1997; Reichlin, 1998).

2.2.2.3. Pénétration intracellulaire dépendante des résidus arginine

L'importance d’acides aminés chargés positivement pour la pénétration des anti-dsDNA,
et plus particulierement des arginines, a été mise en lumiere en 1998. Cette étude a pu
montrer la présence d’arginines au sein des CDR (complementary determining region) des
anti-dsDNA étudiés, ainsi que la capacité des Fab et peptides dérivés de ces CDR a faire
pénétrer un chargement a l'intérieur de lymphocytes (Ternynck et al., 1998). De plus, la
présence d’arginines au sein des CDR influe sur I’affinité des Ac pour leur cible (Rahman, 2004).
Une autre étude vient appuyer I’"hypothése du réle central des arginines en démontrant que
leur remplacement par un autre acide aminé au sein du CDR diminue grandement leur
capacité de pénétration de méme que leur liaison a I’Ag (Song et al., 2008). Plus précisément,
les arginines présentes dans le CDR3 de la chaine lourde sont responsables de ce phénoméne
puisque le domaine VH mais pas VL d’un AcM anti-dsDNA était capable de pénétrer dans une
cellule. De plus, un seul résidu arginine ne semble pas suffisant a la pénétration (Im et al.,
2015). Il est intéressant de noter que le role des arginines dans la pénétration cellulaire est
également utilisé par certains « cell-penetrating peptides » s’inspirant de peptides viraux ou

de drosophile (Futaki et al., 2001).
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La capacité d’'un aAc a pénétrer dans une cellule et d’induire son apoptose pourrait alors
étre a l'origine de la libération d’aAg ou néo-aAg et de ce fait augmenter la réponse auto-

immune (Rowley and Whittingham, 2015).

2.2.3. Effets intracellulaires des auto-anticorps

Parallelement a I’étude de la capacité de pénétration des aAc dans les cellules, leur effet
inhibiteur sur I'aAg associé, ou délétere d’une facon générale, a été démontré principalement

in vitro mais également in vivo, appuyant I’hypothése de leur pathogénicité.

De nombreux travaux ont démontré plusieurs mécanismes induits par les anti-dsDNA
dans le LES. Des AcM issus de souris NZB (développant spontanément des symptémes
similaires au LES) sont capables d’induire I'apoptose des cellules humaines dans lesquelles ils
pénetrent, avec un tropisme pour les cellules immatures (Ruiz-Argielles et al., 1998). Cette
apoptose serait due a 2 voies différentes, principalement la voie mitochondriale, mais
également la voie membranaire (Rivadeneyra-Espinoza and Ruiz-Arglelles, 2006). La capacité
de ces aAc a hydrolyser 'ADN simple ou double brin pourrait étre une des causes de
I'induction de l'apoptose médiée par les caspases (Lee et al., 2007). Sur des cellules
mononuclées du sang, des anti-dsDNA humains et murins sont également capables d’induire
un état d’activation anormal avec I'expression de marqueurs d’activation (Portales-Pérez et
al., 1998). Les anti-dsDNA reconnaissent de multiples cibles exprimées différentiellement a la
surface de multiples types cellulaires, pouvant expliquer I'atteinte multi-tissulaire observée

dans le LES (Raz et al., 1993).

Les aAc anti-protéine P ribosomale, retrouvés chez 15% des patients atteints de LES
inhibent la traduction protéique dans un systeme synthétique ainsi que dans des cultures de

fibroblastes via leur liaison aux ribosomes a l'intérieur de la cellule (Stacey et al., 1988).

Les anti-Yo, suite a leur pénétration dans les cellules de Purkinje, sont capables d’induire

leur mort au sein de culture de coupes cérébelleuses (Greenlee et al., 2015).

Au cours de la cirrhose biliaire primitive, deux aAc différents ont été démontrés comme
étant inhibiteurs envers leurs cibles respectives (Fregeau et al., 1989; Uibo et al., 1990).
L’enzyme cible ayant une expression ubiquitaire, la spécificité tissulaire de |’atteinte pourrait
étre due a I’expression du récepteur aux immunoglobulines polymériques et donc a la capacité

de transcytose des cellules. Des IgA anti-PDC-E2 ont été retrouvés dans la bile, la salive et
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I"'urine de patients (Nishio et al., 1997; Palmer et al., 2000; Reynoso-Paz et al., 2000; Tanaka
et al., 2000). La pathogénicité de ces aAc a été démontrée sur une lignée cellulaire transfectée
avec le récepteur aux immunoglobulines polymériques. Les IgA induisaient une activation des

caspases titre-dépendante, pouvant induire une apoptose (Matsumura et al., 2004).

Il est donc possible que des aAc dirigés contre des cibles intracellulaires
soient capables de pénétrer a l'intérieur de cellules cibles et y exercer des

effets pathogénes directs par des mécanismes encore mal décrits.

99



3. Pathogénicité des auto-anticorps spécifiques des myosites

3.1. Preuves directes

Les aAc spécifiques des MAI sont classés dans la catégorie des aAc ciblant un aAg
intracellulaire. Dans I'ensemble, les preuves directes de la pathogénicité des aAc au cours des
MAI sont trés rares. Il existe deux cas décrivant la mort d’un foetus/nouveau-né suite au
développement d’'une MAI a aAc anti-PL7 et a aAc anti-Jol pendant la grossesse (Hung et al.,
2006; Satoh et al., 1994). Outre ces deux cas, il existe trés peu d’observations de ce type pour
lesquelles un aAc est décrit. L'intégralité des cas observés fait I'état d’une déclaration de la
maladie pendant la grossesse, dont 'origine pourrait se trouver dans |'apport de nouveaux
aAg par la présence du foetus (Bauer et al., 1979). Ces grossesses compliquées d’une myosite,
surtout une DM, menent dans 50% des cas a la mort du foetus, principalement lorsque la
myosite se déclare lors du premier trimestre. Si elle se déclare aprés, le nouveau-né n’est
majoritairement pas atteint (Gutiéarrez et al., 1984; Kanoh et al., 1999). Ces données
n’appuient donc pas I'hypothése d’'une pathogénicité des aAc spécifiques des MAI mais leur
faible nombre ainsi que I'absence d’information sur les aAc impliqués ne permettent pas de

conclure.

Selon les critéeres de Witebsky, la destruction d’une cible portant un aAg par I'aAc
correspondant constitue une preuve directe. A ce titre, la pathogénicité des aAc anti-SRP et
anti-HMGCR a été montré sur des cultures de myoblastes et myotubes in vitro par un travail
collaboratif avec notre laboratoire (Arouche-Delaperche et al., 2017). En effet, suite a I'ajout
des aAc dans le milieu de culture, les aAc induisent une diminution de la fusion des myoblastes
en myotubes et une diminution de leur surface via une diminution de la production d’IL-4 et
d’IL-13. Les aAc induisent également une atrophie des myotubes avec une augmentation
d’expression des geénes associés, ainsi que de I'lL-6 et des especes réactives de I'oxygéne.
Cependant, bien qu’elles montrent un effet des aAc anti-SRP et anti-HMGCR, ces expériences
ne répondent pas a la question de la localisation de la cible ou de la capacité des aAc a rentrer
dans les cellules. Ces travaux ont été réalisés sans ajout de complément, suggérant un effet

lié au fragment Fab.
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3.2. Preuves indirectes

Les preuves indirectes sont plus solides mais n’existent que pour les anti-Jo1 et les anti-
FHL1 (Four and a half LIM domains 1). Le premier modele spécifique est issu de I'immunisation
sous-cutanée de souris avec I’histidyl-tRNA synthétase (Jol) en présence d’adjuvant (CFA).
Cette immunisation induit une inflammation du muscle et du poumon semblable a ce qui peut

étre observé chez 'homme (Katsumata et al., 2007).

Par la suite, la méme équipe a développé un autre modeéle reposant sur une
immunisation intramusculaire sans adjuvant, induisant une réponse inflammatoire plus
importante du muscle dés 7 jours post-immunisation et pendant 7 semaines. Cette
immunisation induit une réponse B et T spécifique, mais I'immunisation de souris Rag2”" et
TLR4”- était également capable d’induire une inflammation du muscle, impliquant un réle de

I'immunité innée a I'origine de la maladie (Soejima et al., 2011).

Concernant les anti-FHL1, les souris utilisées exprimaient de facon inductible le CMH-I
dans le muscle induisant une importante dégénérescence du muscle (nécrose, régénération,
présence de macrophages). Ces souris étaient immunisées avec FHL1 en CFA puis recevaient
un boost en IFA. Suite a I'immunisation, une diminution de la force musculaire, du poids et de
la survie était observée, ainsi que des dommages musculaires a I’histologie, et 'augmentation

de I'expression de génes reflétant un infiltrat composé de LT (Albrecht et al., 2015).

Ces résultats constituent des preuves indirectes de la pathogénicité des aAc anti-Jo1 et
anti-FHL1 dans les MAI. A ce jour, aucune preuve de la capacité des MSA a pénétrer dans les

cellules n’a été démontrée.

3.3. Preuves circonstancielles

Les preuves circonstancielles concernant la corrélation entre les taux d’aAc et I'activité
de la maladie ont été observées pour les anti-Jol, anti-MDAS5, anti-SRP et anti-HMGCR. Les
anti-Jol correlent de fagon modeste avec I'atteinte musculaire et articulaire. Cependant, dans
la méme étude, un sous-groupe de patients suivis de fagon longitudinale montre une forte
corrélation entre les taux d’aAc anti-Jo1 avec les parameétres cliniques musculaire, articulaire,
pulmonaire et I'activité globale de la maladie (Stone et al., 2007). Concernant les anti-MDA?5,
de nombreuses études ont démontré cette corrélation, accompagnée d’un aspect
pronostique dans la DM amyopathique associée a une pneumopathie interstitielle, et leur

101



disparition lors de la rémission (Gono et al., 2012b; Kobayashi et al., 2011; Muro et al., 2012;
Sato et al., 2012, 2013; Takada et al., 2015).

La corrélation entre les aAc anti-SRP et I'activité de la maladie a été étudiée et mise en
évidence de facon longitudinale, par une étude collaborative du laboratoire ainsi qu’une
deuxiéme étude, donnant plus de force a I'étude qu’une corrélation a un temps donné
(Aggarwal et al.,, 2015; Benveniste et al., 2011). Concernant les anti-HMGCR, I'étude de
Werner n’a mis en évidence une corrélation qu’avec les patients ayant pris des statines
(Werner et al., 2012). En revanche, d’autres études ont mis en évidence une corrélation entre
les aAc anti-HMGCR et les taux de CK et/ou la force au moment du diagnostique quel que soit
I’exposition aux statines (Allenbach et al.,, 2014; Alshehri et al., 2015; Ge et al.,, 2015).
Contrairement aux études des aAc anti-SRP, I'absence de normalisation des niveaux d’aAc
anti-HMGCR chez les patients en rémission pourrait s’expliquer par une polyclonalité de la
réponse aAc (Ge et al., 2015; Werner et al., 2012). De facon générale pour les MNAI a aAc anti-
SRP et anti-HMGCR, [l'efficacité des traitements ciblant les LB ou les Ac (rituximab,
plasmaphéréese, IVIg), sont en faveur de leur pathogénicité (Ashton et al., 2016; Benveniste et
al., 2011; Kassardjian et al., 2015; Kawabata et al., 2012; Nichols et al., 2015; Ramanathan et
al., 2015; Suzuki et al., 2012; Valiyil et al., 2010; Watanabe et al., 2016; Young and Ghobrial,
2015).

Il existe un faisceau de preuves qui plaident en faveur d’'une pathogénicité
des aAc anti-SRP et anti-HMGCR au cours des MNAI. Cependant il manque

a ces arguments la preuve d’une pathogénicité in vivo.
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II- OBJECTIFS
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Les MNAI sont aujourd’hui considérées comme un sous-type a part entiére parmi les
MAI, avec la particularité d’étre peu inflammatoires et caractérisées par la présence de deux
aAc : les anti-HMGCR ou les anti-SRP. La présence d’aAc spécifiques au cours d’'une maladie
auto-immune pose la question de leur pathogénicité et du mécanisme par lequel leur activité
délétere s’opére. Des preuves directe et circonstancielle de leur pathogénicité ont été
démontrées : leur pathogénicité in vitro envers des cellules musculaires en culture et la

corrélation des aAc a I’activité de la maladie.

