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Partie 1 : La polyarthrite rhumatoide

I. Histoire et facteurs
A. Histoire de la polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) a été décrite pour la premicre fois en 1800 par Augustin
Jacob Landré-Beauvais (Landré-Beauvais, 2001), ce dernier lui ayant donné le nom de
«goutte asthénique primitive», puisque 1’étiologie de la maladie n’était pas connue et que les
personnes atteintes étaient pales et fatiguées. En 1862, Sir Alfred Barring Garrod, médecin au
King’s Collegea nommait pour la premicre fois cette maladie : arthrite rhumatoide(Garrod,

A.B, 1867).
B. Données épidémiologiques

La PR est le thumatisme inflammatoire auto-immun le plus fréquent dans le monde. Sa
prévalence varie entre 0,5% et 1% de la population mondiale adulte et peut fortement fluctuer
en fonction des pays (Roux et al., 2007). Cette maladie touche majoritairement des patients
agés de 25 a 55 ans et survient trois fois plus chez les femmes que chez les hommes, bien que
la sévérité de la maladie ne differe pas en fonction du sexe. La PR constitue un véritable
probléme de santé publique, puisque plus de 50% des patients perdent leur autonomie ainsi
que leur activité professionnelle. De plus, la durée de vie des patients est réduite de 5 a 10 ans
en raison de complications cardiovasculaires et de vascularites (Myllykangas-Luosujirvi et

al., 1995).
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C. Caractéristiques cliniques de la polyarthrite rhumatoide

La PR est une maladie chronique, inflammatoire, systémique et progressive. Cette pathologie,
qui touche les articulations, s’accompagne d’une inflammation de la membrane synoviale qui
va se chroniciser. L’articulation est la jonction entre deux os, lorsqu’elle est saine, elle est
composée de deux os recouverts de cartilage et délimitée par la capsule articulaire elle-méme
tapissée par la membrane synoviale qui produit le liquide synovial et assure la lubrification de
I’articulation. Autour de I’articulation se trouvent les muscles et ligaments attachés aux os par
les tendons ce qui maintient et rend I’articulation mobile. Dans une articulation, la membrane
synoviale forme une mince couche constituée de synoviocytes macrophagiques (type A) et
fibroblastiques (type B). Dans la pathologie (PR), la membrane synoviale est hypertrophiée
suite au recrutement de différents types cellulaires provenant du sang périphérique. Cette
hypertrophie de la membrane synoviale est appelée « pannus ». Ce dernier envahit les tissus
environnants et induit la dégradation du cartilage des articulations et cause son érosion (figure
1). A long terme, ce processus inflammatoire peut aboutir a la destruction de 1’os. Ce pannus,
par contact direct et par la production des médiateurs solubles notamment les cytokines et des
MMP (métalloprotéinase matricielle), entraine une destruction ostéo-cartilagineuse plus au
moins sévere (Nogueira et al., 2016) . Ce phénomene inflammatoire est accompagné d’une
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (néo-vascularisation). Chez tous les patients,

I’inflammation de la synoviale provoque des douleurs diurnes et nocturnes.
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Capsule
Synovium
Neutraphil
Cartilage
Synoviocytes

Figure 1 : Pathogenése de la polyarthrite rhumatoide (d'aprés Nogueira et al., 2016).

Dans une articulation saine (a gauche), le tissu synovial est constitué de la membrane
synoviale (une a deux couches de cellules) et des tissus connectifs sous-jacents. Au début de
la maladie (a droite), la membrane synoviale s’épaissit a cause de la prolifération des
synoviocytes, accompagnée d’une forte néovascularisation. Plusieurs types cellulaires
notamment les lymphocytes T et les lymphocytes B (qui pourront se transformer en
plasmocytes) infiltrent la membrane synoviale. Au stade précoce de la PR, la membrane
synoviale commence a envahir le cartilage ; au stade avancé, la membrane synoviale se

transforme a un pannus qui va peu a peu détruire le cartilage puis éroder [’os sous-jacent.

La PR évolue d’une maniére progressive sur plusieurs années, cependant chez certains
patients, une forme agressive peut se développer en quelques mois et conduire a une

incapacité physique des malades (Prete et al., 2011).
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Des manifestations extra-articulaires de I’inflammation (manifestations cutanées, oculaires,
pulmonaires, troubles du systéme nerveux et anomalies hématologiques) augmentent

considérablement la mortalité des patients polyarthritiques.(Guillemin et al, 2005).

D. Diagnostic et évolution de la pathologie

Le diagnostic de la PR au stade précoce est trés difficile, un diagnostic clinique et biologique
est essentiel pour définir la maladie. Afin de rendre le diagnostic de la PR plus facile,
I’American College of Rheumatology (ACR) a défini des caractéristiques et des critéres de
classification de la maladie en 1987 (Arnett et al., 1988), puis remis a jour en 2010 (Aletaha et
al., 2010). Ces criteres ACR/EULAR (European League Against Rheumatism) sont basés sur

des examens cliniques, radiologiques et sérologiques.

La présence de facteur rhumatoide (FR), est I'un des parameétres permettant d’évaluer la PR.
Le FR correspond a des anticorps (principalement IgM) dirigés contre la partie Fc des
immunoglobulines G (IgG). Ces facteurs sont présents chez environ 75% des patients. Des
¢tudes ont montré 1’existence d’une corrélation entre le taux de FR présent dans le sang des

patients et I’activité de la maladie.

La citrullination de certaines protéines (vimentine, fibrinogéne, alpha-énolase et collagene de
type II) est également considérée comme un facteur essentiel dans la physiopathologie de la
PR. Ces modifications post-traductionnelles induisent la génération d’anticorps anti-protéines
citrullinées (ACPA). Ces ACPA peuvent étre détectés jusqu’a 12 ans avant le début de la
maladie et sont associés a une maladie progressive et érosive. Les patients atteints de PR ont

un fort taux sérique en métalloprotéinase matricielle 3 (MMP)-3 (Courvoisier et al., 2008).

L’examen radiologique des patients comporte des clichés des différentes articulations pouvant

étre touchées dans la PR (les mains, les poignets et les pieds), afin de rechercher les signes
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d’érosion des articulations et d’observer la diminution progressive et symétrique de

I’épaisseur du cartilage due au processus de destruction.
E. La polyarthrite rhumatoide : maladie multifactorielle

L’étiologie de la PR n’est pas bien connue, cependant plusieurs facteurs ont été identifiés,

notamment des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux (figure 2).

a Genetic factors b At what site does autoimmunity initially occur?

A /1) fY

A VAN ) "

Environmental factors

% Molmmunlty

benign?
Stochastic changes g o
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Figure 2: Modé¢le global de développement des maladies auto-immunes et de la PR

(d’aprés Deane and El-Gabalawy, 2014). (a): la combinaison des facteurs génétiques,
environnementaux et stochastiques peuvent favoriser la réponse auto-immune dans différents
organes (a). Dans un premier temps, ['auto-immunité peut étre présente en l'absence d'une
lésion tissulaire cliniquement apparente, mais peut étre détectée par l'analyse des marqueurs

biologiques de la maladie (b, c). A long terme et en présence de certains facteurs
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environnementaux ou pathogenes, la réponse auto-immune aboutit a des lésions tissulaires

cliniguement apparentes (d, e).

1. Les facteurs génétiques

Des études ont estimé que la contribution des facteurs génétiques dans la PR est d’environ

50% (MacGregor et al., 2000) (Barnetche et al., 2008) (YAMAMOTO et al., 2015).

a. Incidence familiale

Des études épidémiologiques effectuées sur des jumeaux et sur des familles ont confirmé le
role des facteurs génétiques dans le développement de la PR. En effet la prévalence de la
maladie est 6 a 30 fois plus importante chez les jumeaux dizygotes et chez les jumeaux

monozygotes respectivement (Silman and Pearson, 2002).

b. CMH et PR

Une association génétique dans la PR a été mise en évidence pour la premicre fois en 1970
par Stastny (Stastny, 1978). Depuis, il a été démontré que le risque de développer une PR est
augmenté par les genes codants pour les molécules du complexe d’histocompatibilité de
classe II (CMH, « human leukocyte antigen » chez I’homme). De plus, des études ont

démontré I’association des génes HLA-DR et la PR (Criswell, 2010).

Dans différents groupes ethniques, une association entre I’expression de HLA-DR4 et DR1 et
la PR a été observée (McMichael et al., 1977) (Gonzalez-Gay et al., 2002) (Winchester et al.,
1992) (Stuhlmiiller et al., 2016).Ces derniers ont en commun une séquence d’acides aminés
QKRAA/QRRAA/RRRAA (Auger and Roudier, 1997). Au cours de la PR, Ila citrullination

des protéines de I’organisme permettrait la liaison de 1’épitope partagé (EP) aux molécules
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HLA. En effet, les acides aminés de cette séquence sont situés dans la région qui intervient
dans la liaison des antigenes (Ag) aux molécules HLA. Cela permet la présentation des Ag
aux récepteurs des lymphocytes T. Ceci suggere un role essentiel de I’EP dans le
développement et I’évolution de la PR. D’autres geénes situés entre les génes du CMH I et I
ont une importance dans le développement de la PR d’une fagon indépendante des all¢les
DRBI contenant ’EP (Jawaheer et al., 2002). Suite a des recombinaisons, certains fragments
de I’haplotype HLA-A1-B8-DR3 peuvent apparaitre en 1’absence de HLA-DR3 et sont alors
impliqués dans le développement de la PR indépendamment de HLA-DRB1 (Jawaheer et al.,
2002). De plus, cet haplotype a été retrouvé précédemment dans d’autres maladies auto-
immunes, comme le diabete de type I ou le lupus. Il est aussi associé a des modifications de
fonctions immunitaires lors de 1’infection par HIV (Kaslow et al., 1990). Plus récemment, des
¢tudes ont montré 1’implication de HLA-C dans la pathologie (Nordang et al., 2013). Les
genes non-CMH peuvent étre également associés a la susceptibilité a la PR, mais aussi au

phénotype de la maladie et a la réponse aux traitements.

L’association de géne PTPN22 (protein tyrosine phospphatase, non receptor type 22) est tres
importante (Viatte et al., 2013). Ce gene a été associ¢ également a d’autres maladies auto-
immunes comme le diabéte de type I et le lupus érythémateux systémique (LES) (Michou et
al., 2007). A I’heure actuelle, 5 isoformes de 1’enzyme PADI (peptidylarginine deiminase) ont
été découvertes : PADI-1, PADI-2, PADI-3, PADI-4 et PADI-6. Plusieurs études ont
démontré la surexpression de genes PADI-4 dans la PR. Une association entre des genes de
PADI-4 et la susceptibilité¢ a la PR a été démontrée dans des populations européennes,
asiatiques et nord-américaines (Kang et al., 2006). Cependant, d’autres études sur des
populations anglo-saxonnes, espagnoles et frangaises n’ont pas confirmé ces observations

(Burr et al., 2010, Martinez et al., 2005).
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La famille de gene STAT est composée de six membres. Les traitements par des DMARDS
(disease modifying anti-rheumatic drugs) diminuent I’expression de STAT4 dans les cellules
dendritiques de la membrane synoviale (Walker et al., 2006). Depuis une trentaine d’années,
certains composants du complément sont considérés comme pouvant étre associés a la
pathogenese de la PR. En effet, le géne TRAF1 code une protéine intracellulaire impliquée
dans la transduction du signal par les récepteurs TNF-R1 et R2 et par CD40. Dans des
populations nord-américaines et suédoises, une association a ¢ét¢ démontrée entre la région

TRAF1/CS et le développement de la PR (Plenge et al., 2007).

Bien que tous ces génes STAT, TRAFI1, PADI4, etc...soient impliqués dans I’induction de la
PR, dans la majorité des cas la présence d’ACPA est nécessaire (Rantapdd-Dahlqvist et al.,
2003). D’autres études ont mis en évidence 1’implication de CTLA-4 dans le développement

de la PR chez les patients ACPA positifs (Daha et al., 2009).

2. Les facteurs environnementaux

A coté des facteurs génétiques impliqués dans le développement de la PR, de nombreux
facteurs environnementaux sont aussi impliqués : le tabac, des agents viraux et infectieux, des

facteurs hormonaux et I’apport en vitamine D.

a. Role du tabac

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que le tabac est le facteur environnemental
majeur dans le développement de la PR (Chang et al., 2014). Certaines études montrent que le
tabagisme augmente le risque de développer une PR chez les femmes. Cependant, d’autres
rapports et méta-analyses montrent un risque élevé chez les hommes en comparaison avec
femmes (Chang et al., 2014),(Krishnan et al., 2003). Le lien avec la présence d’ACPA n’a été

mis en évidence que récemment. Une étude de 2007 a démontré que chez les fumeurs, seuls
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les patients ACPA positifs avaient un risque accru de développer une PR. Les personnes
fumant plus de 40 paquets par an ont deux fois plus de risques de développer une PR que les
personnes non fumeuses. Il est important de noter que chez les anciens fumeurs, le risque de

développer la maladie reste accru (Costenbader et al., 2006).

Récemment, plusieurs études ont établi un lien entre la consommation de cigarette et la
réponse anti-TNF-a chez les patients. En effet, I’étude menée par Hyrich et al (The British
Society for Rheumatology Biologics Register) a montré que la réponse clinique a I’infliximab
est réduite chez les patients fumeurs. Plus récemment, Abhishek et al a observé dans ses
différentes analyses que les patients fumeurs traités par anti-TNF-o ont moins de chance
d’atteindre une réponse modérée comparés aux non-fumeurs (OR (95% CI) 0,20 (0,05-0,83),

p=10,03) (EULAR, 2010).

b. Agents viraux et infectieux

Différents agents pathogenes (virus ou bactéries), semblent avoir un rdle dans le
développement de la PR. La protéine de choc thermique, dnal présente chez Escherichia coli
est considérée comme un facteur de susceptibilité, puisque cette protéine a une homologie de
11 acides aminés avec la troisieme région hypervariable de la région HLA-DRB1*0401
(Albani et al., 1992) ou se situe 1’épitope partagé. Une homologie de séquence est aussi
retrouvée entre la méme région de HLA-DRB1*0401 et la glycoprotéine gpl10 du virus
Epstein-Barr, lui aussi mis en cause dans une prédisposition au développement de la PR
(Roudier et al., 1988). La bactérie responsable de la parodontite Porphyromonas gingivalis est
¢galement associée a la physiopathologie de la PR (Scher et al., 2014). Des études menées par
Mercado, F. B et al ont mis en évidence le lien entre ’augmentation de la sévérité de la PR et

I’augmentation de la perte osseuse pendant une parodontite (Mercado et al., 2003).
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De plus, des points communs existent entre les deux maladies notamment dans les Iésions
parodontales ainsi que dans le liquide synovial des patients atteints de PR et dans la réponse
immune sévere caractérisée par le recrutement des cellules inflammatoires provenant de la

circulation sanguine (Nikolopoulou-Papaconstantinou et al., 1987).

c. Facteurs hormonaux et contraceptifs oraux

La PR se développe préférentiellement chez les femmes, laissant penser que les facteurs
hormonaux ont un role prépondérant dans I’induction de cette pathologie. Pendant la
grossesse, les symptomes de la PR s’améliorent, mais ils réapparaissent trois a quatre mois
apres ’accouchement. Les femmes ayant eu des enfants ont moins de chance de développer
une PR (Nelson et al., 1993). L’amélioration des symptomes de la PR au cours de la grossesse
est expliquée par une augmentation de la proportion en lymphocytes T régulateurs (Treg),
associée a la mise en place d’un environnement cytokinique anti-inflammatoire (Forger et al.,
2008). Des études menées dans les années 70 ont démontré que la prise de contraceptifs oraux
par les femmes peut protéger contre le développement d’une PR. Cependant des méta-
analyses plus récentes ont démontré que les femmes sous contraceptifs oraux ne sont pas

protégées de la survenue de la maladie (Qi et al., 2014).

d. Vitamine D

La vitamine D est une hormone essentielle pour 1’homéostasie osseuse. Cette hormone joue
un role suppresseur de la réponse pro-inflammatoire (Guillot et al., 2010). La vitamine D
diminue le risque de développer certaines maladies auto-immunes telles que le diabete de type
I et la sclérose en plaque, mais son action dans la PR est ambigiie. En 2004, une étude portant
sur des femmes post-ménopausées de la cohorte IWHS (lowa Women’s Health Study) a

montré que I’apport en vitamine D diminue le risque de développer une PR (Merlino et al.,
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2004). Cependant, une analyse sur la cohorte NHS (Nurses’ Health study) n’a pas confirmé
cette association (Costenbader et al., 2008). Plus récement, une étude a démontré que le
niveau de la vitamine D est réduit chez les patients (Lin et al., 2016). Le role protecteur de la

vitamine D reste donc controversé dans la PR.