Dans ce contexte, les objectifs de mes travaux de thése ont été de :

- Démontrer le réle pathogene des aAc anti-SRP et anti-HMGCR in vivo chez la souris
- Etudier I'implication du systeme du complément dans la pathogénicité des aAc anti-
HMGCR et anti-SRP

- Etudier la localisation cellulaire des cibles HMGCR et SRP in vitro et in vivo
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III- RESULTATS
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A) Pathogénicité in vivo des auto-anticorps anti-SRP et anti-

HMGCR

Article N°2
In vivo pathogenicity of auto-antibodies in immune-mediated necrotising myopathies
To be submitted

Cécile Bergua,* Héléne Chiavelli,® Yves Allenbach,? Louiza Arouche-Delaperche,? Christophe
Arnoult,®> Gwladys Bourdenet,! Laetitia Jean,* Rachid Zoubairi,* Nicolas Guérout,* Michael

Malher,® Olivier Benveniste,? Laurent Drouot,'* and Olivier Boyer 1**

tequal contribution

Dans cet article, nous établissons pour la premiére fois le role pathogéne in vivo des aAc
anti-SRP et anti-HMGCR. Pour cela, plusieurs transferts passifs d’lgG humaines positives pour
les aAc anti-SRP et anti-HMGCR ont été réalisés chez la souris. Leur force musculaire a été
évaluée par Grip Test ainsi que par une méthode adaptée au laboratoire de mesure de la force
de contraction du gastrocnémius sous électrostimulation. L’atteinte musculaire a également
été évaluée par examen histologique. Ces résultats montrent une diminution de la force
musculaire, ainsi qu’une atteinte histologique nécrotique modérée lorsqu’elle est présente.
Les effets observés avec les I1gG anti-SRP* sont plus importants qu’avec les IgG anti-HMGCR*.
L'injection du plasma déplété en IgG montre, qu’au sein du plasma, ce sont bien les IgG et non

d’autres substances (cytokines, médicaments) qui agissent.

L'effet pathogene des aAc est parfois limité dans le temps (J7) en raison du
développement attendu d’une réponse xénogénique envers les IgG injectées. L'injection
prolongée d’lgG humaines, sans réponse xénogénique, a été possible par le transfert passif de
souris Rag2”". Et donc, comme anticipé, la force musculaire chez ces souris est diminuée de

facon prolongée.

Le transfert passif d’lgG aux souris déficientes en fragment C3 du complément induit un
déficit musculaire moindre. La supplémentation des souris en complément humain, dans le
but d’exacerber la pathologie, a également permis de démontrer la forte implication du

complément dans la pathogénicité des aAc anti-HMGCR. Les effets observés avec les aAc

106



anti-SRP montrent I'implication du systéeme du complément mais suggerent, en plus, des

mécanismes non-dépendants du complément.
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Abstract

[n autouwnmunity, autoantibodies (aAb) may be pathogenic or simple biemarkers of dizease.
Recently, a form of idiopathic mflamwnatory myopathy associated with anti-Signal
Recognition Particle (SEP) or anti-3-Hydroxy-3-MethviGlhutaryl-CoA Reductase (HMGCER)
aAb. mvofibre necrosis and C5b-9 deposits has been individualised and referred to as
unmune-mediated necrotising myopathy (IMNM). The level of aAb correlates with IVINM
activity and disease respends fo mmmunosuppression. To demonstrate the autcimmune
character of this entity, we evaluated the pathogenicity of anti-SEP and anti-HMGCE. aAb
in vive by developing the first mouse model of IMNM. Passive transfer of patients’ I2G to
C37BL/'6 or Rag?™ muce provoked muscle deficiency. Pathogemicity was increased by
supplementation with human complement and reduced in C37" nuce. Therefore, anti-SEP and
anti-HMGCE. aAb were pathogenic toward mmscle in vivo through a complement-mediated
mechanizm establishing the avtommmupne character of IMINM. These data support the use of

plazsma exchanges and argue for evaluating complement-targeting therapies m IMNM.
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Immune-mediated necrotising myopathies (IMNM). formerly also referred to as
necrotising autommmune myopathies (NAM), are particular forms of idiopathic inflammatory
myopathies (IIM) which encompass a group of severe acquired muscle disorders including
dermatomyositis. mclusion body mryositis. polvmyositis and overlap mvositis. TMINM have
been clearly distinguished from other forms of IIM based on histological patterns, ie.
presence of myofibre necrosis as the predominant abnormal feature. complement deposits on
myofibres. and paucity or absence of inflammatory cells'™. This paucity of inflammatory
infiltrates and presence of complement deposits on myofibres 1s suggestive of an autoantibody
(aAb)-mediated pathophysiology rather than T cell-dependent cytotoxicity presumably
involved 1n others forms of IIVL.

IMNM are typically associated with the presence of aAb directed against two distinct
antigens, namely Signal Recognition Particle (SRP)® or 3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl-CoA
Reductase (HMGCRY . These two aAb are present in two thirds of IMNM patients™’ while
approximately one third remams seronegative as of today. IMNM are associated with a
spectrum of climcal presentations. Anti-SRP™ IMNM ranges from severe and rapidly
progressive disease®™ to slowly progressive forms that may mimic limb girdle muscular
dystrophy and delay treatment onset’®!!. Anti-HMGCR® IMNM is also severe. although less
than its anti-SRP” counterpart, and may occur after statin intake in a vanable proportion of
patients>'>"* Extra-muscular manifestations are typically mfrequent and muld when
present>1415

SRP is a nibonucleoprotein complex involved i guiding nascent polyvpeptides into the
endoplasnuc reticulum. Whereas anti-SRP aAb from patients may recogmize each of the
different SRP components'®!'’. the signal peptide-binding 54 kDa subumit (SRP34) 1s the
major target since reactivity to SRP54 1s almost always present m anti-SRP positive sera and
therefore used in diagnostic immunoassays™ >, Importantly in this context, SRP54 is highly
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conserved between species. with 100% homology between human and mouse. HMGCR 15 an
enzyme located at the membrane of the endoplasmuc reticulum. It 1s responsible for the
production of mevalonate. a rate-limiting step of cholesterol biosynthesis. HMGCR can be
pharmacologically mhibited by statins wlhach are used to reduce cholesterol levels and the risk
of heart disease. In 2010. anti-HMGCER aAb were discovered i statin-exposed IMNM
patients using immunoprecipitation®. but were also found in a large proportion of non-
exposed patients”. The reactivity of anti-HMGCR aAb is directed against the C-terminal
catalytic domain’. a part of the molecule that shares more than 98% homology with mouse
HMGCR.

Since the expression of SRP and HMGCR 15 ubiquitous rather than nwscle specific, the
pathogenic role of aAb directed agamnst these molecules in IMNM has remamed elusive and
the autormmune character of IMNM has not been formally established as of today. However.
anti-SRP aAb purified from patients have been shown to inhibat the i virro translocation of
secretory proteins into the endoplasmic reticulum™. In a longitudinal follow-up study, we
showed that the levels of anti-SRP54 aAb imn patients are closely correlated to disease
activity—. Along those lines. plasma exchanges and B cell targeting therapies can be efficient
in treatment-resistant IMNM*>—% Regarding anti-HMGCR™ IMNM. cross-sectional studies
have suggested that aAb levels are associated with disease seventy'**¥. These observations
suggest that these aAb mayv not be only useful biomarkers of disease but may also be direct
pathogemc players i IMNM.

Two in vitre studies recently supported the hypothesis of a pathogemic role of these aAb.
Anti-SRP” serum plus complement was shown to reduce cell survival of myoblast cultures®”.
Addition of anti-SEP and anti-HMGCR aAb impaired miyoblast fusion and mduced atrophy

of myotubes”®.

112



Full length

To obtain more insight into the pathogenic mechamsms that cause IMNM and formally
establish their autommmune character, we evaluated the pathogenicity of anti-SEP and anti-

HMGCER aAb in mice i vivo.

Methods

Human samples. All patient samples were collected after wntten informed consent was
cbtained. The study was approved by the Ile-de-France III Ethics Commuttee. Plasmas
(obtained after a first plasma exchange) positive for anti-SEP and anti-HMGCR
autoantibodies (anti-SEP™ and anti-HMGCR™ aAb) were obtamned from patients who fulfilled
the consensus criteria for IMNM with the presence of anti-SRP or anti-HMGCR aAb™. The
aAb were titrated (Suppl. Fig. 1) by a quantitative addressable laser bead immunec-assay
(ALBIA) that we described previously™=". Indication for plasma exchange was based on the
severity of clinical presentation. Control plasmas were anti-SRP and anti-HMGCE. aAb

negative samples from healthy blood donors from the Etablissement Francais du Sang (EFS).

Mice. 8-weeks-old C57BL/6 female muce were purchased from Charles River. France Rag?
deficient (Rag2™") and complement component 3 deficient (C3") C57BL/6 muce were
purchased from Jackson Laboratories and bred m our facility. The protocol for amimal
expenmentation was approved by an mstitutional ethics committee (Comité regional
d’Ethique en Expénimentation Amimale, Mont Saint Aignan France) under the reference

N/33-11-12/56/11-15. and 201508071625487 for complement-related expermments.

1gG purification. Total IgG were punified from anti-SRP™. anti-HMGCR™ or control plasma
by automated protein-G affinity punfication on an AKTA Start chromatograph (GE

Healthcare Life Science). Purified IgG were dialyzed agamst phosphate buffer saline (PBS).
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controlled by SDS-PAGE followed bv coomassie blue stamng (Invitrogen™ Novex™
NuPAGE™) and quantified by BCA assay (Thermo Fisher) The flow-through of IgG
purification was kept for use as IgG depleted control. Levels of anti-SRP™ or HMGCR™ aAb

were controlled by ALBIA . All samples were stored at -80°C until use

Western blot. Normal human muscle tissue was snap frozen in hiquud mitrogen. ground in a
mortar and homogenized 1n ice-cold RIPA buffer supplemented with a protease inhubitor
cocktail. The homogenate was then centnfuged at 16.000g for 30 mun at 4°C. The lysate was
solubihzed 1 Nupage LDS sample buffer and boiled prior to electrophoresis. Western blot
was performed on recombmant SRP54. human muscle protemn lysate or His-tagged
recombinant murine HMGCR. by transfer of proteins separated by non-reducing SDS-PAGE
to a mtrocellulose membrane. The membrane was incubated with goat anti-SRP (SantaCruz),
immunoaffinity punified human anti-SRP aAb. mouse anti-His (Sigma Aldnch) or purtfied
human anti- HMGCR" IeG. Revelation using rabbit Alexa Fluor® 680 labelled anti-goat Ab
(Invitrogen). goat Alexa Fluor® 790 labelled anti-human Ab (Jackson) or goat Alexa Fluor®

700 anti-mouse (Life technologies). as appropnate. on an Odyssey apparatus (LI-COR).

Passive transfer of human IgG into mice. 8 to 12 week-old C57BL/6 wild type. Rag2™ or
C3" mice were drided mto groups of 5 to 10 amimals. They recerved daily mtraperitoneal
iections of anti-SRP™ plasma. IgG punfied from anti-SRP™ or antt-HMGCR™ or control
plasma (2 mg). or IgG-depleted flow-through from ant1-SEP™ or anti-HMGCR™ plasma for 8
to 21 days. To reduce anti-human Xenogeneic immune responses, immunocompetent muice

received a single dose of 300 mg'ke of cyclophosphamide (Sigma) at day-1. as described™.

Passive transfer of a human monoclonal antibody into mice. & week-old C57BL/6 mice

were immunosuppressed as described above and imjected with a human monoclonal anti-
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HMGCR Ab (IgG1) obtained from a phage display library (Inova Diagnostics)™. Anti-CD20
(Ratuximab. Roche) was used as control since 1t does not have a target in nuce. Two

mtravenous ijections of 100 and 50 pg were realized at day 0 and 3.

Human complement supplementation. Pooled complement human serum (Innovative
Research) was depleted in IgG as described above. expenments being performed at 4°C to
avold complement degradaton. and stored at -80°C until use. After IgG depletion
conservation of complement activity was assessed by CHS0. Mice were supplemented by

daily mtrapenitoneal imyjections of 200 pL of IeG-depleted pooled complement human serum.

Mouse muscle strength evaluation. The forelimb gnip strength was measured by grip test
(BioSeb). Briefly, mice were held by the tail so that their front paws grasped a gnd connected
to an 1sometric force transducer. The maximal force before losing grip was computed as the
mean of five measurements per mouse. Muscle strength was also evaluated by measuning in
situ muscle contraction upon electrostimmlation. For this. mice were anesthetized using
1soflurane. Then, the distal tendon of the gastrocnemius was detached and tied to an 1sometric
transducer (PowerLab Station. AD Instruments). The sciatic nerve was stmulated distally and
the response to stimulation (2Volt. 70Hz. 300ms) was recorded and maximal force was
deternuned. Measurement and analysis were performed on LabChart? software

(AD Instruments). as adapted from™.

Immunohistological analysis of mouse muscle. After passive transfer. muscles were snap
frozen into 1sopentane cooled m hiquad nitrogen and cut at 6 um  Cryosections were stained
using hematoxvlin and eosin. For immunohistochenustry. frozen sections were incubated with
rat anti-F4/80 (eBioscience). followed by biotinylated goat anti-rat Igc and avidin and biotin-
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complexed horseradish peroxidase plus AEC peroxydase substrate (Vector Laboratories).
Sections were then counterstained with hematoxylin. For smmunofluorescence analysis,
frozen sections were incubated with rabbit anti-C5b-9 (Abcam) Ab. followed by anti-rabbit
IzG Af680 (Life Technologies) and Hoescht counterstaiming. Controls for staiming specificity
{omussion of the primary antibody) were always negative.

For immunofluorescence analysis of anti-SRP reactivity. frozen sections were mcubated with
monoclonal mouse anti-human SEP Ab (Santa-Cruz) or anti-SRP™ human plasma or punified
human IgG or punfied human anti-SRP Ab = rabbit anfi-mouse fibronectin Ab (DAKQ).
Then. revelation was performed using a FITC-labelled anti-human IeG + a Cy3-labeled anti-
rabbit IzG secondary Ab. with DAPI counterstamning. Controls for stammng specificity
(omission of the primary Ab and primary incubation with healthy control plasma or punfied
IgG) were always negative. For inhibition expeniments. punified human anti-SRP aAb were
pre-incubated with the free recombinant SRP54 protein for 3 h before mmmunofluorescence

analyses.

Active immunization. 8-week-old C57BL6 mice were immumsed with recombinant human
HMGCR (Inova Diagnostics) or ovalbumin as a control. in the presence of ODN CpG type C
(Invivogen) as adjuvant. The production of anti-HMGCR IgG after immunization was
assessed by ALBIA from mice serum. as described above. Gnp test. in situ muscle strength
measurement and histological analyses were performed as described for passively transferred

Tiice.

Statistical amalysis. Data were compared by the Mann-Whithey or Wilcoxon test. as
appropniate. using Prism 5 software (GraphPad). A p-value <0.05 was considered statistically
significant.
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Results

Reactivity of auteantibodies against their targets

The presence of mmmunoreactive SRP i mouse muscle was first confirmed by
immunostaming with a commercial anti-SRP antibody (Ab. Fig. 1a). Plasma from anti-SEFP™
patients recognized their target in mouse muscle (Fig. 1c). Both comunercial anti-SRP and
patient plasma reactivities yielded a peripheral remforcement. resulting in a sarcolemimal or
sub-sarcolemmal pattern. This aspect was similar for the eight different anti-SRP™ sera or
plasmas tested (data not shown). and with punfied anti-SREP IgG (Fig. 1d). The specificity of
immune-affinity purified anti-SRP aAb was confirmed by a competition experiment in which
anti-SEP aAb were pre-incubated with recombinant SEP54. vielding a total disappearance of
signal (Fig. le&f).

On Westermn blots. both goat anti-SRP Ab (Fig. 1g. line 1) and immuno-atfimity punfied
anti-SRP aAb recognized the recombinant SRP54 protein (Fig. 1g. line 2). For HMGCE. both
anti-His Ab (Fiz 1h. hine 3) and the four tested anti-HMGCR™ IgG from patients (Fig. 1h
line 4). recognized the His-tagged recombinant murine HMGCE.

Together. these results show that anti-SRP and anti-HMGCR from patients recognize their
antigenic targets in mouse.

Pathogenicity of anti-SRP and anti-HMGCR autoantibodies in vive

We mvestigated the effects of anti-SRP and anti-HMGCR aAb on mouse mmscle after
their passive transfer in vive. For this. C57BL/6 mice were injected daily with plasma or
purified IgG from anti-SREP” or anti-HMGCR™ patients (Fig. 2a). Te limit xenoimmunisation
against human proteins. amimals were transiently imnmmunosuppressed with a single dose of
cyclophosphanude. Injection of plasma from two patients suffering from anti-SRP™ ININM
proveked a reduction in grip strength as shown by A grip strength of -34 g and -32 g for

plasmas of patients P1 or P2 respectively (Fig. 2b). Dafferences were statistically significant
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when compared to control plasma. Simular results were obtamed when usmg NOD muce as
recipients of anti-SRP Ab, mdicating that the pathogenicity 1s not dependent on the genetic
background (Suppl Fig 2).

To confirm that the effect of anti-SRP™ plasma was due to the presence of IzG. the same
experument was carried out with purified IgG and IgG-depleted flow-through. from anti-SRP™
or anti-HMGCR™ plasmas. ALBIA evidenced that human anti-SEP and anti-HMGCR. aAb
circulated at high levels i the serum of injected mice at day & after myjection {Suppl.
Fig. 3ad&b). As compared to IgG controls. injection of IgG from both anti-SRP™ and anti-
HMGCR™ plasma provoked a significant decrease m muscle strength. The IzG-depleted
fraction of the same plasma had no sigmficant effect. indicating that pathogemicity 1s mdeed
mediated by IgG (Fig. 2c-e). To confirm these results, we used another muscle assessment
techmique which consisted m measuring gastrocnemins strength upon electrostimulation of
the sciatic nerve (referred to as muscle strength). Using this method. the muscle strength of
mice injected with anti-HMGCR and anti-SRP IgG also decreased as compared to mice
injected with IeG-depleted plasma or control IgG (Fig. 2dé&f).

Hematoxylin and eosin staining revealed the presence of scarce necrotic myofibres 8 days
after admumstration of IgG purnified from anti-SRP™ or anti-HMGCR™ plasma (Fig 2g). As
expected. no necrosis was observed after ijection of IgG punfied from a healthy donor
(Fig. 2g upper left panel) or IgG-depleted fraction of the plasma samples (data not shown).
Immuno-lustochemucal stammng of F4/80. a specific marker for macrophages. revealed
myophagocytosis of necrotic muscle fibres (Fig. 2g. lower night panel).

When the duration of experimentation was extended. the muscle strength of mice imjected
with purified IgG from anti-SRP™ plasma returned to normal values at around day 14 (data not
shown). This lack of a long-lasting effect was likely due to the xenogeneic response elicited

against human IgG that unavoidably appeared despite cyclophosphamude. Indeed. ijection of
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plasma or purified IgG provoked a production of anti-human IeG Ab but not when mice
recetved an IgG-depleted fraction (Suppl Fiz. 3c). Cyclophosphamide had an
immunosuppressive effect since anti-human IgG levels were mmch higher in mice not
receiving this regimen. To completely avoid xenommmumsation. we also performed passive
transfer expeniments using genetically-modified (Rag2™™) mmunodeficient nuce After
injection of purified IgG from anti-SRP™ and anti-HMGCR" IgG to C37BL/6 Rag2™™ mice
(Fig. 3a). the results obtamned at day 8 were simular to those observed in normal C57BL/6
recipients. As expected. muscle deficiency was maintamed beyond day 7 in these conditions
(Fig. 3b&c). Here again. muscle deficiency was more pronounced in mice receiving anti-
SRP™ IeG than anti-HMGCR™ IgG (anti-SRP™ IgG vs anti-HMGCR™ IgG mean A grip
strength at day 21: -45 g vs -20 g). Myofibre necrosis and C5-b9 deposits were present (Fig.
Iddee).

Interestingly. targeting of a single HMGCR epitope with a human monoclonal Ab derived
from a phage display hibrary was not sufficient to mduce a muscle deficiency (Fig. 4).
suggesting that polyclonal aAb may target different antigenic detemunants in HMGCR.

In addition to passive transfer experiments. active mmmmunization was performed.
Immunization with recombinant human HMGCR. (thHMGCR) induced the production of
anti-HMGCR m the serum of mice and subsequent muscle strength deficiency (Fig. 5adec). as
compared to immunisation with ovalbumine (OVA. Fig. Sbé&c).

These results demonstrate that anti-SRP and anti-HMGCR aAb from IMINM patients do
provoke muscle deficiency. establishing the pathogenicity of anti-SRP™ and anti-HIMGCR™
Ab in vivo.

Involvement of complement in pathogenicity
To assess the involvement of the complement svstem i the pathogenicity of anti-SRP and

anti-HMGCR. aAb, mice deficient in C3 complement fragment (C37°) were subjected to a
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passive transfer, as above. When compared to wild type (C3™™). C37 mice recerving anti-
SRP™ or anti-HMGCR™ IgG had a less pronounced deficiency i muscle strength, mdicating
that pathogenicity 15 lower in absence of complement (Fig. 6adb).

Yet. nuce are known to have rather low complement activity (CHS50) as compared to
humans***7_ Moreover. in other ammal models of autoimmune pathologies. the pathogenicity

of IgG on the target tissue requires the addition of human complement as human IgG does not

efficiently activate mice complement™®’. In a similar way in our model, human complement

supplementation of mice receiving anti-SRP™ and anti-HMGCR™ IgG induced a decrease of

muscle strength as compared to IgG alone (Fig. 6c).

Discussion

This is the first report that anti-5EP and anti-HMGCR aAb from patients demonstrate
pathogenic properties in vivo in mice, IMNM have recently been recognized as an individual
subgroup of idiopathic inflammatory myopathies’ 1 which aAb directed against SRP and
HMGCR are found in 65-72% of patients™°. Although anti-SRP aAb were described 30 vears
ago®!®. anti-HMGCR. aAb were not identified until 2010°. Until now. their role m IMNM
pathogenests as cause or eptphenomenon of disease has remained unknown. Indeed. they may
represent mere biomarkers generated by a breakage of tolerance after autoantigens are
released by myofibre necrosis. Altematively. they could be key pathogenic players that cause
disease. Solving this 1ssue has important therapeutic consequences.

We show herein that anti-SRP™ plasma 15 able to induce muscle deficiency i mice. To
prevent possible non-specific effects of components other than anti-SEP aAb that mught be
present in the plasma of patients. we punified IgG before myection. Using daily IgG myections.
we show that the deficiency 15 indeed caused by the IgG fraction of plasma. In addition. we
also show that anti-HMGCE™ plasma 1s able to mduce muscle deficiency by IgG fraction. In

both cases. IgG-depleted plasma did not affect muscle strength. Muscle deficiency was
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evidenced by 2 independent methods of evaluation, i e. gnp test and muscle strength upon
nerve electrostimulation. Using these methods, loss of muscle strength appeared more severe
in anti-SEP™ than m anti-HMGCE™ IgG uyected mice. This 15 1n agreement with observations
in humans, with a higher severity m anti-SRP™ patients™. Despite being named for its
necrotizing character. the extent of myofibre necrosis i IMNM remains in the percentage
range for anti-SRP™ patients. and 15 not different berween anti-Jo-17 and anti-HMGCR™
patients for mstance (Allenbach er al . in press). Consistently. myofibre necrosis was modest
after transfer of ant1-SRP™ aAb and even more so after anti-HMGCE™ aAb (Fig. 2).

Interestingly. no cellular mflammatory infiltrate was ewvidenced. in accordance with
observations in IMNM patients in whom muscle biopsies show little if any inflammation’>*.
Our observation that expenmental disease develops sumlarly m immunocompetent and
immunodeficient Rag?™™ mice confirms the dispensable role of the adaptive immune system in
driving the pathogenicity of aAb once produced. Further. because the absence of T and B cells
prevents the xenogeneic response against human [gG. a more prolonged muscle deficiency
was observed in mice recetving anti-SRP™ or anti- HMGCR™ IgG (Fig.3). In contrast. clinical
signs were resolved by day 14 mn immunocompetent hosts (data not shown) with occurrence
of xenogeneic response (Suppl. Fig. 2c). This 1s the reason we performed muscle evaluation at
day 7.

Monoclonal antibodies derived from patients with pemphigus vulgans or from collagen-
induced arthnitic muce were shown to mnduce skin blistering or arthnitis, respectively.
However. only some autoantigenic specificities have a pathogenic activity™ ¥ Here. we
falled to mduce disease usmng a human anti-HMGCR mAb obtamed after phage display
screenung (and not from a patient’s library of antt-HMGCR. aAb). Thus. 1t 1s possible that the
epitope targeted by this mAb 15 not involved in the pathogenicity of anti-HMGCR aAb. Other
studies m pemphigus vulgans showed that mAb can have svnergistic effects when
admumistered concomitantly®. and that a non-pathogenic mAb may even act synergistically
with a pathogenic one™. Therefore. another possibility is that the targeting of a single epitope
15 not sufficient to induce a pathogenic effect on muscle that may require binding of different
aAb to multiple epitopes on their molecular target.
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In parallel to passive transfer experiments. immunization with thHMGCR elicited the
production of specific Ab. as attested by ALBIA (Fig. 5a). This protocol mduced a loss mn
muscle strength (Fig. 5b). confirnung the pathogenic nature of the HMGCR-specific tmmune
response. Interestingly. although lower thanm after passive transfer. a single course of
immunization with a mild adyuvant readily provoked a measurable disease. In comparson,
breakage of tolerance agamnst other mmscle proteins such as proten C or mvosin requires
dramatically heavier protocols with complete Freund adjuvant and several boosts before
inducing experimental autoimmune myositis?**¢.

SEP 1s a nbenuclecprotein complex composed of six SRP family proteins associated with
a small RNA molecule. Its physiological role 1s to bind nascent proteins and guide them into
the endoplasmic reticulum during protem synthesis. HMGCR 15 an enzyme located at the
membrane of the endoplasmic reticulum. It 15 composed of § transmembrane domains and a
C-termunal catalytic domaimn pointing to the cytosol. The protein is responsible for the
production of mevalonate. a rate-limiting step of cholesterol biosynthesis. HMGCR can be
phammacologically mhibited by statins which are used to reduce cholesterol levels and the risk
of heart disease.