II. Immunopathologie de la polyarthrite rhumatoide

La physiopathologie de la PR n’implique pas I’action d’un seul type cellulaire, mais de
nombreuses interactions entre différentes cellules et facteurs qui vont contribuer au
déclanchement de la maladie, de I’inflammation de la membrane synoviale jusqu’a la phase

de destruction articulaire (figure 3).

A. Inflammation de la membrane synoviale et populations cellulaires impliquées

Le déclanchement de I’inflammation et 1’apparition d’une synovite implique plusieurs
cytokines et acteurs cellulaires. En effet, le mécanisme physiopathologique de la maladie est
basé sur I’interaction des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), des lymphocytes T et B,

des macrophages, des synoviocytes et des ostéoclastes.
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Figure 3 : Différentes phases de la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide

(d’apres Benhamou and Fautrel, 2009).

1. Les macrophages

Comme les cellules dendritiques et les lymphocytes B, les macrophages sont capables de
présenter les antigénes aux lymphocytes T. Les macrophages sont divisés en deux grandes
catégories selon leurs phénotypes et des cytokines qu’ils produisent : les macrophages

inflammatoires (de type M1) et les macrophages anti-inflammatoires (de type M2, ayant un
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role dans la réparation tissulaire). En présence d’IFN-y, de GM-CSF et de TNF-q, ces cellules
se différencient en macrophages M1 produisant des cytokines pro-inflammatoires comme
I’IL-12, I’IL-23 et de faibles quantités d’IL-10. La polarisation des macrophages M2 se fait en
présence des cytokines IL-4, IL-13 et IL-10. Les M2 sont caractérisés par une forte
production d’IL-10, mais aussipar une faible production d’IL-12 et d’IL-23(Udalova et al.,

2016).

Dans la PR, ce sont les macrophages de type M1 qui sont retrouvés en majorité et en forte
quantité¢ dans la membrane synoviale (Mantovani et al., 2002). Le nombre de macrophages
dans la membrane synoviale est corrélé avec la progression de la maladie chez les patients.
Ces cellules peuvent étre activées par plusieurs facteurs présents localement dans les
articulations, comme I’IFN-y produit par les lymphocytes Thl. L’activation des macrophages
peut étre aussi le résultat d’un contact direct avec les lymphocytes T. Dans le tissu synovial,
cette activation induit une forte production locale de cytokines et de chimokines notamment
de I'IL-1B, du TNF-q, de I’IL-6, de I’IL-8, du GM-CSF, du MIP-1a et du MCP-1 (Li et al.,
2012)(Kinne et al., 2007). Durant la pathologie, les macrophages vont jouer un rdle dans
I’amplification et le développement de la cascade d’événements pathologiques via I’activation
des synoviocytes fibroblastiques et contribuer a la dégradation de la matrice. Au niveau local,
les macrophages sont impliqués dans I’infiltration et ’activation des cellules inflammatoires
dans les articulations. Au niveau systémique, les macrophages contribuent a I’amplification
de la maladie par la production de cytokines pro-inflammatoires (notamment le TNF-a), le

développement et I’activation chronique des monocytes circulants.

2. Les lymphocytes T

Différentes études ont mis en évidence le rdle crucial des lymphocytes T dans la PR (McInnes

and Schett, 2011). Chez les patients, la proportion de lymphocytes T auto-réactifs serait plus
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élevée que chez les sujets sains. Dans le thymus, les lymphocytes T qui reconnaissent les
peptides du soi associés aux molécules du CMH, subissent une délétion clonale par apoptose.
Cependant, chez les patients atteints de PR, cette sélection thymique dite négative est altérée,
ce qui explique le nombre €levé de lymphocytes T auto-réactifs en périphérie. De plus, dans la

synoviale rhumatoide, le taux de lymphocytes Thl est particulierement important.

Les lymphocytes T expriment a leur surface des récepteurs spécifiques, le TCR (T Cell
Receptor). Chez I’homme, ces lymphocytes expriment trés majoritairement les chaines a et §
du TCR. L’activation des lymphocytes Taf par les peptides dont ils sont spécifiques nécessite
I’interaction avec le CMH (« restriction par le CMH »). Une faible proportion de lymphocytes
T exprime les chaines y et & du TCR. Contrairement aux Taf, la reconnaissance des antigenes
par les lymphocytes Tyd n’est pas restrainte par le CMH. Des études ont mis en évidence le
role pathologique des lymphocytes Tyd dans la PR. En effet, les patients atteints de PR ont
beaucoup de Tyd infiltrés dans leurs membranes synoviales et ont une inflammation tissulaire

accrue en comparaison avec des patients ayant peu de ces cellules (Jacobs and Haynes, 1992).

Parmi les lymphocytes Taf3, on distingue deux sous-populations : celles qui expriment le co-
récepteur CD4 et celles qui expriment CD8. Les lymphocytes T CD4+, nommés aussi T
auxiliaires (Th), ont pour role principal la régulation des autres cellules de I’immunité, soit
par contact direct avec ces cellules, soit par sécrétion de cytokines. Les lymphocytes T CD8+
sont des cellules cytotoxiques capables de tuer des cellules cibles, apres activation. Des
expériences menées sur des modéles animaux ont mis en évidence le role majeur des
lymphocytes T. Dans un modele d’arthrite induite par adjuvant, le transfert de cellules T
spécifiques entraine le développement de cette maladie chez des animaux naifs (Cohen et al.,

1985).
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Les lymphocytes T CD4+ jouent un role essentiel dans I’initiation et le contrdle de la réponse
immunitaire. Les lymphocytes T CD4+ activés infiltrent fortement la membrane synoviale des
patients atteints de PR. Ces lymphocytes orchestrent a la fois I’inflammation locale et

I’infiltration cellulaire desquelles vont découler d’autres événements inflammatoires.

Parmi les lymphocytes T CD4+, on distingue plusieurs sous-populations en fonction du profil
cytokinique qu’elles produisent apres activation. Les Thl se différencient sous 1’action de
I’IL-12 et elles secrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-2, I'I[FN-y et la
lymphotoxine o (LT-a). Ces cellules se développent préférentiellement au cours d’infections
par les bactéries intracellulaires et dans 1’hypersensibilité cutanée retardée. Les lymphocytes
Thl ont pour réle principal 1’activation des macrophages qui produisent a leur tour des
radicaux oxygénés libres et de I'oxyde nitrique qui sont des éléments essentiels dans la
réponse anti-bactérienne. De plus, les Thl stimulent la fonction de phagocytose et accroissent

la capacité des macrophages a présenter I’antigéne en augmentant le CMH de classe 1.

Dans une PR établie, les Thl produisent de I’'IFN-y et du TNF-a mais aussi de I’'IL-10. Des
études ont démontré qu’au stade précoce de la pathologie une corrélation existe entre la
fréquence en lymphocytes T producteurs d’IFN-y et ’activité de la maladie, démontrant ainsi

le réle essentiel des Thl dans I’initiation de cette pathologie (Kanik et al., 1998).

Les lymphocytes Th2 sont capables d’activer I'immunité humorale et jouent un role dans la
protection contre les pathogeénes extracellulaires (figure 4). Ils se différencient sous 1’action de
I’'IL-4 et produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que 1'IL-4 ou I'IL-10. La
différenciation de cette sous population sous 1’effet des cytokines implique la transduction de
signal via STAT6. En effet, des études in vitro ont démontré que 1’activation de STAT6 est

nécessaire a la forte expression du gene régulateur des Th2, GATA-3 (Kurata et al., 1999).
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Les Th2 prédominent apres une infection par certains pathogenes tels que les nématodes
gastro-intestinaux et les helminthes. Ces lymphocytes ont un role anti-inflammatoire qui passe
par la production des cytokines anti-inflammatoires : 1’'IL-4, I’'IL-5, I’'IL-13, I’'IL-9, I’'IL-10,

I’IL-25.

Les Thl et Th2 se régulent mutuellement. Le facteur de transcription T-bet exprimé par les
Th1 inhibe I’action de GATA-3 par liaison directe, empéchant ainsi la différenciation des Th2
(Hwang et al., 2005). Un effet inverse existe puisque GATA-3 en diminuant la signalisation
via STAT-4 et le récepteur B2 a I’'IL-12, inhibe la différenciation des Thl (Usui et al., 2003).
Par ailleurs, les Thl sécrétent de I’IFN-y qui inhibe la prolifération des Th2. Réciproquement,
les cytokines IL-4 et IL-6 agissent sur les T naifs en bloquaent leurs différentiations en Thl.
Dans la PR, les patients développent de faibles réponses Th2. Par conséquent, la réponse Th1
n’est pas modulée au début de la maladie et entraine sa persistance et une évolution vers une

inflammation chronique (Skapenko et al., 1999).
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Figure 4 : Effet des cytokines dans la différenciation des lymphocytes Thl et Th2

(d’apres (Biedermann et al., 2004).les cellules Th naives sont activées par les cellules
présentatrices d'antigenes (APC). La présence des cytokines au cours de l'activation par
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I’APC (signal mitogénique transduit par le TCR et reconnaissance des molécules de co-

stimulation), peuvent conduire a la différenciation des ThO en lymphocytes Thl ou Th2.

3. Les lymphocytes Th17

Ces lymphocytes jouent un réle clé dans le développement d’une réponse protectrice contre
les bactéries extracellulaires et les champignons. Leur rdle a été identifié¢ pour la premiére fois

dans la réponse immunitaire contre Borrelia burgdorferi.

Ces cellules jouent également un role dans le développement des maladies auto-immunes
telles que la sclérose en plaque et les maladies inflammatoires de I’intestin (Weaver et al.,

2007).

Les lymphocytes Th17 expriment les cytokines IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-21 et TNF-a. L’IL-

21 agit de fagon autocrine sur leur développement.

Les mécanismes moléculaires de la différenciation des cellules Th17 ont été étudiés depuis
environ une quinzaine d’années. Un certain nombre de cascade de signalisation et de facteurs
de transcriptions ont été identifiés dans la différenciation des Thl7. Chez la souris, la
différenciation des cellules Th17 est initiée par le TGF-B, I'IL-6 et I’'[L-21, qui activent
STAT3 et induisent l'expression du facteur de transcription RORyt. (Azizi et al., 2013).
L’IFN-y et I’IL-4 produits respectivement par les Thl et les Th2, inhibent le développement
des Th1l7. Cependant le TGF-B, en combinaison avec I'IL-6 et I’'IL-1 est nécessaire au
développement des lymphocytes Th17, alors qu’il posséde un effet inhibiteur sur les Thl
et les Th2 (Kotake et al., 1999). Les Th 17 stimulés par I’IL-23 favorisent 1’ostéoclastogenese.
L’IL-17 produite par ces cellules induit I’expression de RANKL a la surface des ostéoblastes

et des synoviocytes fibroblastiques. L’interaction entre RANKL et RANK exprimé par les
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précurseurs ostéoclastiques est indispensable pour leur différenciation et leur activation
(Bettelli et al., 2006). De par son implication dans I’induction et le développement d’une
inflammation chronique, I’induction de Iésions du cartilage et 1’induction d’une érosion
osseuse, I’'IL-17 joue un réle important dans la destruction des articulations (figure 5)

(Chabaud et al., 2000).
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Figure 5 : Role des Th17 dans la pathogenése de la polyarthrite rhumatoide

(d’apres AZIZI et al, 2013). Dans [’articulation, les Thl7 produisent des cytokines qui
activent les ostéoclastes, les macrophages, et induisent ['infiltration des leucocytes. Ces
derniers secretent des cytokines, des chemokines et des radicaux libres favorisant
linflammation et la destruction du cartilage. Les Thl7 peuvent agir directement sur

["ostéoclastogenése en favorisant la production de RANKL.
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4. Les lymphocytes T régulateurs

Ces cellules sont capables d’inhiber I’initiation de la réaction immunitaire et de diminuer la
réponse immune établie. Ces lymphocytes regroupent deux catégories : les Tregs naturels

(nTreg) et les Tregs induits (iTreg).

Les T régulateurs naturels se développent et sont sélectionnés dans le thymus. Ces
lymphocytes représentent 5 a 10% des lymphocytes T CD4+ en périphérie. Les nTreg ont un
phénotype mémoire et expriment le facteur de transcription FoxP3. Chez I’homme, des
mutations du géne FoxP3 entrainent un syndrome grave appelé « immune disorder,

polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome » (IPEX).

En périphérie, I’induction de la population iTreg, résulte de différentes stimulations,
notamment la présentation de I’antigéne en présence d’IL-10. Les lymphocytes iTreg peuvent
se développer également en présence de TGF-B et d’IL-35. Parmi les sous-populations de
Treg induites, on trouve les CD4+ CD25++, mais il existe aussi une autre population trés
fréquente (Trl), qui n’expriment pas FoxP3, mais qui a une forte capacité a produire de I’'IL-

10 (Groux et al., 1997).

L’activité régulatrice des Treg a été démontrée pour la premicre fois chez la souris par
I’équipe de Sakaguchi. En effet, le transfert de cellule CD4+CD25- chez des souris BALB/c
dépourvues de thymus entraine le développement de maladies auto-immunes spécifiques
d’organe (colite, diabete insulinodépendant, ...) (Sakaguchi et al., 1995). Par contre, le co-
transfert de cellules CD4+CD25- et de cellules CD4+CD25++ inhibe le développement de
pathologies auto-immunes induites expérimentalement (Mottet et al., 2003). Dans le mod¢le
d’AEC, la déplétion des cellules CD4+CD25++ avant immunisation par le CII (collagéne de

type II) augmente la sévérité des arthrites et diminue leur délai d’apparition. Cette
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exacerbation est inhibée par injection de cellules CD4+CD25++ (Morgan et al., 2003). Les
caractéristiques de ces cellules CD4+CD25++ sont trés proches entre I’homme et la souris.
L’accumulation des Treg dans les articulations arthritiques est observée dans plusieurs études
chez la souris et chez ’homme (Miyara et al., 2011). Les Treg sont peu prolifératifs et ont
pour rdle d’inhiber la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+, ainsi que leur production de

cytokines, de maniere contact dépendante (Taams et al., 2001).

Les Treg inhibent la réponse T grace a 1’expression de CTLA-4 a leur surface. Le rdle et
I’importance de CTLA-4 a ét¢ mis en évidence dans une expérience de transfection de
lymphocytes T CD4+CD25- avec un plasmide codant pour FoxP3, conférant une capacité
régulatrice a ces cellules T transfectées (Hori et al., 2003). Chez les patients atteints de PR,
une concentration €levée en Treg avec une capacité suppressive accrue est retrouvée au sein
du tissu synovial en comparaison du sang périphérique (van Amelsfort et al., 2004).
Cependant, il semble que les T effecteurs (Teff) soient moins sensibles a la suppression par

les Treg (van Amelsfort et al., 2004).