Human anti-SRP aAb are able to inhibit the activity of their target enzyme™®. Thus. the
pathogenicity of anti-SEP aAb could also involve its ability to inhibit SEP activity in vivo.
Although the capacity of patients” anti-HMGCE aAb to inlubit the production of mevalonate
has not been demonstrated vet. 1t cannot be formally excluded that such a mechamsm might
also occur 1n anti-HMGCR associated IVMINDM. In this hine of thinking the inducible knockout
of the HMGCR gene in muscle led to a necrotizing myopathy in mice*”. This hypothesis of a
target blockade would require that anti-SRP and anti-HMGCR aAb penetrate mvofibres.
Although intracellular penetration of aAb is still a matter for debate. there has been evidence
that anti-ribonucleoprotein Ab from lupus patients do enter into cells™. and several studies
have further confirmed this phenomenon*'. A patient’s derived anti-DNA aAb (3E10) 1s
also capable of entering cancer cells through the ENT?2 transporter - and of inlubiting DNA

break repair, providing increased sensitivity to DNA-damaging therapy-.
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Besides blocking their molecular target. IMNM-associated aAb presumably recognize
their cellular target on mvofibres and trigger pathogenic effect mechantsms. In this line of
thunking. we recently reported the accessibility of SRP and HMGCR at the surface of muscle
cells in virro (Allenbach 2017, in press). Downstream pathogenic mechanisms may include
effects on muscle regeneration or induction of atrophy by a MURF1-. atrogin-dependent
pathway. as shown in vitro after addition of IMNM-associated aAb without complement™®,
Yet. the major mechamism 1s presumably the activation of complement.

Indeed. one of the most distinguishing histological features of IMNM is represented by
complement deposits on non-necrotic myofibres™**. We previously observed that more than
80% of anti-SRP positive patients have IzG1 subclass anti-SRP aAb. an 1sotype capable of
activating complement, whereas non complement-activating IgG4 were significantly less
frequent (Benveniste et al.. 2011). Also. 100% of anti-HMGCR™ patients have IsG1*®. For
anti-SRP aAb. one study showed a pathogenic effect on myoblasts with involvement of
complement”’. These observations, as well as the pathogenic character of anti-SRP and anti-
HMGCR™ IgG in Rag™ nuce argue toward the existence of a complement-mediated
pathogenicity of aAb in IMNM. To investigate this issue, we passively transferred C3-
deficient mice and were able to show that the absence of complement activation cascade
abolished the pathogenic effect of anti-SRP and anti-HMGCR aAb.

It is known that mice have lower complement activity than humans™. We hypothesized
that supplementing mice with human complement could increase the pathogenic potency of
anti-SRP and anti-HMGHCR aAb. as already shown for other aAb 1n neuromvelitis optica or
Miller Fisher syndrome™®-". Indeed. muscle deficiency was more pronounced when anti-SRP™
or anti-HMGCR" IgG were given i conjunction with human complement (Fig. 6d).

Together. our findings demonstrate the pathogenic role of ant1-SRP and anti-HMGCR aAb
in vive by a mechamsm partly mvelving complement. These results support the use of plasma
exchange and B cell targeting therapies in anti-SRP™ and anti-HMGCE™ IMNM., and argue for

the evaluation of complement-targeting therapies.
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Fig. 1 Immune-mediated necrotizing myopathy-associated autoantibodies reactivity toward their
cognate antigenic targets. immunofiuorescence analysis of mouse muscle after incubation with a
mouse monoclonal anti-human SRP Ab + FITC-labeled secondary antibody. b secondary antibody

alone, ¢ anti-SRP* patient plasma + FITC-labeled secondary antibedy (representative experiment out
of 8 plasmas tested), d purified IgG from another patient pilasma + FITC-labeled secondary antibody
(insert = secondary antibody alone}. e-f Immunoaffinity-purified anti-SRP aAb from patient plasma+
FITC-lahelled anti-lgG secondary Ab (green) and co-staining with anti-fibronectin (red) without e or
with f prior inhibition by free SRP54 protein. All counterstained with DAPI (blue). g Western blot of
recombinant SRP54 protein (rfSRP) revealed by immunoaffinity-purified human anti-SRP aAb (line 1)
or goat anti-SRP Ab (line 2), or His-tagged recombinant murine HMGCR protein (rmHMGCR) revealed

by anti-His antibedy (line 3) or human anti-HMGCR" IgG (line 4. representative experiment out of 4
patients’ IgG tested).
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Fig. 2 Human anti-SRP® and antitHMGCR® aAb  are  pathegenic in mice.
a Experimental sefting: CAETBL/E mice were transiently immunosuppressed by a single injection of
cyclophosphamide (CYC) and received daily injections of. a plasma from two anfi-5 RP” patients (P1 or
P2} (n=5), c-e purified |gG or lgG-depleted plasma from anti-SRP” (F3)ar anti-HMGCR® patients (F4)
(n=6 & 8). Muscle strength was evaluated by b-d the varation in grip test performance between day O
and day 7 (A Grip strength), and by e measurement of gastrocnemius contraction upon

electrostimulation (Muscle strength). (b-e) All data are presented as mean+SD; *p=0.05, **p=0.01,
op=0.001 by Mann-Whitney two-tailed test. T Immunohistological analysis at day 8. Hematoxylin and

epsin staining of muscle cryosection from a mouse injected with 103G from control, anti-SRP™ P1 or
anti-HMGCR ™ P4 patient. Arrowhead shows an example of necrotic myofiber. Immunohistological

staining (lower panel) of F4/80° macrophages, showing myophagocytosis of necrotic muscle fiber.
Results shown in b and ¢ are representative of two independent experiments.
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immunodeficient mice. a Experimental setting: C57BL/6 Ragz"" mice were injected daily with purified
IgG from b an anti-SRP™ (P1) patient and ¢ or an anti-HMGCR' (P4) patient. Control is purified IgG
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receiving anti-SRP™ P1 patient 1gG. Results shown are representative of two independent
experiments.
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Fig. 5 Immunization with recombinant human HMGCR (rhHMGCR) provokes a muscle deficiency.
Mice were immunized with rhHMGCR or ovalbumin (OWVA) as control, in the presence of adjuvant. a
Anti-HMGCR  antibody levels in mouse serum were determined by addressable laser bead
immunoassay (ALBIA) (n=10). b Anti-CVA antibody levels were determined by ELISA (n=10). ¢
Muscle strength was evaluated at day 14 by measurement of gastrochemius confraction upon
electrostimulation (n=7 and 9). All data are presented as meant3D; *p<0.01, by Wilcoxon (a, b) or
Mann-Whitney (c) two-tailed test. Results shown are representative of two independent experiments.
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Fig. 6 Involvement of the complement system in anti-SRP and ant-HMGCR aAb pathogenicity.

Complement C3-deficient {CS""} or wild-type CS57BL/G {CB"""'} mice (n=5 to 8) were transiently
immunosuppressed by a single injection of cyclophosphamide (CYC) and received daily injections of

purified IgG from a anti-SRP’ patient or b anti-HMGCR® patient. Muscle strength was evaluated by
measurement of gastrocnemius contraction strength at day 8 upon electrostimulation. ¢ Besides,

CS57BL/6 mice were injected daily with anti-SRP™ or —HMGCR® IgG in conjunction with or without
human complement (c') (n=8). d Muscle strength was evaluated at day 8 by measurement of
gastrocnemius contraction strength upon electrostimulation. All data are presented as mean+SD. *
p=0.05, = p<0.01, *** p=<0,001 by Mann-Whitney two-tailed test. Results shown are representative of
two independent experiments (b&c)
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Supplemental material and methods

Passive transfer of human IgG into mice. 8-week-old NOD mice were divided mto groups
of 5 animals. They were injected intraperitoneally daily for 8 with control plasma, anti-SRP™
plasma or 2 mg of IgG purified from anti-SRP™ plasma. Mice received a single dose of 300

mg/'kg of cyclophosphanude (Sigma) at day-1.

Quantification of mouse anti-human IgG. Serum samples were incubated with fluorescent
microspheres (Bio-PlexR COOH, Bio-Rad) coated with purified human IeG according to
manufacturer protocol After washing biotinylated goat anti-mouse IgG secondary Ab
(Southern Biotech) followed by streptavidin-R-phycoerythrin were used to detect the level of
mouse anfi-human Ab. Sera from un-manipulated mice and non-immunosuppressed mice

injected with IgG were used as negative and positive controls, respectively.
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Suppl fig. 1 Dose dependent reactivity of anti-SRP and anti-HMGCR autoantibodies. The dose
dependent reactivity of anti-SRP aAb was assessed in the plasma of four patients by addressable
laser bead immunoassay (ALBIA) using SRP54 coupled beads (patients P1-F3, red) or HMGCR

coupled beads (patient P4, blue). The calibrator (CAL) is a highly positive serum used as a reference
whose level is arbitrarily set to 100 AUmL to determine the titer of other samples.
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Suppl fig. 2 Pathogenicity of human anti-SRP™ IgG in C57BL/6 and NOD mice.
ChHVBL/G and NOD mice (n=5) were fransiently immunosuppressed by a single injection of

cyclophosphamide (CYC) and received daily injections of plasma or purified IgG from anti-SRP™ P1
patient. Muscle strength was evaluated by gnp test performance at day 8. All data are presented as
meant530D. * p<0.05, ™ p<0.01 by Mann-Whitney two-tailed test. Results representative of two
independent expenments.
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Suppl fig. 3 Human anti-SRP and ant-HMGCR aAb lead to xenoimmunisation. a Circulating level of
ant-SRP and b ant-HMGCR aAb in the serum of injected mice by addressable laser bead
immunoassay (ALBIA) at day 8 after daily injection. ¢ Xenoimmunisation after injection of human
products. CE7BL/E mice were immunosuppressed and injected daily with purified 1gG or IgG-depleted

plasma from an anti-SRP” patient. Detection of murine anti-human IgG Ab in the serum of mice at day
8 or 14 after injection. Positive contral is represented by non-immunosuppressed mice receiving IgG

from an anti-SRP* patient. Dotted line represents the level of anti-human IgG Ab in the serum of an
un-manipulated mice. All data are presented as meanzSD. *** p<0.001 by Mann-Whitney two-tailed
test.
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Les résultats de I'article N°2 nous ont donc permis de démontrer le role pathogene des
aAc anti-SRP et anti-HMGCR in vivo chez la souris, ainsi que I'implication du complément dans

le mécanisme physiopathologique.
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B) Parametres influencant la pathogénicité dans le modele

Si le déficit musculaire apres transfert d’IgG anti-HMGCR est mis en évidence de facon
claire, il n’en demeure pas moins d’intensité modérée et parfois non-significatif (simple
tendance) aprés un transfert de 8 jours. Chez les souris C57BL/6 (Article N°2), nous avons donc
cherché a augmenter les effets induits par les aAc anti-HMGCR. Pour cela, j’ai répété les
protocoles de transfert passif et d’'immunisation en modifiant différents parameétres. Les
parametres investigués étaient liés a I'anticorps, comme la durée de l'injection, la quantité
administrée ou l'immunisation contre un complexe HMGCR-statine, ou liés au receveur,
comme I'age ou le sexe. Aprés diverses approches, c’est finalement la supplémentation en
complément humain qui a permis d’obtenir une atteinte clinique significative et reproductible

avec les aAc anti-HMGCR comme il a été montré dans I'article N°2.

1. Parametres liés aux anticorps

1.1. Influence de la cinétique et de la quantité

J’ai souhaité étudier la cinétique de I'atteinte musculaire conférée par les IgG anti-
HMGCR?, ainsi que I'effet d’'une augmentation de la quantité. Un transfert passif a été réalisé
avec une injection unique d’une forte dose (15 mg au lieu de la dose usuelle quotidienne de
2 mg) d’'lIgG anti-HMGCR*, sans immunosuppression. Les effets ont été observé apres
seulement 24h. Une diminution significative de la performance au Grip Test et de la force
musculaire a été mesurée entre les groupes IgG témoin et IgG anti-HMGCR* (moyennes) : 1,3 g
vs -31,1 g (A Grip Test, Figure 25A) et 148,7 g vs 120 g (force musculaire, Figure 25B). Cette
diminution est de la méme ampleur que lors d’un protocole classique (2 mg/jour pendant 8

jours). Aucune nécrose significative n’a toutefois été détectée a J1 aprés analyse histologique.
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Figure 25 : Influence de I'injection d’une forte dose d’IgG anti-HMGCR* sur une courte durée

Des souris C57BL/6 (n=7-8 par groupe) ont été injectées une fois a JO avec 15mg d’IgG anti-HMGCR" issues du
patient P4 (selon la nomenclature de I'article N°2) ou d’IgG témoin. Leur force musculaire a été évaluée a 24h
(A) par leur delta de performance au Grip Test entre JO et J7 (A Grip Test) et (B) par mesure de la contraction du
gastrocnémius sous électrostimulation (Force). Moyenne + écart type. *p<0,05 ; ***p<0,001.

1.2. Influence de la quantité et du patient

La quantité d’aAc anti-HMGCR spécifiques au sein des IgG totales est un parametre
difficilement évaluable. Ayant accés a un abondant produit de plasmaphéréese d’'un deuxieme
patient (P5) anti-HMGCR" et donc a de grandes quantités d’IgG, j'ai entrepris d’augmenter la
guantité d’lIgG injectées aux souris et, par |la méme, celle des aAc anti-HMGCR. La quantité de
15mg/j a donc été comparée a la quantité de 2 mg/j avec laquelle les effets sont
habituellement observés (Article N°2, patient P4). Au préalable, la capacité des IgG anti-
HMGCR* a reconnaitre ’'HMGCR murine a été vérifiée (Figure 26A, colonne 2). Bien que les
résultats obtenus en Grip Test n’aient montré aucune différence significative entre les groupes
du fait d’'une importante variabilité (Figure 26B), la force musculaire moyenne était
significativement différente entre le groupe plasma déplété en IgG et le groupe IgG anti-
HMGCR* (2mg) (159,7 g vs 140,2 g) (Figure 26C). Aucune influence de la quantité d’IgG injectée
n’a été observée. La dose de 2 mg semble donc suffisante pour atteindre, dans les conditions

expérimentales données, un effet maximum

138



¥ 1 2
28 kDa
—
18 kDa
HMGCRrm
B 20- C -
(o} @ IgG témoin 15mg/j
= 07 ° 1801 o = o Plasma déplété en IgG (P5)
g_m_ = 1601 % ] ® |gG anti-HMGCR" 2mg/j (P5)
e % % § 140-% % % ¢ 1gG anti-HMGCR" 15mg/j (P5)
= -40- o} G
o hd 120 it
= 60- ® 100 ® e
-80 80

Figure 26 : Influence de I'injection d’une forte dose d’IgG

(A) Réactivité des IgG témoins (colonne 1) et des IgG anti-HMGCR+ du patient P5 (colonne 2) envers I'HMGCR
recombinante murine (HMGCRrm) en Western Blot. (B&C) Des souris C57BL/6 (n=8 par groupe) ont été injectées
quotidiennement avec 2 ou 15mg d’lIgG anti-HMGCR+ purifiées a partir du plasma du patient P5, du plasma
déplété en IgG ou 15mg d’IgG controle. Leur force musculaire a été évaluée a J8 (B) par leur delta de performance
au Grip Test entre JO et J7 (A Grip Test) et (C) par mesure de la contraction du muscle gastrocnémien sous
électrostimulation (Force). Moyenne + écart type. *p<0,05.

1.3. Influence de la cible

Les résultats de I'Article N°2 ont montré que, en plus du transfert passif d’lgG,
I'immunisation par HMGCR aboutissait également a I'induction d’un déficit musculaire. Au
cours d’un protocole d’'immunisation, j'ai donc souhaité observer I'influence de |'utilisation
d’un complexe HMGCR-statine comme antigéne. L’hypotheése était que les patients atteints
de MNAI a aAc anti-HMGCR et ayant pris des statines pourraient s'immuniser contre HMGCR
mais aussi probablement contre le complexe enzyme-inhibiteur (HMGCR-statine).
Contrairement au protocole d’'immunisation décrit dans I'article N°2, les souris ont été
immunisées par une protéine recombinante HMGCR (Sigma Aldrich), enzymatiquement
active, ou I'ovalbumine (OVA) comme témoin. Chez 2 autres groupes, la rosuvastatine et
I'HMGCR ont été ajoutées en quantité équimolaire dans la solution d’immunisation. 'HMGCR
étant active a 37°C, les solutions contenant les statines ont été placées a cette température

pendant 5 min avant l'injection afin de permettre la formation du complexe.

Les souris des deux groupes injectés avec ’'HMGCR (+/- statine) se sont bien immunisées

contre la cible, avec I'apparition de niveaux équivalents d’IgG anti-HMGCR (Figure 27A).
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Cependant, de fagon surprenante, le groupe immunisé avec la solution HMGCR-statine n’a pas
développé de déficit musculaire dans cette expérience contrairement au groupe immunisé
avec I’'HMGCR seule (OVA vs HMGCR +statine : 152 g vs 148 g; OVA vs HMGCR : 142 g vs
122 g). Aucune différence n’a été observée entre les groupes OVA +/- statine (152 g vs 142 g)
(Figure 27B).
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Figure 27 : Influence de la cible antigénique

Des souris C57BL/6 (n=10 par groupe) ont été immunisées avec une HMGCR recombinantes humaine (HMGCRrh)
fusionnée a la gluthatione-S-transférase ou de I'ovalbumine (OVA) comme témoin +/- une quantité équimolaire
de rosuvastatine, en présence d’adjuvant. (A) Niveaux sériques d’IgG murine anti-HMGCR déterminé par ALBIA
en MFI. (B) Evaluation de la force musculaire par mesure de la contraction du muscle gastrocnémien sous
électrostimulation (Force). Moyenne + écart type. *p<0,05, **p<0,01

Les souris immunisées avec la solution HMGCR + statine ont donc développé des Ac anti-
HMGCR non-pathogénes. Ce résultat inattendu pourra faire I'objet d’expériences

complémentaires ultérieures.

1.4. Vers une étude des spécificités épitopiques : développement d’'un

anticorps monoclonal anti-HMGCR

Le déficit musculaire obtenu par immunisation des souris était relativement modéré par
rapport aux résultats obtenus apres transfert passif d’IgG (Article N°2). Au cours de certaines
maladies auto-immunes, il existe des aAc non-pathogénes dirigés contre la méme cible que
des aAc pathogénes (Csorba et al., 2014; Roth et al., 2013). Des effets pathogénes synergiques
entre aAc pathogenes et non-pathogénes sont possibles (Yoshida et al., 2017). Un AcM (Inova)
a été testé dans I’Article N°2 mais n’a pas montré de potentiel pathogéne. J’ai donc entrepris
de développer des AcM anti-HMGCR pathogénes, grace a notre capacité a immuniser des

souris contre HMGCR. Ceux-ci pourraient par la suite étre utilisés dans des protocoles de
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transfert passifs, seuls ou en combinaison afin d’étudier leur spécificité épitopique et leur

pathogénicité différentielle éventuelle.

1.4.1. Obtention des hybridomes

La souris C57BL/6 utilisée pour la fusion a été immunisée de la méme fagon que
précédemment a JO, puis un rappel a J14 avec la méme solution (HMGCR + ODN CpG, adjuvant
a polarisation Th2) et, enfin, un rappel systémique par injection de protéine sans adjuvant par
voie intraveineuse a J21. Les splénocytes et lymphocytes des ganglions drainants ont été
fusionnés a une lignée de myélome murin SP2/0. Les hybridomes obtenus ont été
sélectionnés en milieu hypoxanthine-aminoptérine-thymidine. Les surnageants de culture ont

ensuite été testés pour la présence d’Ac anti-HMGCR.

1.4.2. Criblage

L'immunisation des souris ayant été réalisée avec une protéine HMGCR-GST identique a
celle du test ALBIA, j'ai développé un second test ALBIA reposant sur 'utilisation de billes
couplées a une HMGCR-His dans le but d’éviter de sélectionner des hybridomes produisant

des Ac dirigés contre la GST (Figure 28).
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Obtention d’hybridomes producteur d'Ac anti-HMGCR ou anti-GST
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A A

Protéines utilisées dans le test de sélection des hybridomes

Tag histidine
(His)

Sélection des hybridomes
dirigés contre 'HMGCR

Exclusion des hybridomes
dirigés contre la GST

Figure 28 : Schéma explicatif du test de criblage des hybridomes

Comme en témoigne ces exemples de résultats (Tableau 19), ont été obtenus les

hybridomes suivants :

Hybridome |HMGCR-His |HMGCR-GST Résultats (MFI)
2.24 254 594 Négatif
4.22 508 10509 Positif pour ’THMGCR-GST seulement
4.23 3514 2697 Faiblement positif pour les 2 protéines

Moyennement positif pour 'lHMGCR-
419 9539 2387 His et faiblement pour 'HMGCR-GST
4.38 24919 22918 Fortement positifs pour les 2

Tableau 19 : Exemples de résultats obtenus lors du criblage des hybridomes

Vérification de la présence d’Ac anti-HMGCR dans le surnageant de culture des hybridomes par ALBIA sur
protéine HMGCR couplée His ou GST. Les résultats sont exprimés en MFI (Mean fluorescence intensity). Le seuil
de positivité a été déterminé de fagon arbitraire a une MFI de 1000. La MFI maximale de cette technique est de
25000.

Les hybridomes produisant des AcM moyennement a fortement positifs pour 'HMGCR-
His ont donc été sélectionnés et mis en expansion cellulaire in vitro. Parmi les AcM
sélectionnés, I’'hybridome 4.38 a été sous-cloné et plus particulierement étudié.
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1.4.3. Caractérisation

La sous-classe de I'AcM 4.38 a été déterminée par ALBIA avec l'utilisation d’Ac
secondaires biotinylés anti-lgG1, anti-lgG2a, anti-lgG2b et anti-IgG3 (Southern Biotech)
(Figure 29A). Ensuite, sa capacité de reconnaissance de I'HMGCR a été vérifiée dans

différentes techniques :

- ELISA : 'THMGCR-His est fixée au fond des puits a 0,1 ug/puits en tampon carbonate-
bicarbonate. Apres saturation, une incubation est réalisée avec le surnageant de culture
ou les sérums (pré-)immun de la souris dont sont issus les cellules utilisées lors de la fusion.
Suivent I'incubation avec I’Ac secondaire couplé a la peroxidase et la révélation des puits
positifs par lecture de I'absorbance a 450 nm (Figure 29B).

- Western Blot : une électrophorése SDS-PAGE avec les protéines humaines HMGCR-His
et HMGCR-GST (Figure 29C) ou HMGCR recombinante murine (HMGCRrm, Figure 29D)
suivie d’un transfert sur membrane de nitrocellulose, d’une incubation avec les
surnageants/sérums d’intéréts ou I'’AcM 4.38 directement couplé IRD800, et d’une
révélation avec un Ac secondaire couplé IRD800 et une détection avec un scanner
infrarouge Odyssey (Li-cor).

- Cytométrie : des myoblastes humains sont perméabilisés, ou non, puis incubés avec
I’AcM 4.38 ou un isotype contréle couplés a un Alexafluor 660 (ThermoFisher) (Figure 29E).

L’acquisition est réalisée sur un BD Fortessa et I'analyse des données sur Kaluza.
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Figure 29 : Caractérisation de I'anticorps monoclonal 4.38

(A) Caractérisation de la sous-classe IgG de I'anticorps monoclonal (AcM) 4.38 par ALBIA. (B) Caractérisation de
la reconnaissance en ELISA de 'HMGCR-His, les sérums immun et pré-immun de la souris utilisée pour obtenir le
clone 4.38 sont utilisés comme contréles. (C) Caractérisation de la reconnaissance en Western Blot de
I"'HMGCR-His et —GST par 3 clones différents. (A-C) Utilisation des surnageants de culture des clones produisant
les AcM. (D) Reconnaissance de I'HMGCR recombinante murine (HMGCRrm) par I’AcM 4.38 couplé AlexaFluor®
800 en Western Blot. (E) Caractérisation de la reconnaissance par I'’AcM 4.38 de 'HMGCR endogéne en
cytométrie en flux sur myoblastes humains, un isotype marqué de la méme facon que I’AcM est utilisé comme
contrble. Marquage extracellulaire (Extra) et intracellulaire (Intra).

La sous-classe de I’AcM 4.38 a été déterminée et sa capacité de reconnaissance des HMGCR
humaines et murines ont donc été validée dans diverses techniques : ELISA, Western Blot,
Cytométrie (Figure 29). Cet AcM, ainsi que les autres AcM produits par nos soins (résultats
non présentés), pourront étre utilisés pour évaluer la pathogénicité en fonction du ou des

épitopes ciblés.
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2. Parametres liés au receveur

2.1. Transfert aux nouveau-nés

L’étude de la pathogénicité des aAc au cours d’une autre maladie auto-immune liée a
I'action d’aAc pathogénes, le pemphigus, a été principalement réalisée chez le souriceau, les
effets observés étant moindres chez la souris adulte (Espaiia et al., 1997; Payne et al., 2005).
Au vu de la pathogénicité modérée des aAc anti-HMGCR chez I'adulte, j’ai donc réalisé un
transfert passif dans les mémes conditions que chez l'adulte chez des sourisceaux
nouveau-nés (age : 24-48h, males et femelles, sans immunosuppression). 3 doses différentes
d’lgG témoin ou anti-HMGCR* ont été testées : 100 ug (équivalent quantité/poids adulte), 5 pug
etlpug.