5. Les lymphocytes T CD8+

A T’heure actuelle, les cellules T CD8+ sont classées en quatre sous-types en fonction de leur
niveau de différenciation, de leur état d’activation et de leur production de cytokines : naive,

effecteur, mémoire centrale et mémoire effecteur (Carvalheiro et al., 2013).

Les lymphocytes T CD8+ sont dits naifs lorsqu’ils n’ont pas encore rencontré leurs antigénes
correspondants. Ce type de cellules se trouve généralement dans le sang périphérique et le
tissu lymphatique. La sous population T CD8+ mémoire centrale a déja rencontré son

antigene spécifique, et sa présence va induire une forte réponse proliférative, ainsi que la
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production d'une variété de cytokines. Les lymphocytes T CD8+ effecteurs quant a eux, ont
une propriété cytotoxique et proliférative. En effet, ils peuvent induire la mort des cellules
infectées par cytolyse, par la sécrétion de protéines cytolytiques telles que la perforine et les
granzymes. Les lymphocytes T CD8+ mémoire effecteurs ont des propriétés intermédiaires,
présentant une plus faible capacité a induire des réponses cytotoxiques que les cellules
effectrices et une capacité beaucoup plus élevée de produire des cytokines que le sous-type

mémoire.

Le role des lymphocytes T CD8+ dans la polyarthrite rhumatoide a attiré relativement peu
d’attention, cela est probablement di aux résultats contradictoires obtenus dans les mod¢les
animaux d’arthrite. Cela rend difficile I’évaluation d’un effet global des T CD8+ dans le
processus de la maladie. En effet, dans le modele de polyarthrite inflammatoire induite par le
chlorure de mercure chez le rat brun de Norveége (Brown Norway Rat), la déplétion des T
CD8+ par I’anticorps monoclonal OX-8 réduit I’incidence et la sévérité de la maladie
(Larsson, P., 1986). En parall¢le, ils constatent une augmentation de la production d’INF-y.
Cette étude suggere un role agressif des TCD8+ via leur propriété cytotoxique dans ce modele

d’arthrite.

Toutefois, le traitement des rats DA avec I’anticorps OX-8, dans le mode¢le d’arthrite induite
avec I’huile conduit a une apparition précoce de la maladie, ce qui indique un réle protecteur
des T CD8+, probablement médi¢ par leurs fonctions suppressives (Larsson et al., 1989).
Dans I’AEC de la souris DBA/I1, les études utilisant un anticorps anti-CD3 ont également
montré un role protecteur des T CD8+ (Carvalheiro H et al 2013). L’ensemble de ces études
et d’autres expériences menées par d’autres équipes suggerent un role important des T CD8+

dans les différents modeles expérimentaux d’arthrites (a la fois dans I’initiation et au cours de
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la maladie). De plus, I’effet global de 1’élimination des cellules T CD8+ varie selon le modele

expérimental et la phase de la maladie.

Plusieurs preuves indirectes suggerent que les cellules T CD8+ sont impliquées dans la
pathogenese de la polyarthrite rhumatoide. Des études menées par 1’équipe de Martinez-
Taboada et al, sur le nombre et la fonction de ces lymphocytes dans la PR et chez les
controles sains concluent que les patients atteints de PR ont tendance a avoir une diminution
du nombre de cellules T CDS8+ circulant, bien que les différences ne soient pas

statistiquement significatives (Martinez-Taboada et al., 2001).

6. Les lymphocytes B

Lors de la migration des lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires (ganglions
lymphatiques ou rate), ces cellules peuvent rencontrer des antigénes par des interactions avec
d'autres cellules du systéme immunitaire, telles que des cellules dendritiques ou des
macrophages. Ces lymphocytes peuvent, soit se différencier en plasmocytes, ou intégrer la
réaction du centre germinatif (GC). Dans le GC, les cellules B subissent une expansion
clonale, la commutation isotypique (RSE) et des mutations somatiques. Ce processus aboutit a
la production de cellules B de haute affinit¢ formant ainsi le compartiment des cellules B
mémoires de 'immunité humorale (Vazquez et al., 2015). Dans la membrane synoviale, les
lymphocytes B ne représentent qu’une petite fraction. A 1’état normal, les lymphocytes B qui
expriment des récepteurs capables de reconnaitre les antigénes du soi sont éliminés par
apoptose ou par anergie. Chez les patients atteint de PR, il existe un défaut de sélection de ces
cellules B auto-réactives (Samuels et al., 2005). Suite a ce déficit, ces cellules produisent des

auto-anticorps, notamment le facteur rhumatoide (FR) et des anticorps anti-protéine
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citrullinée (ACPA), ces derniers étant détectables plusieurs années avant le déclanchement de
la PR. Les lymphocytes B se différencient dans la moelle osseuse a partir de cellules
hématopoiétiques totipotentes. Leur degré de maturation dépend de microenvironnements
spécialisés. Ces cellules expriment le marqueur CD20 (B220), des récepteurs de la partie Fc
des immunoglobulines (FcyR), un récepteur spécifique d’antigene (BCR), mais également des
TLRs, ainsi que d’autres marqueurs tels que CDS5, CD19, CD45, etc... Les lymphocytes B ont
la capacité d’activer des lymphocytes T CD4" et de produire des anticorps. Néanmoins, il
existe également des cellules B ayant des fonctions régulatrices (Breg ou B10) (Bouaziz et al.,
2008). Ces cellules produisent de I’'IL-10 et entrainent une diminution de la réponse Thl
(Mauri et al., 2003). Plusieurs équipes ont démontré I’implication des lymphocytes B dans la
PR (Yanaba et al., 2007),(Terato et al., 1995). De plus la déplétion des lymphocytes B par un
anticorps monoclonal anti-CD20 (rituximab) induit une amélioration des signes cliniques de

la PR (Andersson et al., 2008).

Ces cellules vont jouer un rdle important dans la pathologie de la PR (figure 6). En effet, elles
favorisent I’activation et 1’expansion de cellules T, ce qui induit une forte production de TNF-
a. Cela, déclenche I’activation de certaines cellules, notamment les macrophages qui induisent
a leur tour I’amplification de processus inflammatoire (Martinez-Gamboa et al., 2006). La
reconnaissance de complexes immuns par les TLRO présents a la surface des lymphocytes B,
entraine 1’activation du BCR et induit 1’activation et la différenciation des cellules B en
plasmocytes dans la synoviale. Ces plasmocytes produisent des auto-anticorps, tels que le FR

( Mauri and Ehrenstein, 2007).

La liaison ligands/TLR va également induire la production de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a ou I’'IL-6 qui vont amplifier le processus inflammatoire,

en activant d’autres acteurs de la pathogenése de la PR.
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La population de cellules B10 exerce une capacité suppressive au cours de la PR. Il a été

démontré dans I’AEC, que les lymphocytes B10 réduisent 1’incidence des arthrites de plus de

50%, de plus, ils diminuent la sévérité de la maladie et inhibe I’activation et la différenciation

des cellules Th1 (Mauri et al., 2003).
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Figure 6 : Réles des lymphocytes B dans la polyarthrite rhumatoide.

(D’apres Bugatti et al., 2014). Les interactions entre les cellules B et T induisent l'activation

et la différenciation des cellules B (plasmocytes), responsables de la production des auto-

anticorps (1). Les cellules B activées fournissent de [’aide aux lymphocytes T et induisent la

différenciation des cellules T effectrices qui produisent des cytokines pro-inflammatoires (2).
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Les lymphocytes B peuvent avoir également des effets sur des cellules non immunitaires via la
production de cytokines pro-inflammatoires (3). Les différentes cytokines, produites par les
lymphocytes B activés, les lymphocytes T, macrophages et fibroblastes, favorisent la
différenciation et I’activation des ostéoclastes (4). De plus les lymphocytes B peuvent avoir un

role immunorégulateur par leur production d’IL-10 (5).

B. Destruction ostéo-cartilagineuse

Comme indiqué précédemment, la PR est une maladie chronique autoimmune caractérisée par
une inflammation de la membrane synoviale aboutissant a la formation d’un pannus ou
synovite rthumatoide. La formation du pannus synovial induit la destruction du cartilage
articulaire et de 1’os sous-chondral. Par un contact cellulaire ou par sécrétion d’enzymes, ce
pannus, va entrainer I’activation des chondrocytes et des ostéoclastes, ce qui induit a la

dégradation du cartilage et a 1’érosion osseuse par la suite.

Cette phase de destruction implique trois types cellulaires : les ostéoclastes, les chondrocytes

et les synoviocytes de type B (SB).

1. Les synoviocytes de type B

Les SB assurent I’apport des éléments nutritifs et lubrifiants pour 1’articulation. Au cours de
la PR, en présence de cytokines pro-inflammatoires, les SB expriment a leur surface des
molécules d’adhésions telles que les intégrines, et secretent des métalloprotéases de la matrice
(MMP). Ces protéines entrainent la dégradation progressive du cartilage et I’inhibition de la

production de collagéne. Des dégradations du cartilage dans les zones en dehors du pannus
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sont également observées, elles sont dues aux protéines pro-inflammatoires, mais aussi aux
MMP sécrétées par les autres cellules présentes dans la synoviale et les polynucléaires
neutrophiles (PNN). De plus, une dégradation plus profonde est due a la production de MMP
par les chondrocytes. Ces cellules fibroblastiques sont impliquées dans 1I’érosion osseuse en
produisant de fortes quantités de RANKL, principal activateur des ostéoclastes et I’inhibiteur

de I’activation des ostéoblastes.

2. Les ostéoclastes

Au cours de la PR, les précurseurs des ostéoclastes accumulés au site de I’inflammation vont
se différencier en ostéoclastes sous D’effet de différents facteurs comme le M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor) et RANKL. RANKL est synthétisée principalement
par les ostéoblastes activés, les lymphocytes T activés et les synoviocytes de type B. Cette
protéine joue un role essentiel dans la différenciation des ostéoclastes (figure 7). Des études
dans un modele d’arthrite ont montré 1’absence de Iésions osseuses chez les souris

n’exprimant plus le gene RANKL (Pettit, A.R, 2001).

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées dérivées de la lignée des monocytes.
Ces cellules sont capables d’induire la résorption osseuse par leur adhérence étroite a la
surface de l'os par des interactions avec les intégrines et les protéines de la matrice. Ces
cellules dégradent 1’os via la syntheése d’enzymes telles que la cathepsine K, matrice

métalloprotéinase 9 (MMP9) et TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase).

La premiere description indirecte de ces cellules dans la résorption osseuse observée dans la
PR remonte au 19¢me siecle. Les ostéoclastes dans la PR ont été définitivement identifiés et

caractérisés en détail par l'utilisation de techniques d’immunohistochimie. Des études chez
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I’animal ont mis en évidence le role crucial des ostéoclastes dans la pathogenese de 1'érosion
osseuse articulaire notamment dans les modeles d'arthrite induites par adjuvant, collagéne et
par transfert de sérum (Kong et al., 1999), (Romas et al., 2002)(Pettit et al., 2001). De plus,
les souris déficientes en ostéoclastes, sont totalement protégées de la résorption osseuse (Pettit

etal., 2001), (Redlich et al., 2002).

Le développement des ostéoclastes se produit localement dans le tissu synovial a la suite de
I'expression des deux médiateurs ostéoclastogéniques essentiels, M-CSF et RANKL. Cela
implique la migration des cellules de la lignée monocytaire de la moelle osseuse vers les
articulations. Certaines données suggerent que le TNF exprimé dans le tissu synovial, stimule
la migration des précurseurs des ostéoclastes a partir de la moelle osseuse vers le sang
périphérique (Li et al., 2004). L’inhibition de RANK-L, ou M-CSF plus RANKL dans
différents modeles d’arthrites a montrés un blocage de la différenciation des ostéoclastes et
I’arrét de I'érosion osseuse (Ohno et al., 2008). Un essai clinique chez les patients atteints de
PR a également montré que le blocage de RANKL par un anticorps neutralisant (denosumab)
ralentit la progression de 1'érosion osseuse, alors qu'il ne retarde pas 1’inflammation (Cohen et

al., 2008).
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Figure 7 : Cytokines activant I'ostéoclastogenese dans la polyarthrite rhumatoide.

(D’apres Braun and Zwerina, 2011): les cytokines proinflammatoires (TNF, IL-1, IL-6 et IL-17)

régulent positivement [’expression de RANKL dans les ostéoblastes et fibroblastes synoviaux. Ces
cytokines agissent d’une maniere directe ou indirecte sur les ostéoclastes et favorisent leur

différenciation, survie ainsi que leur activation, ce qui induit par la suite la destruction osseuse.

L’inhibition des cytokines avec des anti-TNF-a (infliximab, étanercept, adalimumab,
certolizumab-pegol, golimumab) et anticorps anti-récepteur de 1’IL-6 (IL-6R) (tocilizumab),
est I'une des approches les plus efficaces pour ralentir ou arréter le processus de destruction
osseuse dans la PR (figure 8), et peut empécher la progression de la perte osseuse systémique.
L'explication de cet effet est double. Tout d'abord, ces inhibiteurs sont généralement plus
efficaces que les médicaments traditionnels. Deuxi¢émement, le blocage du TNF et de I'IL-6R
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exerce des effets directs sur l'ostéoclastogenese. Cet argument est soutenu par des
observations dans des essais cliniques (Vis et al., 2006), ainsi que par des études montrant que
le TNF et l’axe IL-6/IL-6R induisent directement la différenciation des précurseurs

ostéoclastiques.

Osteoclast precursor cells

Osteoclast

Figure 8 : Site d'action des médicaments anti-rhumatismaux sur la différenciation des

ostéoclastes et 1'érosion de 1'os.

(Schett and Gravallese, 2012). Les inhibiteurs du TNF, IL-1 et IL-6R bloguent l'expression de

RANKL par les cellules mésenchymateuses et les cellules T.
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I11. Role des cytokines dans la polyarthrite rhumatoide

A chaque phase de la PR, des médiateurs solubles sont sécrétés par différents types cellulaires
impliqués dans la pathogenése de la maladie. Ces facteurs vont jouer un role crucial dans

I’initiation, 1’entretien de 1’inflammation et la destruction articulaire.

Le terme de cytokine a été utilisé pour la premiere fois en 1974 pour décrire la famille de
polypeptides sécrétés par une grande variété de cellules engagées dans des réactions
inflammatoires (Cohen et al., 1974). Actuellement, le mot « cytokine » est donné pour
certaines protéines solubles impliquées dans les échanges et les communications

intracellulaires.

Dans la PR, les différentes cytokines vont agir en parallele ou en synergie, induisant ainsi une
dérégulation de la balance cytokinique en faveur des cytokines pro-inflammatoires. De
nombreuses études chez I’Homme et dans les modéles expérimentaux d’arthrite ont permis de
mettre en évidence le role majeur du TNF-a dans la PR, ce qui a conduit au développement de

stratégies thérapeutiques visant a inhiber son expression.

A. Le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a)

1. Histoire

Historiquement, le TNF fait référence a un "facteur" induit par des infections bactériennes qui
ont entrainé une régression tumorale. De¢s la fin du XIXe siecle, des chercheurs comme Dr. P.
Brunes puis le Dr. William Coley ont mené des expériences pour traiter de nombreux types de

cancers en provoquant des infections aigués.
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En 1975, I’équipe de Carswell a découvert que l'endotoxine bactérienne, LPS, induit la
production et la libération de TNF-a chez les souris (Carswell et al., 1975). Le transfert du
sérum de ces souris a provoqué une nécrose et la régression des tumeurs transplantées
(sarcome de Meth) chez la souris. Ainsi, in vitro, ils montrent que le TNF-a est cytotoxique
pour les cellules fibroblastiques L929 (Dayer et al., 1985). Les propriétés anti-cancéreuses de
cette cytokine ont incité de nombreux laboratoires de recherche a caractériser la structure

moléculaire du TNF-a.

2. Structure du TNF-a

Le TNF-a appartient a une superfamille de protéines transmembranaires de type II (protéines
ancrées a la surface membranaire par un phospholipide ou une chaine lipidique). Les
protéines de cette famille présentent un domaine d’homologie extracellulaire THD (TNF
homology domain). La superfamille du TNF est composée d’une premiere famille dite
« classique » : TNF-a, LT-a, LT-p, LT-0f2, Apo2L/TRAIL, TL1A, LIGHT, FasL, RANKL
et CD40L. La deuxiéme famille EF-disulfure est composée d’APRIL, BAFF, TWEAK et
EDA. La troisiéme catégorie comporte les protéines CD27L, CD30L, GITRL, 4-1BBL

(Locksley et al., 2001).

Chez ’Homme, le géne codant le TNF-a est situé¢ sur le chromosome 6, au sein des geénes
codant les molécules HLA. Il code une protéine native transmembranaire (tmTNF ou pro-

TNF) composée de 233 acides aminés et d’un poids moléculaire de 26 kDa (Bradley, 2008).

La production de TNF-a est régulée positivement par la présence d’IL-1, d’IFN-y et d’IL-2, et
négativement par la présence d’IL-10, de prostaglandine ou de corticostéroides. Le TNF-a est

produit par de nombreuses cellules, notamment par les macrophages activés ainsi que par les

50



lymphocytes T. Dans un premier temps cette cytokine est secrétée sous forme d’un
précurseur, exprimé a la surface des cellules. La TACE (tumor necrosis factor-o-converting
enzyme) clive la partie extracellulaire du pro-TNF et libére le TNF-a sous sa forme soluble de
17kDa (sTNF) (Tracey et al., 2008). Le sTNF et le tmTNF sont biologiquement actifs sous
forme d’homotriméeres et posseédent des propriétés distinctes (Bradley, 2008). Le TNF-a
soluble induit un signal intracellulaire aprés sa liaison avec le récepteur 1 (TNF-R1) et

récepteur 2 (TNF-R2).

Le TNF-a est difficilement détectable. En revanche, sous I’effet de divers stimuli reconnus
par les cellules productrices de TNF-a (comme les macrophages), I’ARN messager (ARNm)
du TNF-a peut étre traduit en 30 minutes. Grace aux modifications post-transcriptionnelles,

une partie des ARNm sera dégradé. L’ ARNm sera traduit en pro-TNF-a trimérique.

3. Role physiologique et pathologique du TNF

Comme indiqué précédemment, le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire avec effet
pléiotropique sur plusieurs types cellulaires. Par son réle pro-inflammatoire, cette protéine, va
jouer un rdle critique dans les maladies auto-immunes (Bystrom et al., 2016) (Le Blay et al.,

2012).

De nombreuses études suggerent que le TNF-a soluble, mais aussi la forme membranaire sont
impliqués dans la réponse inflammatoire. Le tmTNF exerce ses fonctions biologiques via le
contact direct entre les cellules, contrairement au STNF qui agit sur des sites présents sur
différentes cellules. Il a été¢ démontré chez les souris transgéniques pour le TNF-a, que le

tmTNF seul est suffisant pour induire des arthrites (Allenbach et al., 2008).
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Le tmTNF se lie au récepteur du TNF-a et induit un reverse signaling dans la cellule
productrice (Watts et al., 1999). Cette liaison du TNF-a a son récepteur se traduit par

plusieurs effets biologiques qui contribuent a la modulation de 1’inflammation locale.

L'un des principaux roles biologiques du TNF-o, est la défense de 1’hote contre les infections
bactériennes, virales et parasitaires. Des études ont montré que la co-culture de cellules
exprimant le tmTNF avec des lymphocytes T infectés par le VIH induit la mort cellulaire. De
méme, le contact direct entre les CD4+ et les macrophages via le tmTNF inhibe la croissance
bactérienne (dans le modele d’infection a Leishmania). Des études menées sur des souris
transgéniques exprimant uniquement le tmTNF, suggerent que le tmTNF seul est suffisant
pour contréler I'infection a Leishmania (Allenbach et al., 2008). In vitro, la co-culture des
cellules T exprimant tmTNF avec des lymphocytes T mémoires, semble suffisante et

nécessaire pour induire une réponse intra-cellulaire anti- Francisella tularensis.

En 2005, I’équipe de David Torres a pu démontrer que le tmTNF participe a la réponse
immunitaire anti-Listeria chez les souris transgéniques pour le tmTNF. En absence de
sécrétion de TNF-a soluble, le tmTNF améliore la capacité des macrophages a tuer L.

monocytogenes (Torres et al., 2005).

La réponse immunitaire contre Mycobacteium tuberculosis est régulée par plusieurs types
cellulaires tels que les lymphocytes T, macrophages, mais aussi par la production de

cytokines comme I’INF-y, I’IL-12 et le TNF-a (Sia et al., 2015)

Dans ce contexte, le role du TNF-a a été largement étudié par des approches de neutralisation
ou chez des souris transgéniques, infectées par différentes souches de mycobactéries. Ainsi, le
tmTNF seul, semble suffisant afin de résister a une infection aigue par M. tuberculosis mais

insuffisant pour maintenir une protection sur le long terme (Saunders et al., 2005). Cette
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cytokine est aussi impliquée dans 1’homéostasie tissulaire en raison de son action pro-

apoptotique et de sa capacité a activer les MMP de la matrice extracellulaire.

a. Role du TNF dans la PR

Au cours de la PR, la synoviale est infiltrée par plusieurs types de cellules telles que des
lymphocytes T activées et des macrophages. Ces cellules et les cytokines qu’elles produisent
contribuent au maintient de 1’inflammation et a la progression de la maladie. Des analyses
immunohistochimiques ont mis en évidence la présence et la production de TNF-a par les
macrophages activés localisés a la jonction du cartilage avec le pannus (Chu et al., 1991)

(Alsalameh et al., 1999) (Brennan FM, 2008).

Le TNF-a induit I’activation et 1’accumulation des leucocytes ainsi que [’activation des
cellules endothéliales. Il entraine 1’activation et la survie des synoviocytes fibroblastiques.

De plus, il joue un réle crucial dans 1’angiogenése qui est observée au cours de la PR. Le
TNF-a permet une production rapide de diverses cytokines pro-inflammatoires ainsi que des

protéines de phase aigiie.

i. Chez les patients PR

Des études faites en ex vivo révelent ’importance du TNF-a dans la pathologie humaine. En
effet, ’ajout de TNF-a recombinant dans la culture des synoviocytes humaines et de
fibroblastes dermiques entraine la production de collagénase et de prostaglandine E2 (PGE2)

(Dayer et al., 1985).
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Les expériences menées in vitro, ont montré que le TNF-a active directement les ostéoclastes
et induit la résorption osseuse (Thomson et al., 1987). De plus, le TNF-a induit I’activation
des leucocytes et des cellules endothéliales, 1’activation et la survie des fibroblastes
synoviaux, mais aussi I’angiogenese (Clavel et al., 2003). L’utilisation des anticorps anti-TNF
induit une baisse de production des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1, I’IL-6 et le
GM-CSF (Butler et al., 1995) (Haworth et al., 1991). Cela suggere un rdle central de cette

cytokine dans le processus inflammatoire au cours de la PR (figure 9).

Proinflammatory cytokine release
(including IL-1, IL-6, IL-23, and GM-CSF)
Chemokine release 4
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Figure 9 : Action du TNF-a dans la pathogenése de la PR. (d’aprés Brennan FM, 2008).

Le TNF est sécrété par les macrophages activés au niveau de la membrane synoviale des
patients arthritiques. Cette cytokine est impliquée dans la sécrétion d’autres cytokines pro-

inflammatoires telles que I'IL-6 et I'IL-1. Le TNF-a induit la production de chimiokines, ce
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qui favorise la migration des leucocytes de la circulation sanguine vers les tissus enflammeés.
Cette migration est optimisée par la production de molécules d’adhérence notamment les
intégrines, VCAM-1. Le TNF-o va jouer un réle dans la destruction du cartilage et
l’activation des ostéoclastes, via la production d’enzymes comme les MMP. Enfin, le TNF

peut favoriser [’angiogénése par son action sur les cellules endothéliales.

ii. Dans les modéles expérimentaux d arthrite

Les modeles expérimentaux ont eu un role clé dans la confirmation de I’importance du TNF-a.
dans la PR. Le modele d’arthrite expérimentale au collagéne est 1'un des modeles
expérimentaux les plus utilisés pour étudier la maladie. Ce modele ressemble beaucoup a la
PR. Le modele d’AEC est induit chez les souches de souris susceptibles au collageéne de type
II. Comme chez I’homme, la susceptibilité a la maladie est liée aux molécules de classe I du
CMH et le développent de la maladie s’accompagne d’une réponse immune B et T anti-
collagene, ce qui induit une inflammation et une destruction articulaire. Différentes équipes
avaient pu montrer que ’utilisation d’un anticorps anti-TNF diminue D’atteinte articulaire
chez les souris traitées (Piguet et al., 1992). Ces résultats suggeraient un role essentiel de cette
cytokine dans ce modele d’arthrite induit. L’effet de blocage du TNF était comparé aux effets
de blocage de I'IL-1p dans I’AEC. Les résultats obtenus ont montré que I’inhibition du TNF-
a, améliore la maladie apres ’apparition des symptdmes or le blocage de I’IL-1f est efficace
sur une arthrite bien établie (Joosten et al., 1996). Cela suggere que le TNF-a aurait un role
important dans le processus inflammatoire contrairement a I’IL-1 qui jouerait plutot un role
dans la dégradation du cartilage (Joosten et al., 1999).

Les souris transgéniques pour le TNF-o humain ont été largement utilisées comme modele de

PR. En effet, les souris surexprimant le TNF humain (hTNF), développent des arthrites
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spontanées quelques semaines apres leur naissance. Les arthrites développées par ces souris
partagent de nombreuses caractéristiques avec la polyarthrite thumatoide humaine (Keffer et
al., 1991). La souris Tg197 développe des arthrites dés la 3™ semaine de vie. Ces souris
développent une hyperplasie de la membrane synoviale et leurs articulations sont infiltrées par
des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes. A un stade plus tardif, on observe la
formation d’un pannus, ainsi qu’une dégradation du cartilage et la production de tissus
fibreux. Les anticorps anti-TNF-o inhibent le développement des arthrites aussi bien
cliniquement qu’histologiquement chez de jeunes Tgl97 ou des souris plus agées, et
protegent ces souris de la cachexie (Shealy et al., 2002)(Douni et al., 2004). Ces mod¢les ont
permis de mieux comprendre la physiopathologie de la PR.

b. Autres maladies TNF dépendantes

i. Maladies inflammatoires intestinales

Certaines études chez des patients atteints de maladie de Crohn ou de colite ont montré une
augmentation du TNF-a dans les échantillons intestinaux (Breese et al., 1994). De plus les
souris surexprimant le TNF-o développent des symptomes proches de la maladie de Crohn
(Kontoyiannis et al., 1999). L’infliximab est considéré comme un traitement efficace chez les
patients atteints de la maladie de Crohn. De plus, I'utilisation de 1’anticorps anti-TNF-a
humanisé CDP571 est considérée comme traitement efficace chez les patients atteints d’une
maladie modérée. Cependant, des études ultérieures ont montrées que CDP571 n’est pas

efficace pour un traitement a long terme (Sandborn et al., 2004).

ii. Choc septique

Le TNF-a est une cytokine régulatrice, elle joue un rdle crucial dans la réponse aux
infections, dans la réponse tumorale et les pathologies inflammatoire. En effet, cette protéine
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est impliquée dans le choc septique. Au cours d’une infection, 1’organisme produit une forte
quantité de cytokines pro-inflammatoires. Cette production de cytokines est initiée d’une part
par la phagocytose de pathogénes et d’autre part par la présence d’endotoxine ou de
lipopolysaccharides (LPS) dans la circulation et sur la membrane bactérienne Gram -. Cela
stimule les cellules immunitaires telles que les monocytes/macrophages et conduit a la
production des cytokines inflammatoires comme I’IL-1, I’IL-6 ou le TNF-a (Dinarello, 1997).
Dans les modeles expérimentaux, 1’injection de plus ou moins fortes doses de TNF-a entraine
un choc septique chez les souris qui peut étre prévenu par le traitement par des anticorps anti-

TNF-a (Tracey et al., 1987).

iii. Spondylarthrite ankylosante

La spondylarthrite ankylosante (SpA) est une maladie rhumatismale inflammatoire affectant
principalement le rachis et les articulations sacro-iliaques. Cette maladie peut conduire a des
déficits structurels et fonctionnels et une diminution de la qualité de vie. Des études menées
sur des patients ont mis en évidence la présence de TNF-a au niveau des articulations sacro-
iliaques et cela au stade précoce de la maladie. De plus, le niveau de TNF-a dans le sérum est
corrélé a D’activité de la maladie (Bradley, 2008b). Les études cliniques chez les patients
atteints de SpA montrent une amélioration significative des symptdmes de la maladie sous
anti-TNF-a (Etanercept et Inflixmab) (Inman et al., 2006)(Baraliakos et al., 2005), cela

montre un role prépondérant de cette cytokine dans la SpA.

iv. Le psoriasis

Le psoriasis est une maladie inflammatoire de la peau pour laquelle I’infiltration cellulaire
entraine une hyperkératose, avec formation de plaques psoriasiques. Plusieurs caractéristiques

cliniques comme I’aspect, la rougeur et la localisation des plaques permettent de discerner les
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différentes formes de psoriasis. Chez les patients, le TNF-a, et ses récepteurs TNF-R1 et
TNF-R2 sont fortement détectés dans les 1ésions cutanées ainsi que dans le sang. Cette
cytokine est impliquée dans la migration des cellules de Langerhans et diminue 1’expression
de la E-cadherin au cours de la maladie. Un essai clinique utilisant de I’infliximab a montré
une diminution de la surface des plaques de psoriasis ainsi qu’une diminution de la sévérité de
la maladie (Gottlieb et al., 2004). D’autres études plus récentes montrent une efficacité de

traitement avec I’etanercept et adalimumab (Gordon et al., 2012), (Papp et al., 2012).

v. Les maladies respiratoires

Le TNF-a est également impliqué dans la bronchite chronique, le syndrome de détresse
respiratoire et asthme (Mukhopadhyay et al., 2006). Dans ’asthme, le TNF-a joue un role
dans I’inflammation locale. Des études ont déja démontré une augmentation du TNF-a libéré
par les leucocytes dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire des patients asthmatiques. Les
études cliniques sur des patients PR souffrant d’asthme ont montrées que le traitement avec

infliximab améliore les symptomes de I’asthme (Bradley, 2008).

vi. Les maladies du systeme nerveux central

Dans le cas des maladies du systéme nerveux central, comme la sclérose en plaques (SEP), le
TNF-a est produit principalement par la microglie et les astrocytes en réponse a divers
processus pathologiques. Cette cytokine possede des effets contradictoires dans ce type de
pathologie. Ainsi, le blocage du TNF-o dans un modele murin de I€sions ischémiques du
cerveau entraine une amélioration des symptomes (Nawashiro et al., 1997), alors que des
souris déficientes en TNF-a sont trés susceptibles au développement d’une encéphalite

autoimmune expérimentale (EAE) (Liu et al., 1998). Chez les patients atteints de SEP,
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I’inhibition du TNF-a par une protéine de fusion du récepteur de type I du TNF-a (Iénercept)

ne montre aucune amélioration de la maladie et au contraire 1’exacerbe.

vii. Les maladies rénales

Le TNF-a est aussi impliqué dans des maladies rénales, telles que la néphropathie associée au
diabéete de type 2 (Navarro-Gonzélez et al., 2009). La neutralisation de cette cytokine dans ces
pathologies rénales a montré une grande variabilité dans 1’efficacité de différents anti-TNF,

suggérant un rdle controversé¢ du TNF-a dans ces pathologies.

viii. Les maladies cardiovasculaires

Le role du TNF-a a aussi ét¢ démontré dans certaines maladies cardio-vasculaires, comme
I’athérosclérose, I’infarctus du myocarde ou le rejet de greffe cardiaque. Cependant, les essais
cliniques avec les anti-TNF-o ne mettent pas en évidence d’effet dans I’insuffisance cardiaque

congestive (Bradley, 2008b)

B. Role des autres cytokines dans la PR

Comme nous I’avons vu précédemment, a chaque phase de la PR, a cot¢ du TNF-a,
différentes cytokines sont sécrétées par différents types cellulaires et jouent un role important

dans le développent de la pathologie (Venkatesha et al., 2015).