Ces expériences n‘ont mis en évidence aucune différence au niveau du poids et de
I’histologie du muscle n’a été observée entre les groupes. Il est probable que ceci soit lié a de
plus faibles taux de complément a la naissance chez la souris, de la méme fagon que chez
I’'homme (Grumach et al., 2014; Lassiter et al., 1992). Il convient toutefois d’indiquer que seuls
des effets majeurs (morbidité, léthalité) peuvent étre observés chez ces souriceaux ou la

mesure de la force musculaire est difficile.

2.2. Transfert aux souris males

Il a récemment été démontré que les souris femelles ont une activité réduite des
composants terminaux de la voie classique du complément, particulierement la fraction C9
(Kotimaa et al., 2016). Or, les expériences présentées ont toutes été réalisées chez les femelles
(Article N°2, Fig. 2 a 6). J’ai donc tenté un transfert passif chez des souris males, afin d’observer
une potentielle augmentation de la pathogénicité des IgG (résultats non présentés). Ici, les IgG
anti-HMGCR* et le plasma déplété correspondant des patients P4 et P5 ont été utilisés. Avec
ces plasmas, les résultats de Grip Test se sont avérés extrémement variables d’un individu a
I'autre. A I'exception d’une différence entre le groupe IgG témoin et plasma déplété P4,
aucune différence significative n’a été observée entre les groupes d’intérét. Au vu de ces
résultats, il est difficile de conclure a une influence visible du sexe du receveur dans les

conditions expérimentales données.
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C) Reconnaissance antigénique des auto-anticorps anti-SRP
et anti-HMGCR

Article N°3

Necrosis in anti-SRP* and anti-HMGCR* myopathies: role of auto-antibodies and
complement

Yves Allenbach'3* MD, PhD, Louiza Arouche-Delaperche3* PhD, Corinna Preusse! PhD,
Helena Radbruch! MD, Gillian Butler-Browne3 PhD, Nicolas Champtiaux®> MD, PhD,

Kuberaka Mariampillai? MSc, Aude Rigolet> MD, Peter Hufnagl* PhD, Norman Zerbe?,

Damien Amelin3, Thierry Maisonobe® MD, Sarah Louis-Leonard® MD, Charles Duyckaerts®
MD, PhD, Bruno Eymard® MD, PhD, Hans-Hilmar Goebel! MD, Cecile Bergua’ MSc,

Laurent Drouot’ PhD, Olivier Boyer’ MD, PhD, Olivier Benveniste%3* MD, PhD, and Werner
Stenzel® MD

Les aAc anti-SRP et anti-HMGCR possedent donc des effets pathogenes in vitro
(Arouche-Delaperche et al., 2017) et in vivo (Article N°2). Afin de préciser I'accessibilité des
cibles a ces aAc, nous avons participé, avec les équipes de Benveniste (INSERM UMRS974) et
Stenzel (Charité, Berlin), a I'étude de la reconnaissance antigénique par les aAc anti-SRP et
anti-HMGCR sur des substrats musculaires. Cette collaboration a fait I'objet d’un article
soumis au journal Neurology. En effet, la localisation décrite de SRP et HMGCR étant
intracellulaire, leur accessibilité par les aAc pose la question d’'une potentielle expression
ectopique a la surface des cellules musculaires. Par co-marquage de protéines extra- et intra-
sarcolemmales, la laminine 2 et la dysferline, nous avons ainsi pu montrer que les cibles SRP
et HMGCR étaient détectables a la surface de myoblastes humains in vitro ainsi qu’a la surface
de myofibres ex vivo. Ce travail a également quantifié pour la premiere fois la nécrose
myocytaire et révélé qu’elle est modeste, typiquement inférieure a 4% (Article 3, Fig. 1). De
plus, un pourcentage plus élevé chez les biopsies des patients présentant des aAc anti-SRP
gue chez les patients présentant des aAc anti-HMGCR, ainsi que la corrélation entre la nécrose
myocytaire et les dép6ts de complément, viennent étayer nos résultats concernant une

pathogénicité plus élevée des aAc anti-SRP et I'implication du complément au cours des MNAL.
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Abstract

Objective: To characterize muscle fiber necrosis in immune-mediated necrotizing myopathies
(VNM) with anti-SEP or anti-HMGCRE antibodies. and to explore its underlyving molecular
immune mechanisms.

Methods: Muscle biopstes from INMNM patients were analyzed. and compared to biopsies from
control myositis patients. In addifion to immunostaining and rfPCR on muscle samples, in vifro
mmmunostaining on primary muscle cells was performed.

Results: Creatine kinase levels and muscle regeneration correlated with the proportion of
necrotic fibers (r=0.6. p=0.001). CD687INOS™ macrophages and a Th-1 immune environment
were chiefly involved in ongoing myophagocytosis of necrotic fibers. T cell densities correlated
with necrosis but no signs of cytotoxicity were detected. Activation of the classical pathway of
the complement cascade, accompanied by deposiiion of sarcolemmal immunoglobulins
featured involvement of humoral immunity. Presence of SEP and HMGCTE proteins on altered
myvofibers was reproduced on myotubes exposed to punfied patient-derived autoantibodies.
Finally, a correlation between sarcolemmal complement deposits and fiber necrosis was
observed (=04 and p=0.004).

Based on these observations we propose to update the pathological criteria of IMNM.
Conclusions: These data further corroborate the pathogenic role of anti-SRP and anti-HMGCR
autoantibodies tn IMNM. highlighting humoral mechanisms as kev playvers in mmmunity and

myofiber necrosis.
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Les résultats de I'article N°3 nous ont permis de démontrer la présence des cibles SRP
et HMGCR a la surface de myoblastes humains in vitro et a la surface des myofibres in vivo,
rendant possible leur reconnaissance par les aAc sans nécessité absolue de pénétrer a
I'intérieur des myofibres chez 'homme. Ces résultats levent une partie du voile quant aux
mécanismes de reconnaissance de la cible des aAc au cours des MNAI, sans exclure toutefois

un mécanisme additionnel de pénétration intracellulaire des aAc.
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IV- DISCUSSION
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A) Réle pathogene des auto-anticorps anti-SRP et anti-HMGCR

au cours des myopathies nécrosantes auto-immunes

Au cours de ces travaux, nous avons établi pour la premiere fois le caractere pathogene
in vivo des aAc anti-SRP et anti-HMGCR ainsi que leur possible présence a la surface des

myofibres.

1. Un premier modele murin, encore perfectible

A l'initiative de ce travail, il n’existait aucun modeéle d’étude in vivo de MNAI. Chez la
souris C57BL/6, un déficit musculaire est induit, signe cliniqgue observé chez les patients
atteints de MNAI. Ce déficit est plus important avec les IgG anti-SRP* qu’avec les anti-HMGCR*
en accord avec ce qui a été décrit dans la littérature ou la MNAI a aAc anti-SRP apparait plus
grave que celle a aAc anti-HMGCR (Pinal-Fernandez et al., 2016). Les signes histologiques
demeurent toutefois modestes avec les IgG anti-HMGCR*. Ces résultats sont également en
accord avec ceux de I’Article N°3 dans lequel il est montré que les biopsies de patients positifs
pour les aAc anti-HMGCR présentent deux fois moins de nécrose que les patients positifs pour

les aAc anti-SRP (1,6% vs 3,2%, Article N°3, Fig. 1).

Une caractéristique commune aux patients testés est I'absence de pathogénicité du
plasma déplété en IgG. Cela signifie que ni la multitude de protéines présentes dans le plasma
ni les molécules provenant des traitements pris par le patient ne sont la cause du déficit
musculaire des souris dans nos conditions expérimentales. J’ai pu mettre en évidence une
variabilité de I'effet pathogéne des IgG anti-HMGCR* en fonction des patients étudiés. En
effet, les 1gG anti-HMGCR du patient P5 ne reproduisaient pas les effets obtenus avec le
patient P4, avec une grande variabilité inter-souris, notamment en force musculaire sous
électrostimulation (IgG témoin vs IgG anti-HMGCR*, P4 : 151 gvs 140g, P5:103gvs 77,5 g,
Fig 21). Cette variabilité pourrait s’expliquer par le taux des aAc anti-HMGCR ou une réactivité

épitopique différente.

Concernant le titre en aAc anti-HMGCR, il s’établit chez le patient P4 a 58 UA/mL et chez
le patient P5 a 800 UA/mL. La pathogénicité observée chez les souris n’est donc pas fonction
de la quantité d’aAc anti-HMGCR. De plus, a 8 jours, les souris présentent des titres d’aAc anti-

HMGCR similaires a ceux des patients (données non présentées). Les taux d’aAc restant élevés
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apres rémission, il est possible que des aAc non-pathogénes soient présents a l'instar d’autres
maladies auto-immunes telles que le pemphigus et les vascularites a ANCA (Csorba et al.,
2014; Roth et al.,, 2013). Les aAc pathogénes représentent probablement un faible
pourcentage des aAc totaux. Dans le cas d’autres maladies comme la myasthénie, les aAc
anti-AChR capables d’activer le complément induisent des effets dose-dépendante (Kusner et
al., 2015). Un effet dose-dépendant a également été démontré chez la souris avec les Ac anti-
collagene de type Il dans un modele de polyarthrite rhumatoide (Rademacher et al., 1994).
Pour le patient P5, une dose plus importante d’IgG a été testée. Cependant, dans notre cas,
I’'augmentation de la quantité d’IgG injectées n’a pas induit d’augmentation du déficit

musculaire ou de la nécrose a I’histologie dans nos conditions expérimentales.

La réponse auto-immune étant trés certainement polyclonale, répondre a la question
de la réactivité des différents aAc présents dans le sérum nécessiterait de réaliser une
cartographie épitopique des aAc des patients. Il serait intéressant de cartographier et
transférer les IgG d’un nombre plus important de patients pour déterminer I'incidence de
cette variabilité. Cependant, les MNAI sont des maladies rares, et I'obtention d’une
plasmaphérese associée pour disposer d’une quantité suffisante d’lgG encore plus. La
tentative de cartographie épitopique d’aAc anti-HMGCR d’un patient a identifié une dizaine
d’épitopes linéaires, confirmant la polyclonalité de la réponse, mais I'utilisation d’une

deuxiéme technique n’a pas permis de confirmer ces résultats (Musset et al., 2014).

La cartographie épitopique pourrait étre utile concernant I’AcM dirigé contre HMGCR
dont I'absence d’effet sur la force musculaire des souris a été démontré. Il serait intéressant
de comparer |'épitope ciblé par cet AcM et celui/ceux ciblés par les patients. Un ciblage
polyclonal d’"HMGCR est peut-étre indispensable a la pathogénicité. Par ailleurs, au cours
d’autres maladies auto-immunes, des AcM dirigés contre la cible d’intérét issus de ’'homme
se sont révélés pathogenes comme non-pathogenes (Csorba et al., 2014; Roth et al., 2013), et
des aAc non-pathogenes lorsqu’ils sont isolés peuvent avoir un effet synergique lorsqu’ils sont
en présence d’un aAc pathogene (Yoshida et al., 2017). Le développement d’autres AcM par
nos soins pourrait permettre de tester le ciblage d’autres épitopes ou de plusieurs épitopes
simultanément. De plus, les protéines HMGCR humaine et murine possédant 98%
d’homologie (contre 100% pour SRP), la probabilité que notre AcM cible un épitope non

partagé entre I'homme et la souris reste faible (Figure 31). Ceci pourrait également expliquer
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que les I1gG anti-HMGCR* d’un patient soient plus pathogénes qu’un autre chez la souris (P4
vs P5) selon que les épitopes ciblés par ces patients soient présents ou non chez la souris. De
facon intéressante, les résidus importants dans la fixation du substrat sont conservés entre
I’'homme et la souris (Figure 31, encadrés rouges), et les IgG anti-HMGCR* des patients testés
ainsi que I’AcM 4.38 reconnaissent I’'THMGCR murine. Cette protéine correspond a une partie
restreinte du domaine catalytique total (Figure 31, soulignée). Au vu de la compléte homologie
de cette séquence avec celle de 'homme, il est possible que les aAc des patients ciblent son

pendant humain.
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(Istvan et al., 2000).
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Concernant le patient P4, une injection unique permet d’induire une perte de la force
musculaire rapide, de la méme ampleur que lors d’un protocole classique (Article N°2). Ceci
n’est pas particulierement étonnant si I'on considere la rapidité du passage des IgG entre la
cavité péritonéale (site d’injection) et le sang, estimée a quelques heures (Mattes, 1987 ; et
résultats non présentés), et la rapidité d’action du complément au cours du test de son activité
hémolytique (lyse des globules rouges en moins d’une heure). Ces résultats suggérent donc
une cinétique rapide de la pathogénicité des aAc. Rappelons également que l'injection
prolongée de souris Rag2”" n’entraine pas d’agravation du déficit musculaire. L’effet maximal
chez la souris semble étre obtenu de fagon rapide. Chez ’lhomme, les MNAI sont des maladies
chroniques. Il est donc possible que I'observation chez la souris d’un déficit musculaire
équivalent a celui de 'homme, avec la présence de nécrose myocytaire, nécessite des
injections chroniques bien au-dela de 21 jours. Ainsi, la nécrose myocytaire chez ’lhomme

apparait peut-étre lors de cette chronicité et non au début de la présence des aAc.