Bien que I’étiologie précise des maladies autoimmunes ne soit pas connue, il est généralement
admis qu’un déséquilibre de la balance cytokinique joue un réle majeur dans la pathogenése
de ces maladies. Dans la PR, on observe un déséquilibre en faveur des cytokines pro-
inflammatoires. Ces cytokines sont produites principalement par les cellules Thl et Th17. Les

cellules Thl secretent principalement de ’IFN-y, de I'IL-2 et du TNF-a, alors que les Th17
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produisent de I’IL-17A, du TNF-a et de I’[L-6. Les cellules Th2 secrétent des cytokines anti-
inflammatoires : I’'IL-4, I’IL-10, I’IL-13 ou encore I’IL-15. Néanmoins, dans le cas de la PR,
la sécrétion par les Th2 ne compense pas la production de cytokines pro-inflammatoires, d’ou

le déséquilibre cytokinique.

La premiere cytokine décrite comme étant impliquée dans la pathogenese de la PR a été
I’interleukine-1 (IL-1). Cette cytokine a été identifiée par différentes équipes utilisant des
méthodes de dosages biologiques différents (Dayer, 2002). La culture de synoviocytes
humains avec I’IL-1 induit la stimulation des chondrocytes. Ces derni¢res produisent a leur
tour de la MMP-1 et de la PGE2 (Dayer et al., 1979). L’IL-1 comprend I’IL-1a, responsable
de I’inflammation locale et I’IL-1P, sécrétée principalement par les monocytes/macrophages
et qui a une action a plus grande distance (Dinarello, 1996). Des études menées sur des
modeles expérimentaux ont mis en évidence le role prépondérant de I’IL-1 dans la destruction
articulaire. Ainsi, des injections intra-articulaires d’IL-1 induisent une inflammation de la
synoviale, une infiltration de leucocytes dans la cavité articulaire et la membrane synoviale,
ainsi qu’une déplétion des protéoglycanes (Loo and Berg, 1990). De plus, chez le lapin, une
surexpression d’IL-1f via I’utilisation d’adénovirus, entraine le développement d’une arthrite
chez ces animaux (Ghivizzani et al., 1997). A D’inverse, les études bloquant I’IL-1p dans
plusieurs modeles expérimentaux d’arthrite ont montré une diminution de la sévérité de la

maladie (van den Berg, 2001).

L’antagoniste du récepteur de I’IL-1, IL-1Ra, est un inhibiteur naturel de I’'IL-1p capable
d’inhiber la résorption osseuse et la production de PGE2 induite par I’IL-1 (Seckinger et al.,
1990). Par la suite, un autre membre de la famille de I'[L-1 a été découvert, I’'IL-18.
L’injection d’IL-18 a des souris DBA/1 dans le modele d’arthrite au collagéne induit le

développement d’arthrites séveres avec des €rosions (Gracie et al., 1999).
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Hormis le role majeur du TNF-a et de I’IL-1B dans le processus inflammatoire de la PR, il
existe d’autres cytokines tres impliquées dans la maladie : I’IL-17, une cytokine pro-
inflammatoire produite par les lymphocytes Th17. Plusieurs études ont mis en évidence la
présence de forte quantité d’ARNm de I’[L-17 au niveau des articulations des patients (Moran
et al., 2009). L’IL-17 favorise la sécrétion d’IL-6, d’IL-8, d’IL-21, de TNF-a et de PGE2

(Peck and Mellins, 2009).

Au cours de la PR, I’IL-17 joue un réle important dans le processus d’angiogénese. En effet,
cette cytokine stimule les synoviocytes fibroblastique (FLS) pour produire du VEGF. De plus,
I’IL-17 induit expression de cyclooxygenase-2 (COX-2) par les synoviocytes, ce qui induit
I’augmentation de PGE2 observée au cours de I’inflammation. Dans certaines études, une
surexpression locale d’IL-17 augmente la vascularisation. /n vitro, cette cytokine favorise la
formation des vaisseaux sanguins en matrigel (Pickens et al., 2010). Dans le modele d’AEC, il
a été montré que la surexpression d’IL-17 entraine une destruction articulaire, montrant in
vivo un role de I'IL-17 dans 1’érosion osseuse. Le blocage de I’'[L-17 par des anticorps
monoclonaux a montré la contribution de cette cytokine dans le processus inflammatoire
destructeur (Chabaud et al., 2000). La production d’IL-23 par les cellules dendritiques et les
macrophages activés entraine la production d’IL-17, suggérant un réle de 1’'IL-23 dans la

régulation de I’IL-17 (Lubberts et al., 2005).

Une autre cytokine est aussi trés impliquée dans la pathogenese de la PR et exerce également
une activité pro-inflammatoire : le vascular endothelial growth factor (VEGF). Le rdle de

cette cytokine sera détaillé dans la prochaine partie du manuscrit.

Pour contrebalancer les effets déléteres des cytokines pro-inflammatoires, la présence de
cytokines anti-inflammatoires comme I’'IL-4, I’IL-13 ou I'IL-10 ainsi que les inhibiteurs

naturels des cytokines pro-inflammatoires, tels que I’IL-1Ra, est nécessaire (van de Loo and
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van den Berg, 2002) La surexpression locale d’IL-10 entraine une amélioration de I’AEC
(Saidenberg-Kermanac’h et al., 2003). L’IL-10 est préférentiellement produite par les cellules
T régulatrices, tout comme 1’IL-35 (appartenant a la famille de I’IL-12) qui montre également
des propriétés suppressives dans le modeéle d’AEC (Niedbala et al., 2007). D’autres cytokines
de la superfamille de I’'[L-1 (IL-33), de la superfamille de I’'IL-2 (IL-15 et IL-21) jouent

¢galement un réle plus ou moins bien défini dans la PR.

IV. Place de ’angiogenése dans la PR

Le phénomene d’angiogenése, ou la formation de néo-vaisseaux, est important dans plusieurs
pathologies telles que la rétinopathie, le psoriasis, la croissance tumorale et la PR. La
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins contribue probablement a I’infiltration de la

membrane synoviale, la prolifération cellulaire et la formation de pannus synovial.

Le processus d’angiogenese est régulé par des facteurs pro- et anti-angiogéniques. Ces
médiateurs comprennent les cytokines, les chémokines, les facteurs de croissance, les
molécules d’adhésion, les protéinases et les composés de la matrice extracellulaires

(Szekanecz and Koch, 2001).
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A. Les facteurs de I’angiogenése
1. Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Le VEGF est un des médiateurs principaux du processus d’angiogenése. La famille du VEGF
comprend sept protéines codées par des génes différents : le VEGF-A, le VEGF-B, le VEGF-
C, le VEGF-D, le VEGF-E, le VEGF-F (Ferrara et al., 2003) et le PIGF (placental growth
factor) (figure 10). Toutes ces cytokines ont une séquence commune caractérisée par 8
résidus cystéines (« nceud a cystéines »). Ces membres exercent leur action via des récepteurs
VEGF-R1, VEGF-R2 et VEGF-R3. La neuropiline-1 (Nrp-1) et Nrp-2 sont des co-récepteurs
pour certains membres de la famille du VEGEF. Cette cytokine augment la perméabilité des
vaisseaux sanguins. Le PIGF se fixe spécifiquement sur le VEGF-R1 et induit sa
phosphorylation. Certaines études in vitro, ont montré que le PIGF stimule la croissance et la
migration des cellules endothéliales. VEGF-R1 et VEGF-R2 sont deux récepteurs a activité

tyrosine kinase exprimés principalement par les cellules endothéliales.

VEGF —
FRGE-. VEGF-C VEGF-C
PIGF Ao

BLOOD LYMPHATIC
VASCULAR ENDOTHELIUM
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‘ &

| Angiogenesis ] | Lymphangiogenesis l

Figure 10 : principaux membres de la famille du VEGF et ses récepteurs. (d’apres

Tammela et al., 2005)(Nash et al., 2006). Les VEGF-RI et -R2 sont exprimés sur les cellules
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endothéliales des vaisseaux sanguins. Ces deux récepteurs lient le VEGF ( VEGF-A), B, D et PIGF et
induisent [’angiogenése. Le VEGF-C et D sont capables de se lier au récepteur 3 et jouent un réle

principalement dans la lymphangiogeneése.

a VEGF-A

Cette cytokine est produite par plusieurs types de cellules telles que les cellules endothéliales,
les macrophages, et les lymphocytes T. Son role principal est I’induction de I’angiogenése et
de la lymphangiogenése, mais aussi dans la formation de tubes a partir des cellules
endothéliales. En effet, elle favorise la prolifération et la migration des cellules endothéliales.
Le géne codant pour le VEGF-A est situé sur de chromosome 6. Cette cytokine se lie au
récepteur VEGF-R1 et R2, mais aussi aux co-récepteurs Nrp-1 et 2. La surexpression de

VEGF-A induit une forte angiogenese dans les tissus (figure 11).

Le VEGF-A a été initialement décrit comme ¢étant un facteur sécrété par les cellules de
carcinome, favorisant la perméabilité¢ des vaisseaux. Cette cytokine induit également la
migration des cellules endothéliales. De plus, elle augmente la vasodilatation par induction de
eNOS (endothélial nitric oxide synthase) et la production d’oxyde nitrique NO (Maracle and
Tas, 2014). Le VEGF-A favorise aussi la survie des cellules endothéliales en induisant
I’expression des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Maracle and Tas, 2014). A I’heure
actuelle, il existe au moins six isoformes différentes du VEGF-A (121, 145, 165, 183, 189 et
206 acides aminés). Certains isoformes se lient également a I’héparine sulfate et a la

neuropiline. Ces isoformes du VEGF-A peuvent étre piégés dans la matrice extracellulaire.
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b. VEGF-B

Chez ’'Homme, le géne codant pour le VEGF-B est localisé sur le chromosome 11 (11q13) ;
il a une taille d’environ 4000 pb; il contient huit exons et six introns (Maracle and Tas, 2014).
Deux isoformes de cette molécule sont actuellement connus : le VEGF-B47 et le VEGF-B)g.
Le VEGF-B¢7 est exprimé par beaucoup de tissus notamment les muscles squelettiques et le
myocarde, en revanche, le VEGF-B g4 est exprimé uniquement par certains tissus et a une

faible quantité

Le VEGF-B se lie au VEGF-R1 et Nrp-1. De plus, il peut former un hétérodimere avec le
VEGF-A (Tammela et al., 2005)(Nash et al., 2006). Le VEGF-B47 peut se lier a ’héparine
sulfate, de cette manicre, il est séquestré dans la matrice extracellulaire. A I’inverse, le VEGF-

B¢ diffuse librement.

Le role du VEGF-B est mal connu. Cependant, les souris déficientes pour cette cytokine ont
de plus petits cceurs que les souris normales et ont du mal a se remettre aprés un infarctus du
myocarde induit expérimentalement. Ces observations suggerent que le VEGF-B intervient
dans la réparation des dommages au cours de 1’athérosclérose (Bellomo et al., 2000). De plus,
le VEGF-B aurait aussi un role dans 1’angiogenése impliquée dans 1’inflammation. En effet,
dans ’AEC, les souris dépourvues de cette cytokine ont une angiogenese diminuée (Mould et
al., 2003). Enfin, de fortes concentrations en VEGF-B sont associées avec le développement

de métastases dans le cas du cancer colorectal (Kawakami et al., 2003).

c¢. VEGF-C

Le géne codant pour cette cytokine est situé sur le chromosome 4 (4q34), et est formé de sept
exons. Le VEGF-C est synthétisé¢ sous forme d’un propeptide ; il subit une maturation

protéolytique formant un dimere secrété constitué de deux sous-unités de 29 et 31 kDa. Cette
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cytokine a une forte affinité pour le VEGF-R2 et -R3 (Joukov et al., 1997). Le VEGF-C est
exprimé par plusieurs tissus comme le cceur, les intestins, le placenta et la thyroide. Il joue un

role mitogénique et favorise la migration des cellules endothéliales.

Le VEGF-C est un chémoattractant pour les macrophages et son récepteur est exprimé par
une fraction de monocyte du sang périphérique ainsi que par les macrophages activés dans les
tissus (Skobe et al., 2001). Avec le temps, I’expression du VEGF-C diminue dans la plupart

des tissus, mais reste élevée dans les ganglions drainants (Lymboussaki et al., 1999).

d. VEGF-D

Comme le VEGF-C, la forme mature du VEGF-D se lie et active le VEGF-R2 et VEGF-R3.
Cette cytokine favorise la prolifération des cellules endothéliales. /n vivo, le VEGF-D induit
fortement I’angiogenése, mais moins la lymphangiogenése. Le VEGF-D murin se lie
uniquement au récepteur 3 (Tammela et al., 2005). Cela suggere que le VEGF-D a des roles
différents chez la souris et chez I’homme. Cette cytokine est présente dans différents tissus
chez ’homme ainsi que chez la souris. Néanmoins, chez la souris, le VEGF-D est treés
abondant dans la peau et le poumon pendant I’embryogenese. Il est aussi exprimé dans

plusieurs types tumoraux : mélanome, cancer du sein, cancer du poumon.

e. VEGF-E

Le VEGF-E est un dimére de 44kDa, il ne possede que 20% a 25% d’identité de séquence
avec le VEGF-A. Il ne contient pas de domaine de liaison a I’héparine. Le VEGF-E stimule la
prolifération des cellules endothéliales et la perméabilité vasculaire avec une activité similaire

au VEGF-A et se lie spécifiquement au VEGF-R2 (Meyer et al., 1999).
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f VEGF-F

Le VEGF-F a été identifié a partir du venin de serpent. Il en existe deux isoformes, la
vammine (110 acides amine) et VR-1 (109 acides amines). Ces deux protéines possedent 50%
d’homologie avec le VEGF-A et se lient au VEGF-R2 (Suto et al., 2005). In vitro et in vivo, le

VEGF-F bloque I’activité¢ du VEGF-A (Yamazaki et al., 2005).