Concernant le réle des statines, selon les études, 15 a 100% des patients anti-HMGCR*
y ont été exposés. Jai donc testé I'hypothése que le complexe formé par I’'HMGCR et les
statines pourrait induire la production d’Ac particuliers chez ’'homme, ciblant notamment le
complexe HMGCR-statine. Cependant, une immunisation avec un mélange HMGCR-statine,
contrairement a ’'THMGCR seule, n’induit pas de déficit musculaire chez la souris. Il est possible
gue la dégradation et la présentation de ce complexe par les cellules présentatrices d’Ag soit
différent de celui de 'HMGCR seule, générant des Ac reconnaissant I’'HMGCR en ALBIA mais
non-pathogenes. |l est également possible que des Ac non-pathogenes induisent un
encombrement stérique et bloquent I'acces des Ac pathogenes par leur fixation a 'THMGCR,
I’épitope pathogene étant alors masqué par la statine. De fagon intéressante, les patients
prenant des statines présentent des signes cliniques moindres que ceux des patients non-
exposés aux statines (Ashton et al., 2016; Mammen et al., 2011; Tiniakou et al., 2017). Dans
le contexte du paludisme, I'immunisation de souris avec un complexe fonctionnel formé par
I'antigéne membranaire apical 1 et la rhoptry neck protein 2 (indispensable a I'entrée du
parasite dans les globules rouges) induit une protection compléte contre le parasite
homologue. L'immunisation simultanée contre les deux protéines n’induisait pas cette
protection (Srinivasan et al., 2014). Un changement des épitopes ciblés par I'immunisation

avec un complexe est donc possible bien que, dans ce cas, un complexe protéine-molécule et
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non protéine-protéine a été utilisé. Cependant, n’ayant pas vérifié la complexation effective
de I’'HMGCR et de la statine au sein de la solution utilisée pour I'immunisation, il n’est pas a
exclure que les conditions opératoires utilisées aient changé la conformation de la protéine

HMGCR.

Par ailleurs, j'ai tenté de réaliser un transfert chez des sourisceaux nouveau-nés dans
I'optique d’obtenir un effet plus important des IgG anti-HMGCR*, comme ce qui a pu étre
observé dans le pemphigus (Espafia et al., 1997; Payne et al., 2005). Chez le nouveau-né, il n’a
pas été possible de mesurer la force musculaire. Seuls le poids et I’histologie du muscle étaient
réalisables. Toutefois, comme chez I'adulte, aucune différence de poids entre les groupes, ni
d’indication de lésion musculaire a I’histologie n’ont été observées (données non présentées).
De plus, il est possible que de la méme fagon que chez I’homme, les souriceaux présentent
des niveaux de complément moins élevés que I'adulte (Grumach et al., 2014; Lassiter et al.,

1992).

Concernant I'implication du systeme du complément dans la physiopathologie de la
MNAL, les dépbts de C5b-9 a la surface des fibres non-nécrotiques chez ’lhomme indiquent
gue ce phénomeéne pourrait précéder la nécrose et donc en étre a I'origine (Allenbach et al.,
2014; Chung et al., 2015; Troyanov et al., 2017). De plus, les IgG1, sous-classe activatrice du
complément, sont majoritaires chez les patients atteints de MNAI anti-SRP* et retrouvées
exclusivement chez les patients atteints de MNAI anti-HMGCR* (Benveniste et al., 2011;
Drouot et al., 2014). Ces arguments nous ont poussé a explorer I'implication du complément.
Les transferts réalisés chez la souris C37, révélant une diminution de I'atteinte musculaire en
absence de complément ont confirmé I'implication du complément dans la pathogénicité des

aAc anti-HMGCR et anti-SRP.

Dans cette logique, j'ai également essayé d’augmenter la pathogénicité des IgG anti-
HMGCR* en les transférant a des souris males. En effet, il a récemment été démontré que le
complément des souris femelles est moins actif que celui des males (Kotimaa et al., 2016). J'ai
donc réalisé un transfert passif d’IgG issues de 2 patients chez des souris males. Cependant,
les résultats n’ont mis en évidence aucune différence entre les groupes d’intérét. Malgré une
activité du systéme du complément plus importante, les taux de complément de souris male
restent faibles comparés a ’'hnomme (Ong and Mattes, 1989). De plus, les souris males ayant

une masse musculaire plus importante que celle des femelles (entre 30 a 40% de plus, Griffin
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and Goldspink, 1973), il est possible que les faibles différences d’activités des IgG anti-HMGCR*

soient gommeées par une masse musculaire intrinseque supérieure.

C’est finalement la supplémentation des souris en complément humain, a l'instar d’un
modele étudiant la pathogénicité des aAc au cours de la neuromyélite optique (Saadoun et
al., 2010), qui m’a permis d’obtenir un déficit musculaire important et reproductible avec les
IgG anti-HMGCR (Article N°2, Fig. 6). Cependant, les signes histologiques n’étant toujours
gu’anecdotiques, ce modele est encore perfectible. La fonction musculaire pourrait étre
altérée sans induire d’atteinte histologique visible, ce qui pourrait étre révélé par une analyse
protéomique des muscles des souris transférées. A cet effet, une premiere expérience non
reproduite et réalisée sur un faible nombre de souris (non supplémentées en complément), a
montré des différences significatives dans le taux d’expression de protéines impliquées dans
des voies métaboliques comme la phosphorylation oxydative, le cycle de Krebs et la glycolyse

(Figure 32).
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Figure 32 : Protéines différentiellement exprimées lors d’un transfert passif d’lgG anti-HMGCR*
Analyse protéomique des muscles de souris apreés transfert passif d’lgG témoins ou d’lgG anti-HMGCR* (patient P4)

Ces observations chez I'homme, I’absence de déficit musculaire observé chez les souris
C37 recevant des IgG de patient MNAI ainsi que I"augmentation du déficit musculaire avec
I'ajout de complément humain chez la souris suggerent donc fortement un mécanisme
dépendant du complément dans la pathogénicité des aAc anti-HMGCR. L’Eculizumab, AcM
bloquant de la fraction C5 humaine, pourrait donc représenter un traitement pour les phases

aigués de la MNAI. En effet, ce traitement, initialement utilisé pour les patients atteints
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d’hémoglobinurie paroxystique nocturne, a également démontré son efficacité au cours de la
neuromyélite optique et de I'anémie hémolytique auto-immune (Pittock et al., 2013; Zanella
and Barcellini, 2014). L’Eculizumab a d’ailleurs recu I'autorisation des agences japonaises et
américaines de sécurité du médicament pour son utilisation au cours de la neuromyélite

optique (Alexion).

Une augmentation du déficit musculaire induit par les IgG anti-HMGCR avec |'ajout de
complément humain a été observée, de fagon plus drastique que pour les IgG anti-SRP* dont
I'effet est faiblement augmenté par cette supplémentation. Il est donc possible que la
pathogénicité des aAc anti-SRP ne dépende pas uniquement du complément mais également
d’effets directs liés a leur cible. En effet, il a été mis en évidence une capacité des aAc anti-SRP
humains a inhiber I'activité du complexe SRP in vitro (Romisch et al., 2006). Ceci pourrait donc
avoir une implication dans la physiopathologie des MNAI. En revanche, la capacité des aAc
anti-HMGCR a bloquer fonctionnellement I'activité de HMGCR n’a pas encore été mise en
évidence, mais il est intéressant de noter que linvalidation génétique d’'HMGCR
spécifiguement dans le muscle induit une myopathie nécrosante (Osaki et al., 2015). De plus,
les résultats obtenus sur culture de myoblastes en présence d’aAc anti-HMGCR et anti-SRP,
induisant un défaut de différenciation ainsi qu’une atrophie, vont dans ce sens puisque cette
étude a été réalisée sans ajout de complément (Arouche-Delaperche et al., 2017). |l serait
donc intéressant d’étudier la capacité des aAc anti-HMGCR et anti-SRP a inhiber I'activité de
leur enzyme cible in vitro au sein de culture de myoblastes, et in vivo chez les souris
transférées en observant le taux d’expression d’"HMGCR et SRP. Une autre possibilité serait de
transférer les fragments Fab des aAc anti-HMGCR et anti-SRP afin d’observer la part non-
dépendante du complément dans la pathogénicité des aAc, comme cela a été fait pour le
pemphigus (Rock et al., 1990). Toutefois, de telles expériences se heurtent en partie a la

difficulté d’obtenir des quantités suffisantes de matériel biologique.

Il a été démontré que le muscle des patients atteints de différentes myosites, et plus
particulierement les myofibres en régénération, surexpriment les aAg ciblés comme Mi2, Jo1,
SRP et HMGCR (Casciola-Rosen et al., 2005; Mammen et al., 2009, 2011). La présence de
myofibres en régénération pourrait donc contribuer a auto-entretenir la réponse auto-
immune contre le muscle. Dans ce contexte, il serait intéressant de réaliser une immunisation

ou un transfert passif chez des souris dont le muscle est activement en régénération, comme

188



(i) les souris TRE-H2Kb exprimant le CMH-I de facon inductible dans le muscle (Nagaraju et al.,
2000b) ou (ii) des souris injectées par voie intramusculaire avec de la cardiotoxine, agent
myonécrotique, induisant une nécrose myocytaire suivie d’'une régénération. L'immunisation
de souris TRE-H2Kb a déja été réalisée avec I'aAg récemment identifié FHL1. Les souris
présentaient une perte de la force musculaire, un pourcentage élevé de fibres en régénération
a I'histologie et la surexpression de genes reflétant la présence d’un infiltrat de LT (Albrecht
et al, 2015). D’importants signes histologiques ont également été observés avec
I'immunisation de souris par des myoblastes irradiés exprimant de facon ectopique I'HRS (Jo1)
en paralléle d’'un dommage musculaire induit par la cardiotoxine (Sciorati et al., 2015). Par
ailleurs, il a été démontré que les statines induisent une augmentation de I'expression
d’"HMGCR in vitro (Morikawa et al., 2005). Si c’est également le cas in vivo, ce phénoméne

pourrait étre impliqué dans la rupture de tolérance envers HMGCR.

2. Reconnaissance et accessibilité de la cible

In vivo, le cytoplasme des cellules musculaires étant accolé au sarcolemme, il est
difficile de distinguer de fagon précise et sire un marquage cytoplasmique d’'un marquage de
surface avec les techniques de microscopie usuelles. Ainsi, un immunomarquage anti-
dystrophine, protéine sous-membranaire, donne typiquement un aspect de marquage
sarcolemmal. Le marquage des aAc anti-SRP sur muscle de souris observé en
immunofluorescence indirecte dans I'article N°2 ne permet donc pas de déterminer si la
protéine est localisée sur la face interne ou externe de la membrane cellulaire. L'article N°3
répond en partie a la question de I'accessibilité de la cible. En effet, sur des coupes de muscles
humains atteints de MNAI, le marquage de SRP et HMGCR avec les aAc de patients et des Ac
commerciaux co-localise avec la laminine-a2 et la dysferline, des protéines extracellulaire et
trans-sarcolemmale respectivement (Figure 30). De plus, nous montrons que les aAc anti-SRP
et anti-HMGCR reconnaissent une cible a la surface des myotubes. L'utilisation d’Ac
commerciaux (monoclonal dans le cas de la cible HMGCR) en plus des aAc de patients semble
exclure I'hypothese d’une réactivité croisée des aAc avec une cible différente de SRP et
HMGCR a la surface des myotubes et myofibres. Il est peu probable que des Ac commerciaux

aient une réactivité croisée envers la méme cible que les aAc humains.

Cependant, SRP étant une protéine cytosolique et HMGCR une protéine membranaire
du réticulum endoplasmique exposée vers le cytosol, il reste a répondre a la question du
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mécanisme de leur expression a la membrane. La possibilité d’une redistribution de la
localisation vers la surface a été décrite dans un contexte d’apoptose pour les aAg nucléaires
Ro/SSA et La/SSB, I'aAg cytoplasmique fodrine au cours du syndrome de Gougerot-Sjogren
(McArthur et al., 2002) ou I'aAg HRS (Sciorati et al., 2015). Ce mécanisme a également été
proposé au cours du lupus, la mort cellulaire permettant le relargage d’aAg (Fenton, 2015;
Kalaaji et al., 2007). De facon intéressante dans I’étude du syndrome de Gougerot-Sjogren, ce
mécanisme était induit par la présence de TNFa (McArthur et al., 2002), cytokine surexprimée
dans le muscle des patients atteints de MNAI (Article 3, Fig 4). Il est donc possible qu’un
environnement pro-inflammatoire puisse induire une redistribution des protéines et donc la
présence en surface des aAg SRP et HMGCR et puisse initier la réponse auto-immune, comme
observé pour I'aAg HRS et explicité précédemment (Sciorati et al., 2015). Il serait intéressant
de réaliser les mémes marquages que dans I’Article N°3 sur des biopsies musculaires saines,

bien que cela soit compliqué d’un point de vue éthique.