8. Les angiopoiétines

D’autres médiateurs de I’angiogénése sont dentifiés depuis une vingtaine d’années : les
angiopoiétines. Cette famille comprend 4 ligands (Ang-1 a -4) qui se fixent sur deux
récepteurs a activité tyrosine kinase, Tie-1 et Tie-2. Les angiopoiétines agissent en synergie
avec le VEGF pour favoriser la maturation et la stabilisation des néo-vaisseaux (Semerano et
al., 2011). Les quatre angiopoiétines partagent la capacité¢ de se lier a Tie2. Ang-1 agit de
facon paracrine pour induire la phosphorylation de Tie2, et favorise le maintien et la stabilité
vasculaire (Metheny-Barlow and Li, 2003). Ang-1 protége les cellules endothéliales de
I’apoptose, agit sur leur survie, et permet leur migration. Ang-2 est exprimé par les cellules
endothéliales, est induite principalement par 1’hypoxie et est fortement exprimée dans le cas
des tumeurs. De plus, cette protéine joue un role dans la déstabilisation des vaisseaux

préexistants.

h. Placental growth factor (PIGF)

Le PIGF est un facteur de croissance exprim¢ dans plusieurs tissus humains : placenta, mais
aussi le poumon, le cceur, la glande thyroidienne. Il existe quatre isoformes : PIGF-1, PIGF-2,
PIGF-3 et PIGF-4. PIGF se lie au VEGF-R1. Certains membres de cette famille (PIGF-1,
PIGF-3), ne possedent pas de domaine de liaison avec I’héparine. Contrairement a PIGF-4 qui

est capable de se lier a I’héparine. PIGF2 est la seule isoforme se liant a NP-1 et NP-2.
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Un défaut en PIGF altére 1’angiogenéese, I’inflammation et la cicatrisation (Carmeliet et al.,

2001).
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Figure 11 : Angiogenése synoviale dans la PR induite par I’hypoxie et I’inflammation.

(D’aprées Maracle and Tas, 2014). Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans
[’angiogenese au cours de la PR, tels que les fibroblastes (FLS), macrophages, lymphocytes T
et B. Plusieurs médiateurs chimiques sont également impliqués (VEGF, TNF, IL-15, MMP...).

Toutes ces cellules et facteurs stimulent les cellules endothéliales a surexprimer des
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chimiokines et des molécules d’adhérence nécessaires a la néo-vascularisation, migration et

prolifération cellulaire.

2. Les récepteurs du VEGF

a. VEGF-R1

Le VEGF-R1 ou fms tyrosine kinase (FIt-1) est une protéine de 180 kDa. Elle est composée
d’une partie extracellulaire (constitué de sept domaines de type Ig), une seule partie
transmembranaire et un domaine intracellulaire de type tyrosine kinase (TK) (Shibuya et al.,
1990). C’est un récepteur de haute affinité pour le VEGF-A, le VEGF-B et PIGF. Au cours du

développement, ce récepteur est exprimé par I’endothélium et les angioblastes.

Le VEGF-RI joue un rdle dans la migration des monocytes et augmente les propriétés
adhésives des cellules NK (Barleon et al., 1996)(Lyden et al., 2001)(Chen et al., 2002). Ce
récepteur est impliqué dans la régulation de 1’angiogenése et la vascularisation. Cependant, il
joue un rdle principal dans la libération des facteurs de croissance spécifiques d’un tissu
(LeCouter et al., 2003). Le VEGF-R1 existe aussi sous forme soluble. Son réle est 1’inhibition
de la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGF (Kendall and Thomas,
1993). Ce récepteur soluble agit comme un antagoniste spécifique du VEGF-A et du PIGF. Le
VEGF-RI1 soluble est fortement exprimé dans le plasma de personnes atteintes de cancer,

d’ischémie ou de pré-éclampsie (Toi et al., 2002) (Levine et al., 2004).

b. VEGF-R2

Le VEGF-R2 est une protéine de 150 kDa (Terman et al., 1991). Il a été appelé kinase

domaine récepteur (KDR) chez I’homme. Le VEGF-R2 est exprimé par plusieurs types
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cellulaire: les cellules endothéliales, les cellules neurales, les ostéoblastes, les mégacaryocytes
et les cellules souches hématopoiétiques (Matsumoto and Claesson-Welsh, 2001). Comme le
VEGF-R1, ce récepteur est impliqué dans I’activation, la prolifération et la migration des
cellules endothéliales. De plus, il augmente la perméabilité vasculaire. Le VEGF-R2 est
nécessaire au role anti-apoptotique du VEGF sur les cellules endothéliales de veine de cordon

ombilicale (Gerber et al., 1998).

c. VEGF-R3

Le VEGF-R3 ou flt-4 est une protéine de 195 kDa composée de six domaines extracellulaires
de type Ig. Il lie le VEGF-C et le VEGF-D. L’épissage alternatif du géne codant pour ce
récepteur génere deux isoformes qui différent dans leur domaine C-terminal. Plusieurs études
ont démontré que dans certaines pathologies, notamment les tumeurs vasculaire, ce récepteur
est surexprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (Pajusola et al., 1993). Le
VEGF-R3 joue un rdle dans le développement cardiovasculaire et le réseau vasculaire

primaire au cours de I’embryogeneése.

d. Les neuropilines

Il existe deux neuropilines : la neuropiline-1 (NP-1) et la neuropiline-2 (NP-2). Chez
I’homme, le géne codant la NP-1 est localisé sur le chromosome 10 et celui codant la NP-2 se
trouve sur le chromosome 2. Chacun de ces deux genes est constitué de 17 exons (Bielenberg
et al.,, 2006). Les neuropilines comprennent dans leur domaine extracellulaire un domaine
liant le complément, un domaine homologue du facteur de coagulation V/VII et un domaine
MAM (meprin, A-5 protein, and receptor protein-tyrosine phosphatase mu) impliqué dans la
dimérisation de ce récepteur (Miao and Klagsbrun, 2000). Au cours de I’embryogenese, la

NP-1 est exprimée par les systémes nerveux et cardiovasculaire (Kitsukawa et al., 1995).
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Chez I’adulte, ce récepteur est exprimé par des cellules endothéliales, des cellules tumorales,
des ostéoblastes et des cellules stromales de la moelle osseuse, mais aussi les poumons, le

ceeur, le foie, les reins, le pancréas (Soker et al., 1998) (Tordjman et al., 1999).

La NP-1 peut lier le VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF, tandis que NP-2 lie le VEGF-A, le
VEGF-C et le PIGF (Makinen et al., 1999)(Gluzman-Poltorak et al., 2001). La NP-1 est un
co-récepteur, facilitant 1’interaction entre le VEGF 45 et le VEGF-R2 ; il est aussi impliqué
dans la formation de complexes avec le VEGF-R1 et augmente I’angiogenese tumorale in
vivo. Des études ont démontré que la surexpression de NP-1 chez des souris chimériques
entraine une augmentation de la formation de capillaires et de vaisseaux sanguins
accompagnée d’hémorragies et de malformations cardiaques. Il existe une forme soluble de
NP-1 agissant comme antagoniste naturel de la NP-1. Ce co-récepteur soluble inhibe la liaison
du VEGF s a ses récepteurs sur les cellules tumorales et a 1’endothélium. Sur les cellules
endothéliales, la NP-1 soluble empéche la phosphorylation des tyrosines du VEGF-R2 induite

par le VEGF 65 (Gagnon et al., 2000).

B. Role et mécanismes de I’angiogenése dans la PR

L’augmentation de [’angiogenc¢se est associée a plusieurs maladies inflammatoires,
notamment la néovascularisation oculaire et la PR. Dans le cas de la PR, ’angiogenése
précede les signes cliniques et histologiques de 1’inflammation (Hirohata and Sakakibara,
1999). Elle est aussi nécessaire a la persistance de I’inflammation et donc au maintien de la
pathologie (Semerano et al., 2011). Au cours de la PR, les leucocytes migrent de la circulation
sanguine vers la membrane synoviale. Cette migration implique un certain nombre de

molécules d’adhérence cellulaire, telles que les sélectines, les intégrines ainsi que leurs
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ligands. De plus, d’autres médiateurs inflammatoires comme les cytokines et des chimiokines
peuvent promouvoir a la fois I’adhérence cellulaire, et I’angiogene¢se. Ce dernier induit
’activation, la proliférationet la migration des cellules endothéliales ; ainsi les macrophages
activés entrent dans la membrane synoviale et participent au développement du pannus et a
I’érosion osseuse (Mansson et al., 1995). Il a été démontré in vitro, que le liquide synovial
provenant des patients atteints de PR, agit sur les cellules endothéliales humaines, en
modifiant leur morphologie. Il leur confére une structure en tube et induit 1’angiogenése
(Semble et al., 1985). Chez les malades, le nombre de vaisseaux sanguins de la membrane
synoviale est corrélé avec 1’hyperplasie synoviale et I’infiltration des cellules mononucléées
(Rooney et al., 1988). De plus, une prolifération vasculaire a était mise en évidence au niveau
des articulations enflammées en comparaison avec des articulatoires non enflammées
(FitzGerald et al., 1991). Les taux de VEGF dans le sérum des patients sont augmentés et
corrélés avec les marqueurs de 1’inflammation tels que la CRP (Harada et al., 1998). Méme
chez les patients atteints de PR depuis moins de 2 ans, les taux de VEGF sont élevés. Ce
résultat est en adéquation avec les résultats précédents qui suggerent que 1’angiogenese est
impliquée dans les premiers stades de la PR (Ballara et al., 2001). Chez les patients suivis
pour une polyarthrite débutante, les taux sériques de marqueurs de 1’inflammation sont
fortement corrélés avec les signes cliniques et biologiques d’arthrites, ainsi qu’avec la
destruction articulaire (Clavel et al., 2007). La sévérité des arthrites est corrélée avec les taux

de VEGF dans la PR et dans I’arthrite juvénile idiopathique (Maeno et al., 1999).
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V. Prise en charge thérapeutique de la PR

La prise en charge des patients atteints de PR associe plusieurs types de traitements. On
distingue des traitements dits « de fond » et les traitements ciblés dits les biothérapies anti-

cytokines.

A. Les traitements classiques

Les anti-inflammatoires stéroidiens, comme les corticostéroides, agissent sur 1’inflammation
et le gonflement. La toxicité des glucocorticoides est dépendante de la concentration a
laquelle ils sont utilisés, il est donc important de les utiliser a une dose la plus faible possible

(Saag et al., 1994).

Le méthotrexate est un produit anti-cancéreux, utilisé¢ depuis une soixantaine d’années. Il est
efficace a la fois sur les symptdmes cliniques et sur les signes radiologiques de la PR. Il
représente le traitement de premier choix. Il peut étre associé également aux traitements
ciblés, développés par la suite. D’autres DMARDs (disease-modifying antirheumatic drugs)
comme la salazopyrine et le [éflunomide sont utilisés plutdt en seconde ligne. Néanmoins,
I’efficacité de ces traitements apparait plusieurs semaines, voir méme plusieurs mois apres le
début de traitement. L’utilisation précoce de ces traitements peut entrainer une rémission

seulement chez certains patients et reste inefficace chez la majorité d’entre eux.

B. Les biothérapies et les traitements anti-cytokines

Les différentes études sur la PR ont permis de mieux connaitre les mécanismes

physiopathologiques impliqués dans cette maladie. Cela a permis le développement d’une
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nouvelle catégorie de traitement : les biothérapies passives, qui sont utilisées depuis une

vingtaine d’années.

Le développement d’une immunothérapie sélective permet de cibler non seulement des
médiateurs biologiques, tels que des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6, TNF-o)) mais
aussi des cellules ayant un rdle Iésionnel dans la PR. Ces traitements ont pour but de réduire

les signes cliniques de la maladie.

Différentes formes d’immunothérapies ont été développées : des anticorps monoclonaux
neutralisant une cytokine ou son récepteur, des protéines recombinantes ciblant les molécules
de co-stimulation, des antagonistes de récepteurs, des récepteurs solubles de cytokine. Les
premiéres immunothérapies autorisées pour traiter les patients atteints de PR ciblaient les
cytokines pro-inflammatoires. Par la suite, d’autres immunothérapies ciblant les cellules B ou
encore les cellules T ont été autorisées. D’autres thérapies sont basées sur des inhibiteurs de

molécules impliquées dans les voies de signalisation intracellulaire.

1. Les biothérapies ciblant le TNF-a

Le TNF-a est la cytokine majeure impliquée dans la physiopathologie de la PR et donc le
développement de traitements ciblant cette cytokine a semblé étre un choix logique pour
traiter la maladie. En effet, les anticorps monoclonaux et des récepteurs solubles anti-TNF-a
(figure 12) ont démontré une grande efficacité dans le traitement de la PR (Aaltonen et al.,

2012).
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a. Anticorps monoclonaux anti-TNF-o.

IlIs ont comme caractéristique de reconnaitre aussi bien le TNF-a soluble que le TNF-a

membranaire, mais aucun d’autres eux ne reconnait la lymphotoxine alpha (LT-a).

- L’infliximab (Remicade®) est un anticorps chimerique composé de la région variable
(25%) d’un anticorps murin anti-TNF-a avec la séquence d’une IgG1l humaine (75%). Cet
anticorps regut une AMM dans la maladie de Crohn en 1998, puis dans la PR et bien d’autres
pathologies impliquant le TNF-a. Il est établi qu’il reconnait aussi bien les monomeres de 17
kDa que les homotrimeres de 51 kDa du TNF-a soluble (Scallon et al., 2002). Depuis 2013,

des biosimilaires de I’infliximab sont utilisés chez les patients (Choy, 2014).

- L’adalimumab et le golimumab sont des anticorps humains, le premier obtenu par la
technologie de phage display, alors que le second a été obtenu a partir de souris transgéniques
immunisées par le TNF-a humain. Ces deux derniers, comme I’infliximab, sont des anticorps

monoclonaux entiers de type 1gG.

- Le certolizumab est un fragment Fab reconnaissant le TNF-a, couplé a du

polyéthyléne glycol, ce qui lui confere une certaine stabilité (Fleischmann et al., 2009).

b. Récepteur soluble du TNF-o.

L’étanercept (Enbrel®) a été¢ développé et commercialisé avant 1’infliximab (Moreland et al.,
1997). 1l est compos¢ d’une protéine de fusion associant deux fractions p75 du TNF-R2 avec
un fragment Fc d’une IgG1 (figure 12). 1l se lie aux formes homotrimériques du sTNF (TNF-
a soluble) et du mTNF (TNF-a membranaire), mais pas a la forme monomérique de sTNF
(Scallon et al., 2002). L’etanercept peut reconnaitre également la LT-o. Contrairement a
I’infliximab, 1’utilisation d’étanercept bloque la LT-a et entraine un défaut dans la structure

des centres germinatifs et une pauvreté du réseau des cellules dendritiques folliculaires (FDC)
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dans les amygdales, ainsi qu’une diminution du nombre de cellules B mémoires. De plus,
I’etanercept se lie uniquement a une seule molécule de mTNF, tandis que I’infliximab et
adalimumab peuvent se lier jusqu’a 2 homotrimeres. Cette protéine de fusion entraine une
diminution du taux de CRP dans la PR et les spondylarthropathies. En revanche, I’étanercept

a peu d’effet dans la maladie de Crohn (Sandborn et al., 2001)

Human Fv Humanized Fv
; Human Fv
/ Murine Fv y (murine CDRs)
Human Human Human Fab’'
Foyl Feyl Feyl
Infliximab Adalimumab Golimumab Certolizumab Polyethylene

glycol

Human TNFR2

Human Feyl

Etanercept

Figure 12 : Structure des différents anti-TNF avec les sites immunogéniques. (d’apres

Jani et al., 2014).
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c. Effets secondaires des biothérapies anti-TNF-o.

Malgré une grande efficacité des antagonistes du TNF-a dans le traitement des maladies
inflammatoires, ces traitements peuvent entrainer des effets secondaires importants chez les
patients. La complication majeure liée a [’utilisation des inhibiteurs du TNF-a est
I’augmentation de I’incidence des infections (Shale et al., 2010) (Saidenberg-Kermanac’h et

al., 2012) (van Dartel et al., 2013) (Bernal et al., 2016) (Keane et al., 2001).

En effet, le TNF-a est produit par de multiples cellules immunitaires (Vassalli, 1992) et a un
role important dans la mise en place de la réponse de 1’hote vis-a-vis des agents infectieux. Le
TNF-a permet I’activation et le recrutement des macrophages, la formation de granulomes,
ainsi que le maintien de ces derniers. Il a été rapporté que, sous anti-TNF-a, les patients
peuvent développer tous types d’infections opportunistes et on observe une réactivation de la

tuberculose (Winthrop, 2012) (Bouchentouf et al., 2014) (Singh, 2016) (Yun et al., 2015).

Les fortes doses d’anti-TNF-a sont plus particulierement associées a des risques accrus
d’infections (Leombruno et al., 2009). Néanmoins, la recherche systématique d’une
tuberculose latente chez les patients candidats au traitement par anti-TNF-o entraine une
diminution de ce risque. Contrairement a 1’étanercept, l'infliximab est plus susceptible de

causer la réactivation d’une tuberculose latente (Furst et al., 2004) (Rychly and DiPiro, 2005).

D’autres effets secondaires ont pu étre observés sous anti-TNF-a. Ainsi, ’étanercept
augmente €galement I’incidence des infections a mycobactéries ou fongiques (telles que les
candidoses) (Aikawa et al., 2015). L’infliximab augmente I’incidence des infections a
Listeria. Ces deux traitements seraient associés a une augmentation de maladies
autoimmunes, telles que le lupus ou des maladies démyélinisantes, ou au développement

d’anticorps anti-ADN. L’association, traitement par anti-TNF-o et augmentation de
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néoplasies, ou d’insuffisance cardiaque, n’est pas clairement démontrée (Efimov et al., 2009).
Les études menées par Wolfe ef al. en 2007 ont démontré une association entre ’utilisation de
biothérapies et le développement de cancers cutanés, hors mélanomes (Wolfe and Michaud,

2007) (Le Blay et al., 2012).

L’utilisation des biothérapies dans le traitement de la PR a amélioré la qualité de vie de
nombreux patients. Cependant, bien que ces traitements soient combinés aux traitements de
fond afin d’améliorer leur effet, moins d’1/3 des patients atteignent la rémission. Au cours du
temps, certains patients ne répondent plus au traitement du fait du développement d’anticorps
anti-médicament. Cette réaction est particulierement observée avec les anticorps chimériques,
plus rarement pour les anticorps humanisés. Environ 40% des patients ayant une PR active ne
répondent jamais au traitement par un anti-TNF-a (Vander Cruyssen et al., 2000).
L’utilisation d’un second antagoniste du TNF-a chez les patients n’ayant pas répondu au

premier n’est pas efficace. La question reste donc de savoir si dans ce cas le traitement anti-

TNF-a doit étre remplacé par une biothérapie dont le mécanisme d’action est différent.

2. Autres biothérapies

D’autres traitements ont été développés dans le but de cibler d’autres cytokines ou un type

cellulaire impliqué dans la PR (tableau 1)
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Tableau 1: Autres biothérapies passives utilisées dans la PR (Boissier et al 2011).

Nom du
médicament
Cible Type de molécule Nom de la
molécule
IL-1 IL- 1Ra Anakinra Kineret®
IL-6R Anticorps monoclonal Tocilizumab Ro-Actemra®
Lymphocytes T activé CTLAA4-Ig (protéine de fusion) | Abatacept Orencia®
Lymphocytes B CD20 Anticorps monoclonal Rituximab Mabthera®

C. Immunothérapies actives anti-cytokines

Comme nous I’avons vu précédemment, la majorité des immunothérapies utilisées pour traiter

la PR est basée sur I’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant les cytokines. Malgré

I’efficacité de ces traitements, cette stratégie présente des inconvénients, tels que le codt

(environ 10 a 15 K€ par an et par patient), ainsi que le développement d’une résistance vis-a-

vis du traitement au cours du temps. Ces inconvénients laissent place au développement

d’autres stratégies thérapeutiques. Parmi celles-ci se trouve 1I’immunothérapie active anti-

cytokine.

1. Principe

L’immunothérapie active anti-cytokine est basée sur le principe de la vaccination et sur la

capacité du systeme immunitaire a développer une réponse contre des antigénes spécifiques.
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Le but d’une telle stratégie est de générer de forts taux d’anticorps neutralisants la cytokine

ciblée. Plusieurs types de vaccins anti-cytokine ont été développés.

Une vaccination basée sur la modification d’'une protéine du soi en introduisant des épitopes
T étrangers immunodominants dans la structure native de la cytokine. Cela permet de générer
une réponse T helper (Th) contre 1’épitope, suffisante pour stimuler les B autoréactifs
spécifiques de la cytokine. Cette méthode a montré son efficacité a engendrer des auto-
anticorps contre le TNF-a dans un modele d’AEC (Dalum et al., 1999) ou contre I’IL-5 dans

un modele expérimental d’asthme (Tan et al., 2007).

Un autre type de vaccination consiste a utiliser les plasmides codant pour la cytokine cible. Ce
type de vaccination permet la présentation antigénique par le CMH I et le CMH 1I et stimule
la réponse mémoire (Tighe et al., 1998). La présence de séquence CpG dans le plasmide
explique sa capacité a servir d’adjuvant via la voie du TLRO. L’utilisation de vaccins a ADN
codant pour des protéines pro-inflammatoires dans des modéles murins, permet de protéger

les animaux dans I’AEC et dans I’EAE (Shen et al., 2007), (Youssef et al., 1998).

Une technique alternative, consiste a coupler une protéine biologiquement inactive a une
protéine porteuse trés immunogeéne. La réponse Th contre la protéine porteuse va aider les
cellules B auto-réactives a s’activer et se différencier en plasmocytes, permettant ainsi
I’obtention d’auto-anticorps anti-cytokine. Dans ce contexte, plusieurs protéines porteuses ont
¢été utilisées : des pseudo-particules virales (virus like particles, VLPs) (Rohn et al., 2006), de
I’hémocyanine de patelle (Keyhole Limpet Hemocyanin, KLH) (Le Buanec et al., 2007), de
I’ovalbumine (OVA) (Uyttenhove and Van Snick, 2006) ou encore des épitopes Pan DR

(PADRE) (Uyttenhove et al., 2004).
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De nombreux vaccins anti-cytokine ont été testés dans différents modeles animaux (tableau

2). Les avantages de I’'immunothérapie active sont sa simplicité et son colt moindre par

rapport a I’'immunothérapie passive.

Tableau 2 : Vaccination anti-cytokine dans différents modéles (Delavallée et al., 2010)

Cytokine ciblée Produit Maladie Espéce animale

mIL1-B peptides de mIL-13 / KLH AEC Souris

mIL1-0/mIL1-f mIL1-0/mIL1-B/VLP AEC Souris

mlIL-6 Analogues de mIL6 AEC, EAE Souris

mlL-17 mIL-17A/ VLP QB AEC, CAIA, Souris
EAE

mlL-27 plasmidemIL-27 p28 AIA Rat

mRANK-L TRANCE-RANK-L/VLP QB Ostéoporose Souris

rRANTES plasmides RANTES AA Rat

mTNFa mTNFa /epitopes T modifiés AEC, Souris
Cachexie

hTNFa hTNFa /KLH Arthrite, Souris TTg
Crohn

TNFa plasmide rTNFa AIA Rat

mTNFa plasmide hTNFa AEC Souris

mTNFa peptide du TNFa / VLPbiot. AEC Souris
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mTNFa peptidesdu  mTNFa- TNFa AEC Souris

/VLPbiot.

AIA : arthrite induite par adjuvant ; CAIA : arthrite induite par des anticorps anti-collagene ;
AEC : arthrite expérimentale au collagéne ; h : humain ; KLH : Keyhole Limpet Hemocyanin
;m . murin ; MCP : monocyte chemoattractant protein ; v : rat; RANK-L : Receptor activator
of NF-kB ligand ; RANTES (CCL-5) : Regulated upon activation normal T-cell expressed and
secreted; TTg : souris transgéniques pour le hTNF-o. ; VEGF : vascular endothelial growth

factor ; VLP : Virus-like particles.

2. Vaccination anti-cytokine entiére

a. Vaccination anti-TNF-a

L’immunisation contre le TNF-a a été développée en 1999 par Dalum et al (Dalum et al.,
1999). Cette stratégie a été testée d’abords dans des modeles murins de cachexie et d’AEC.
Dans ces deux pathologies, les symptomes sont diminués par vaccination avec du TNF-a

murin possédant des épitopes T modifiés n’induisant pas de réponse T anti-TNF-a.

De méme, dans le modele d’AEC, la vaccination par un plasmide hétérologue codant le TNF-
o induit la production d’anticorps anti-TNF et protege les souris des arthrites. Dans le modé¢le
d’arthrite induite par un adjuvant, I’injection d’un ADN nu codant le TNF-a inhibe les
arthrites (Wildbaum et al., 2000) (Jia et al., 2013). Les travaux précliniques menés au sein de
notre équipe avec un vaccin anti-TNF-a humain (h'TNF-K) développé par la société NéoVacs,
montrent que 1’immunisation avec hTNF-K induit la production d’un fort titre d’anticorps
neutralisants chez les souris transgéniques pour le TNF-a humain (TTg) (Le Buanec et al.,

2006) (Semerano et al., 2012). Ces souris transgéniques expriment constitutivement la
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cytokine humaine et développent des arthrites cliniques deés 8 semaines de vie. Nous avons
montré que la vaccination des souris avec le vaccin hTNF-K les protégent cliniquement et
histologiquement lorsqu’elles sont traitées avant le début des arthrites (Delavallée et al.,
2008). Ce traitement est aussi efficace pour le traitement d’arthrites établies (Delavallée et al.,
2009). La production d’anticorps induite par le vaccin suit une courbe en cloche. Apres 2 a 4
mois, le taux d’anticorps diminue et une aggravation de la maladie peut étre observée. Un
rappel par le vaccin inverse a la fois ces deux phénomenes : la diminution des anticorps
dirigés contre le TNF-a et I’aggravation des arthrites. Par ailleurs, I’injection de TNF-a
humain natif chez les animaux vaccinés n’induit pas de surproduction d’anticorps anti-TNF,

ce qui montre la nécessité de la coopération avec les lymphocytes T anti-KLH.

Les études précliniques chez la souris TTg ont contribué a I’initiation d’un essai clinique de
phase lia multicentrique mené par la société NéoVacs dans la maladie de Crohn (identifiant
ClinicalTrials.gov: NCTO01291810) et dans la PR (identifiant ClinicalTrials.gov:
NCTO01040715). L’¢étude dans la PR a été¢ menée sur 40 patients ayant re¢u des anti-TNF-a au
préalable, mais n’étant plus répondeurs a au moins un de ces traitements. Parmi ces patients,
24 ont développé des anticorps anti-TNF-a, associés chez 48% de ces derniers a une réponse

clinique modérée a bonne apres un an (Durez.P et al, 2014)

En 2014, la société NéoVacs a mené une étude clinique de phase IIb dans la PR (identifiant
ClinicalTrials.gov: NCT01040715). Malheureusement, les résultats obtenus aprés 6 mois ne

confirment pas 1’efficacité de ce vaccin chez les patients.
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b. Vaccination contre d’autres cytokines

Comme cité dans le tableau précédent, un vaccin anti-IL-17 a été congu par le couplage de la
cytokine a des VLP. L’utilisation de ce vaccin dans I’AEC, entraine la production d’anticorps

neutralisant I’IL-17 et protégeant les animaux des arthrites (R6hn et al., 2006).

De méme, des molécules VLP ont été couplées a la cytokine I’IL-1a ou I’IL-B de maniére a
induire une réponse anticorps rapide. Comme pour I’IL-17, ces vaccins ont démontré leur
efficacité dans I’AEC ou ils protegent les souris de I’inflammation et de la dégradation de 1’os

et du cartilage (Spohn et al., 2008).

3. Vaccination anti-peptides de cytokine

I1 s’agit d’une approche alternative a 1’utilisation de cytokines enti¢res, permettant de limiter
le cotit du vaccin. Des peptides de cytokines peuvent étre définis dans la zone d’interaction de
la cytokine avec son récepteur pour induire des anticorps bloquants. Ces peptides sont couplés

a des protéines porteuses pour les rendre immunogenes.

Cette technique a été utilisée pour neutraliser le TNF-a dans DP’arthrite au collageéne. Des
peptides du TNF couplés a des VLP ou a la KLH induisent la production d’anticorps anti-

TNF qui protegent du développement des arthrites (Spohn et al., 2007)(Sun et al., 2016).

De méme, des peptides de I’IL-1p situés dans la zone d’intéraction avec son récepteur ont été
définis d’apres des modeles informatiques, puis couplés a la KLH de maniére a les rendre
immunogenes. Dans les modeles d’AEC, ces vaccins induisent une forte production
d’anticorps neutralisants dirigés contre 1I’IL-1B. L’un des peptides protége les souris de

I’inflammation et de la destruction articulaire (Bertin-Maghit et al., 2005).
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Les immunothérapies passives anti-TNF utilisées dans la PR, basées sur [’utilisation
d’anticorps monoclonaux (infliximab, adalimumab, certolizumab) ou de récepteurs solubles
recombinants (etanercept), sont connues pour avoir des effets secondaires non négligeables.
On assiste en effet a la multiplication de certaines infections bactériennes sous anti-TNF,

notamment la réactivation de la tuberculose.

Partie 2 : Susceptibilité aux infections sous traitements anti-TNF-a

Comme nous ’avons déja vu, les traitements ciblant le TNF-a ont été parmi les premiéres
immunothérapies ciblées disponibles en thérapeutique et ont révolutionné la prise en charge
des patients atteints de pathologies autoimmunes et inflammatoires telles que la polyarthrite
rhumatoide, les spondylarthrites, la maladie de Crohn ou le psoriasis. Cependant, il apparait
que le blocage du TNF-a augmente le risque de réactivation d’une tuberculose ou la survenue
d’autres infections (Atzeni et al., 2015). Des études récentes ont montrés que le risque de
développer une infection comme la listériose ou /et encore une tuberculose est plus grand
pour les patients traités par des anticorps monoclonaux anti-TNF-a que pour ceux traités par

le récepteur soluble du TNF-a (Olleros et al., 2002) (Abreu et al., 2013).

A. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. m) est une bactérie opportuniste Gram positive, responsable d’une
infection alimentaire (la listériose). Bien que la listériose ait été découverte dans les années
1920, ce n’est que dans les années 80 que 1’on établit un lien formel entre la maladie et la
consommation des aliments contaminés (Jeffrey M, 1988). La listériose est diagnostiquée
principalement dans les pays industrialisés. Cette infection constitue un véritable probléme de

santé publique.
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Le modele d’infection par L.m est tres utilis€ pour ¢tudier les interactions hote-pathogene
puisque cette bactérie €labore de nombreuses stratégies pour franchir les barrieres biologiques
de I’organisme afin d’infecter les cellules (Corr and O’Neill, 2009) (Stavru et al., 2011)

(Cossart, 2011) .

Une partie de mes travaux de thése m’ont permis d’étudier la réponse immunitaire contre
cette bactérie. J’ai donc étudié le rdle et ’implication du TNF-a dans le controle de la réponse
anti-Listeria et je me suis intéressée aux effets de la neutralisation du TNF-a (notamment avec

la stratégie vaccinale) au cours de cette infection.