Dans ce contexte, la surexpression d’'HMGCR en présence de statines pourrait
constituer un facteur de risque supplémentaire. Concernant les statines certains arguments
sont en faveur d’une relation de cause a effet directe comme (i) la rechute de certains patients
lorsqu’une reprise du traitement hypocholestérolémiant est tentée (Needham et al., 2007;
Ramanathan et al., 2015), (ii) le fort pourcentage de patients MNAI ayant pris des statines
comparé a la population normale (Christopher-Stine et al., 2010; Klein et al., 2015; Werner et
al., 2012). Mais il existe des cas de reprise de statine sans rechute (Allenbach et al., 2014) et
d’autres arguments en défaveur d’une relation simple de cause a effet comme (i) la rareté des
MNAI chez les personnes exposées aux statines (Mammen et al., 2012b), (ii) la durée parfois
tres longue de prise de statine avant le déclenchement de la maladie : jusqu’a 12 ans avec une
moyenne de 3 a 6 ans (Grable-Esposito et al., 2010; Kennedy et al., 2016; Nichols et al., 2015;
Troyanov et al., 2017), et I'association au méme alléle HLA DRB1*11:01 des patients exposés
ou non aux statines (Mammen et al., 2012a). Ces résultats ne sont pas en faveur de I'existence
de deux mécanismes distincts induisant une MNAI a aAc anti-HMGCR. Les statines pourraient
donc représenter un facteur agravant plus que déclenchant, les MNAI a aAc anti-HMGCR
nécessitant alors un terrain génétique particulier pour s’établir. Une cartographie épitopique
pourrait utilement étre réalisée chez les patients exposés ou non aux statines afin de déceler

des différences potentielles de réactivité épitopique entre ces groupes de patients. Ceci
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pourrait révéler des réactivités épitopiques distinctes si les mécanismes physiopathologiques

sont différents.

Comme dans d’autres maladies auto-immunes, il est possible que les aAc soient
présents avant I'apparition des symptomes (Eriksson et al., 2011; Jonsson, 2013; Nielen et al.,
2004). La maladie aurait donc besoin d’un facteur déclenchant tel qu’'un dommage tissulaire
induisant un contexte inflammatoire et la mise au jour des aAg, pour démarrer. Le muscle
étant un organe tres sollicité et prompt aux dommages tissulaires (taux de CK élevés chez les
sportifs aprées un effort musculaire intense, (Brancaccio et al., 2007), une personne
génétiquement prédisposée présentant des aAc pourrait développer une réponse auto-
immune suite a un effort intense. En effet, les fibres musculaires présentent de facon normale
et réguliere des trous dans leur membrane. Cela n’induit pas sa mort mais déclenche des
mécanismes efficaces de réparation, impliquant la dysferline et la création de patchs
(Figure 33) (Rahimov and Kunkel, 2013), ou encore les cellules satellites (Figure 4). Cette
particularité pourrait permettre aux aAc d’avoir accés a l'intérieur de la myofibre dans

I’hypothese ou un muscle sain n’exprimerait pas les cibles HMGCR et SRP de fagon ectopique.
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Figure 33 : Réparation du sarcolemme médiée par la Dysferline
(A) Dommage a la membrane due a des contractions répétées. La Mitsugumine 53 (MG53; rouge), localisée sur des vésicules
intracellulaires liées a la membrane, oligomérise lorsqu’elle est exposée a des composants oxydés extracellulaires (gris) et
recrute des vésicules exprimant la dysferline au site du dommage. Simultanément, I‘annexine 6 (ANXA6, marron)
intracellulaire s’accumule a la lesion membranaire. (B) Avec la dysferline, ANXA6 recrute ANXA2 et ANXA1. (C) les niveaux
élevés de Ca2+ intracellulaire facilitent la fusion des vesicles ensembles et avec le sarcolemme via des interactions entre la
dysferline, les annexines, et d’autres protéines au site lésionnel, formant rapidement un patch membranaire.

Pour récapituler, ces travaux nous ont permis de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques liés aux aAc impliqués dans les MNAL. L’existence d’une variabilité de la
pathogénicité des aAc anti-HMGCR parmi les patients positifs a été mise en évidence. Cette
pathogénicité différentielle, n’étant pas corrélée au taux d’aAc, suggére la présence
concomitante d’aAc non pathogeénes au sein d’une réponse polyclonale. De la méme fagon,
I'absence de pathogénicité d’un AcM anti-HMGCR démontre qu’un ciblage particulier
(polyclonal ou d’un épitope en particulier) est nécessaire a la pathogénicité. Des expériences
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de cartographie épitopique pourraient répondre a ces questions. Les expériences de transfert
passif réalisées sur les souris Rag2”/" (aAc anti-SRP et anti-HMGCR) et sur 24h (aAc anti-
HMGCR) démontrent que les aAc entrainent un déficit musculaire maximal atteignant un
plateau de facon rapide. Malgré la présence de nécrose plus marquée avec les aAc anti-SRP,
aucun transfert passif n’a reproduit de facon fidéle les signes cliniques graves observés chez
I’homme. Ceci suggeére la nécessité de l'induction d’une chronicité et/ou d’un contexte
particulier inflammatoire par exemple, ce qui pourrait étre le cas chez ’'homme en plus de
prédisposition  génétique. L'implication du complément dans le mécanisme
physiopathologique des aAc a été démontrée par 2 méthodes différentes, donnant du poids
a cette hypothése, mais n’excluant pas la possibilité d’autres mécanismes paralleles comme
I'inhibition de leur cible par les aAc. Dans notre modele, la présence de statines avec la
protéine HMGCR lors de I'immunisation méne au développement d’Ac anti-HMGCR non-
pathogenes, suggérant entre autres, qu’elles pourraient masquer un épitope pathogéne
potentiel sur la protéine cible. Cette hypothése est soutenue par la gravité moindre de la MNAI
chez les patients exposés aux statines. Les statines se lient au niveau du site catalytique de
HMGCR. Ces données, et celles démontrant une augmentation de I'expression d’'HMGCR
suggerent un réle ambigl des statines. Si elles bloquent I’acces a un épitope pathogéne, il est
donc possible que les aAc se fixent également au niveau du site catalytique et qu’ils aient un
effet bloquant sur I'activité d’"HMGCR. Enfin, la présence des cibles impliquées au cours des
MNAI a été mise en évidence a la surface des myofibres chez les patients et de myotubes en
culture, suggérant leur accessibilité pour les aAc. Il reste néanmoins de nombreuses questions
guant a cette expression au sein du muscle sain avant le développement de la maladie, mais
également concernant les mécanismes de leur expression a la membrane des myofibres.
D’autres questions se posent quant a la cinétique d’apparition des aAc, qui pourraient étre
présents avant le développement des symptébmes, mais aussi concernant le role
potentiellement déclenchant, aggravant (surexpression de la cible) ou protecteur des statines

(développement d’Ac peu ou pas pathogénes).

Je propose donc un schéma des mécanismes physiopathologiques menant a la MNAI
(Figure 34). Dans le cas ou les cibles sont exprimées a la surface des myofibres de fagon basale,
un facteur déclenchant comme une inflammation par exemple dans un contexte de

prédisposition génétique pourrait mettre en place une réponse auto-immune. Si les myofibres
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n’expriment pas les cibles de facon ectopique, des dommages causés a la membrane

pourraient alors donner acces aux cibles et de la méme facon (inflammation et prédisposition

génétique) enclencher une réponse auto-immune. Les individus prédisposés pourraient avoir

développé des aAc dirigés contre ces cibles en amont, facilitant alors ces mécanismes. Les aAc

auraient ensuite un effet délétere dépendant du complément,

mais

également

potentiellement direct sur leur cible, induisant soit des dommages réversibles au niveau des

fibres musculaire, ou leur destruction totale (nécrose). Enfin, la régénération des myofibres,

ainsi que les statines, en augmentant |'expression des cibles, pourraient engendrer un auto-

entretient de la réponse auto-immune.
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Figure 34 : Possible schéma de la physiopathologie des MNAI a auto-anticorps anti-SRP ou anti-HMGCR

La présence éventuelle de statine pourrait augmenter I'expression de I’aAg HMGCR. Eclair jaune : facteurs déclenchants
potentiels : dommage tissulaire, inflammation +/- prédisposition génétique

193



Au sein des MAI, le décryptage des mécanismes physiopathologiques n’en est qu’a ses
débuts, ce qui est en grande partie expliqué par la classification en constante évolution de ces
entités, leur rareté ainsi que I'absence de modele animal fidele. De plus, des concepts établis
comme le fait que la DM serait une microangiopathie due au complément, sont réévalués par
des études récentes (Day et al., 2017; Huard et al., 2017). La multiplicité des voies dont
I'implication est suggérée au cours des MAI en témoigne : (i) I'immunité innée, avec les IFN-|
(DM, PM), les cytokines et chimiokines (roles pro-inflammatoire mais aussi pro-régénération),
les motifs moléculaires associés aux dégats (HMGB1, roles pro-inflammatoire et pro-
régénération), la réexpression du CMH-I, I'autophagie, I'inflammasome, (ii) I'immunité
adaptative, avec les LT, LB, aAc spécifiques et associés, (iii) les cellules dendritiques, les
récepteurs toll-like faisant le lien entre immunité innée et adaptative, et enfin (iv) les
mécanismes non-immuns avec le déréglement de voies métaboliques, le stress du réticulum
endoplasmique, I'autophagie, les mécanismes dégénératifs au cours de I'IBM, sans oublier
I'influence de I'environnement et des susceptibilités génétiques (Benveniste et al., 2015; Day
et al., 2017; Rayavarapu et al., 2013; Reed and Ytterberg, 2002). La plupart de ces voies ont
été impliquées dans la DM, la PM et I'IBM, faisant de celles-ci des maladies complexes, dont il
est difficile d’estimer si les signes observés sont de I'ordre de la cause ou la conséquence. Sans
nul doute, les MNAI sont des maladies aux mécanismes physiopathologiques tout aussi

multiples, dont nous commencons juste a entrevoir la complexe intrication.
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V- CONCLUSION et PERSPECTIVES
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Les résultats obtenus au cours de mes travaux de thése ont permis d’améliorer notre
compréhension de la physiopathologie des MNAI en démontrant le role pathogéne des aAc
anti-SRP et anti-HMGCR, en démontrant un degré d’implication différentiel du systeme du
complément dans la pathogénicité des aAc anti-SRP et anti-HMGCR dans le premier modele
murin de MNAL. Par ailleurs, nous avons également démontré la présence d’une cible pour
ces aAc a la surface des myofibres in vitro et in vivo chez ’homme. Ces travaux suggérent de
nouvelles voies d’investigations concernant les mécanismes d’action des aAc anti-SRP et anti-
HMGCR. Au laboratoire, la mise en place du tri et de I'immortalisation de LB spécifiques de
I"THMGCR est en cours. Le role des statines sera également étudié sur des souris transférées
passivement avec des aAc anti-HMGCR afin d’observer un potentiel effet aggravant. De plus,
comme proposé, le pouvoir pathogene des AcM anti-HMGCR produits par nos soins sera testé
chez la souris. Par ailleurs, ces travaux suggerent |'utilisation de thérapies dirigées vers le
complément en plus des thérapies ciblant les anticorps au cours des MNAI. Actuellement, un
essai clinique est en cours pour étudier I'efficacité des 1VIg comme traitement de premiére
intention chez les patients atteints de MAI nouvellement diagnostiqués (identifiant eudraCT :
NL58747). Celui-ci, avec un essai clinique sur I'abatacept, protéine de fusion entre le fragment
Fc d’une 1gG1 et le domaine extracellulaire du CTLA4, qui prévient l'activation des LT
(identifiant clinicaltrials.gov : NCT02971683), sont les seuls a clairement individualiser et
inclure les MNAI. En effet, parmi les essais cliniques récents, beaucoup se basent encore sur
une classification des MAIl en PM et DM. La meilleure description et compréhension des MNAI
par nos travaux et ceux de nos collaborateurs devrait permettre une amélioration de la
reconnaissance des MNAI par la communauté médicale et scientifique, ainsi que le

développement d’essais cliniques adaptés.
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ANNEXE

Distinctions

Projet gagnant de la Bourse de Recherche CSL Behring 2015 (20 000€)

Communications orales

1st International Conference on Myositis - Stockholm 2015

Réunion du Centre de Compétences Neuromusculaires Caen-Rouen 2015
Journée annuelle de I'IRIB 2015 (prix de la meilleure communication orale)

Opération 1000 chercheurs dans les écoles AFM

Communications affichées
Journée Normande de Recherche Biomédicale 2016

Réunion annuelle de la Société Francaise d’'Immunologie 2016

Formations suivies
Expérimentarium (vulgarisation scientifique)
Expérimentation animale niveau 1

Chirurgie expérimentale
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