1. Découverte de L. monocytogenes

Le nom de Listéria a été donné en I’honneur de Joseph Lister, inventeur de 1’antisepsie dans
la chirurgie opératoire. Cependant, 1’isolement et la découverte de la bactérie est attribué a
E.G.D. Murray et en 1926, cette bactérie est officiellement identifiée Bacterium
monocytogenes comme ¢tant a 1’origine d’une septicémie mortelle affectant les lapins et les

cochons d’Inde du laboratoire de E.G.D. Murray (Murray et al., 1926).

L.m est un petit bacille Gram positif (0,4 a 1,5 um) appartenant au régne des bactéries et a
I’embranchement des Firmicutes. Il existe 6 especes de Listéria : monocytogenes, innocua,
ivanovii, grayi, seeligeri, welshimeri, mais seules L. monocytogenes et ivanovii sont

infectieuses pour I’homme.

L.m est une bactérie intracellulaire, aérobie, anaérobie facultative et non sporulée mobile
entre 10 et 25°C grace a ses flagelles. On la retrouve dans divers milieux comme les eaux
(lacs, rivieres, eaux d’égout), le sol ou la végétation, mais I’habitat naturel de cette bactérie

semble étre les plantes en décomposition. Les animaux domestiques ruminants sont
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considérés comme des porteurs asymptomatiques. La listeria est tres résistante, en effet, elle a
la capacité de se multiplier dans des fourchettes de température comprises entre -2° et +45°C,
sa température optimale étant entre +30 et +39°C. Elle peut également survivre dans des
solutions trés concentrées en sel ou dans des milieux ou le pH s’étend de 4,6 a 9,6, voire

méme plusieurs mois dans la boue (Watkins and Sleath, 1981) (King et al., 2003).

2. Manifestations cliniques de la listériose

Les infections a L.m sont mortelles dans 20% a 30% des cas. La bactérie peut contaminer un
certain nombre d’aliments, cependant, la consommation de ces aliments en petites quantités
ne provoque pas I’apparition des symptomes. Lorsque les aliments sont fortement contaminés,

la listériose peut se manifester sous plusieurs formes.

La période d’incubation est comprise entre 48 heures et 3 mois. La durée d’incubation chez
les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli est beaucoup plus courte (10 a 70 jours)

ce qui rend difficile I’isolement de la source contaminée.

Chez les personnes en bonne santé cette infection se manifeste par un état grippal, de la ficvre
et une gastroentérite (Vazquez-Boland et al., 2001)(Wing and Gregory, 2002). Autrefois
considérée comme une manifestation silencieuse de la maladie, il apparait actuellement que
ces troubles intestinaux soient accompagnés dans 70% des cas par une atteinte de la rate
(Aureli et al., 2000)(Dalton et al., 1997). Chez les sujets immunocompétents, la bactérie est
¢liminée spontanément en quelques jours. En revanche, les manifestations cliniques sont
beaucoup plus séveres chez les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli comme
chez les femmes enceintes, les nouveau-nés, les personnes agées, les personnes infectées par

le VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine), ou les patients PR traités par anti-TNF. Les

87



femmes enceintes constituent un risque potentiel de dissémination de la listeria chez la mere

comme chez le foetus.

L.m peut infecter le placenta, induire la formation d’abces et franchir la barriere placentaire.
Les infections materno-feetales sont responsables d’avortements ou d’infections néonatales
avec un taux de mortalité tres fort (Lecuit et al., 2004). L’infection du feetus se manifeste par
la présence de microabces dans plusieurs organes notamment le foie, la rate et la peau.
Cependant, en raison d’ingestion de liquide amniotique contaminé, la bactérie est présente en
forte concentration dans les intestins et le poumon du feetus. La contamination peut également
survenir durant I’accouchement et cela se manifeste par une conjonctivite importante voir une

méningite.

3. Dissémination intracellulaire et mode d’infection

L’infection par L.m commence par I’ingestion des aliments contaminés et sa dissémination
repose sur la capacit¢ de la bactérie a franchir les barricres physiologiques (barricre
intestinale, placentaire et hémato-encéphalique). L.m a la capacité de résister a la mort
intracellulaire aprés phagocytose par les macrophages et de ce fait coloniser de nombreuses

cellules non phagocytaires (figurel3) (Cossart and Toledo-Arana, 2008).
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Figure 13 : Les différentes étapes de la dissémination de L.m dans I’organisme.

(D’apres Cossart and Toledo-Arana, 2008)

4. Role du TNF et mise en place de la réponse immunitaire de ’hote en réponse a
P’infection par Listéria

L.m est I’'un des modeles les plus utilisés afin d’étudier I'immunité innée et adaptative. En

effet, ces deux types de réponses sont mises en place afin de contrdler complétement

I’infection (Zenewicz and Shen, 2007). Dans des modéles murins, suite a ’infection par L.m,

cette derniere se retrouve dans le foie et la rate ou elle est internalisée par les macrophages

résidents (Golovliov et al., 2003)(Aoshi et al., 2009).
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Les premicres cellules de 'immunité innée qui rentrent en contact avec Listéria sont les
macrophages et les neutrophiles (Pamer, 2004). Ces cellules jouent un rdle essentiel dans le
contrdle de la croissance bactérienne en ingérant les pathogénes et en produisant des
substances antimicrobiennes (Rogers and Unanue, 1993). Les neutrophiles sont trés vite
recrutés sur le lieu de I’inflammation et leur déplétion par administration d’anticorps anti-Grl
augmente la susceptibilit¢ des souris a I’infection par Listéria (Czuprynski et al.,

1994)(Conlan and North, 1994).

Une fois arrivés sur le site de I’inflammation, les neutrophiles vont produire des chimiokines
comme CSF-1 (Colony-Stimulating Factor-1) et MCP-1 (Monocytes/macrophages
Chemoattractant Protein-1) destinées a attirer les macrophages sur ce méme site (Guleria and

Pollard, 2001).

Les macrophages résidants comme les cellules de Kupffer dans le foie sont les premiers
initiateurs de la mort bactérienne. En réponse a I’infection, les macrophages produisent des
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a ou I’'[L-12 afin notamment d’activer les
cellules NK (Havell, 1987) (Shaughnessy and Swanson, 2007). Ces dernic¢res produisent de
I’IFN-y dont le role est d’activer les macrophages et d’augmenter leur activité¢ anti-
bactérienne (Tripp et al., 1993). TNF-a et IFN-y sont essentiels a la réponse précoce contre
Listéria puisque les souris déficientes en ces cytokines ou en leurs récepteurs meurent
rapidement apres ’infection (Pfeffer et al., 1993)(Harty and Bevan, 1995) (Yin and Ferguson,
2009) (Pitt et al., 2016). Au cours de l’infection ces différentes cellules immunitaires
produisent des réactifs oxygénés et des intermédiaires azotés importants dans I’induction de la
mort bactérienne (Remer et al., 2002). Des études ont montré le role de iNOS dans la réponse

anti-Listeria et les souris déficientes en iNOS sont beaucoup moins résistantes a I’infection et
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montrent une charge bactérienne beaucoup plus élevée que celle des souris sauvages

(MacMicking et al., 1995)(Shiloh et al., 1999).

La production de TNF-a et de NO est donc essentielle pour contenir I’infection. Méme si les
macrophages semblent étre la source majeure de leur production, il semble qu’un certain type
de cellules dendritiques nommées TipDC (TNF and iNOS-producing DC) produisent elles

aussi ces deux protéines.

L’IFN-y est également une cytokine importante pour le controle de 1’infection primaire par
Listéria, et les lymphocytes NK et T yd en sont une source de production (Tripp et al., 1993).
Plusieurs travaux ont montré que 1’apoptose des cellules T ainsi que la perte de cellules
produisant du TNF sont a ’origine de I’augmentation de la charge bactérienne dans les tissus

(Carrero et al., 2004) (Auerbuch et al., 2004).

La mise en place d’une réponse anti-Listeria par I’immunité innée est essentielle pour contenir
I’infection dans un premier temps. Cependant, une réponse adaptative est nécessaire pour
éradiquer totalement les bactéries et les DC semblent assurer le lien entre I’immunité innée et
adaptative (Charles A. Janeway and Medzhitov, 2002) (Arnold-Schrauf C, 2014). La
présentation d’antigéne se fait généralement par le CMH de classe 1 (Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢ de classe 1) suite a la dégradation par le protéasome des protéines
secrétées par L.m. Les peptides sont ainsi transportés jusqu’au RE ou ils sont chargés sur le
CMH de classe I pour étre présentés aux cellules T CD8+ (Guermonprez et al., 2003)(Finelli
et al., 1999). Les CPA professionnelles peuvent également présenter des antigénes issus des
bactéries dégradées par le lysosome. Les peptides sont alors présentés par le CMH de classe 11
aux cellules T CD4+. Les antigenes issus du lysosome peuvent également étre chargés par le

CMH I via un processus de cross-présentation.
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Les souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency) mettent en place une réponse innée et
résistent dans un premier temps a 1’infection (Carrero et al., 2006). Elles développent par la
suite une infection chronique en raison de leur incapacité a éliminer complétement les
bactéries. Chez ces souris, le transfert de cellules T CD8+ permet une élimination complete

des bactéries (Nickol and Bonventre, 1977)(Bhardwaj et al., 1998).

Les cellules T CD8+ spécifiques de Listeria sont détectables environ quatre a cing jours apres
infection et le pic de réponse de ces cellules intervient apres sept a neuf jours (Busch et al.,
1998). Les T CDS8+ confeérent une protection immunitaire contre Listéria grace a deux
mécanismes : par la lyse des cellules infectées grace a la synthése de perforine et de granzyme
B et par la production d’IFN-y pour activer les macrophages. D’autres études portant sur la
réponse adaptative contre Listéria suggerent que les T CD4+ aident a ’activation des

macrophages au cours de I’infection.

B. Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis est 1’agent responsable de la tuberculose humaine. Ce pathogene a été
découvert en 1882 par Robert Koch. Le bacille tuberculeux ou bacille de Koch (BK)
appartient a I’ordre des Actinomycetales, au sous-ordre des Corynebacterineae et a la famille

des Mycobacteriaceae comprenant un seul et unique genre Mycobacterium (Daniel, 2006).

Les especes appartenant au genre Mycobacterium peuvent étre divisées en deux groupes
principaux selon leur temps de croissance : les espéces a croissance lente qui nécessitent plus
de 7 jours pour former des colonies visibles sur des supports solides, et les especes a
croissance rapide qui exigent moins de 7 jours. Les espéces a croissance lente sont souvent

pathogenes pour 1'Homme ou les animaux alors que les espéces a croissance rapide sont
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habituellement considérées comme non pathogenes pour 'Homme, bien que d'importantes
exceptions existent (Shinnick and Good, 1994). Ainsi on peut ¢galement distinguer 3 groupes
au sein du genre Mycobacterium selon leur pathogénie : les mycobactéries pathogeénes strictes
pour I’Homme, les mycobactéries pathogénes opportunistes et les bactéries non pathogénes
dites saprophytes présentes dans I’environnement. Dans le groupe des pathogenes stricts, on
trouve M. leprae, I’agent responsable de la lepre et M. tuberculosis qui forme avec les especes
suivantes, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, et M. canettii, le
sous-groupe appelé « complexe M. tuberculosis ». Les mycobactéries autres que celles du
complexe M. tuberculosis sont communément regroupées sous le nom de mycobactéries non-
tuberculeuses (NTM). Ce sont des pathogenes opportunistes de ’Homme responsables de
pathologies notamment chez les sujets immunodéprimés (Wagner and Young, 2004) ou des

especes sans pathologie connue comme M. smegmatis.

Le bacille tuberculeux est une bactérie immobile a gram-positif se présentant sous forme de
batonnet droit ou légérement incurvé de 0,2-0,5 um de largeur sur 2-4 um de longueur. M.
tuberculosis est un parasite intracellulaire, il contient une forte teneur en lipides (40-60% du
poids sec de la paroi) une spécificité conférant la propriété d’acido-alcoolo-résistance aux
mycobactéries, ce qui permet leur identification en microscopie avec la coloration Ziehl-
Neelsen. Les mycobactéries conservent la coloration par la fuchsine phéniquée (fuchsine de
Ziehl) malgré I’action combinée de 1’alcool et des acides, 1a ou dans les mémes conditions,

toutes les autres bactéries sont décolorées.

1. Infection par M. tuberculosis

La tuberculose est principalement une infection pulmonaire qui débute généralement par
I’inhalation d’aérosols contenant des bacilles tuberculeux. L’agent infectieux, M. tuberculosis

parvient jusqu’aux alvéoles pulmonaires ou les cellules immunitaires de 1’individu infecté,
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notamment les macrophages, vont le phagocyter (Dheda et al., 2016). Néanmoins, M.
tuberculosis, posséde de nombreux dispositifs pour échapper aux agressions du macrophage
et survivre au sein méme des cellules immunitaires (Cambier et al., 2014). Ainsi, un individu
réagira de trois manieres différentes face a une infection par des germes tuberculeux, en
fonction de son 4age, de son patrimoine génétique, et surtout de l’état de son systéme
immunitaire (Figure 14) (Kaufmann and McMichael, 2005). Cas (i) : le systéeme immunitaire
combat I’infection et le bacille tuberculeux est éradiqué, il s’agit d’un cas rare, voire
inexistant. Cas (ii) : le systtme immunitaire est débordé par I’infection, la tuberculose se
déclare chez I’individu infecté et il faut la traiter. Il s’agit du cas typique pour les sujets
immunodéficients, soumis a certains traitements médicaux. Cas (iii) : I’infection est ici
contenue par le systtme immunitaire dans des structures complexes multicellulaires « les
granulomes ». L’individu ne développe pas la maladie immédiatement, on parle ici de «
primo-infection » et de « bacilles dormants ». Il s’agit du cas le plus fréquent, il survient pour
environ 90% des personnes contaminées. Mais certains facteurs, comme par exemple une
réinfection ou une immunodépression passagere, peuvent déstabiliser 1’équilibre entre la
charge bactérienne et le systtme immunitaire. Les structures de confinement mis en place par
le systtme immunitaire ne sont plus en mesure de circonscrire 1’infection, la tuberculose se
déclare, c’est la phase de réactivation. Cette particularité de M. tuberculosis de pouvoir entrer
dans une phase dite de « dormance » participe a sa large dissémination dans le monde.
L’OMS estime qu’un tiers de la population terrestre est infectée par des germes dormants de
M. tuberculosis (Dheda et al., 2016). Qu’il soit dormant ou métaboliquement actif, le bacille
de Koch est protégé par une enveloppe qui forme une barriere imperméable aux solutés,
conférant aux mycobactéries une résistance naturelle aux antibiotiques et aux attaques de
I’hote. Cette enveloppe mycobactérienne complexe reste encore aujourd’hui un champ

d’investigation scientifique important.
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Figure 14 : Physiopathologie de I’infection par M. tuberculosis.

(d’apres Kaufmann and McMichael, 2005). Le bacille de la tuberculose M. tuberculosis
infecte I’homme par inhalation de gouttelettes contenant des bacilles. Trois cas de figures sont
envisageables : (i) : le bacille est éradiqué par le systtme immunitaire, (ii) : le systeme
immunitaire est débordé par I’infection, la tuberculose se déclare chez 1’individu infecté, (iii) :
I’infection ne se déclare pas, les bactéries sont confinées par le systéme immunitaire dans des
granulomes. L’équilibre entre la charge bactérienne et le systéme immunitaire peut &tre rompu
par des facteurs comme une réinfection ou une immunodépression passagere, c’est la phase de

réactivation.
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2. Place du TNF-a dans la réponse immunitaire au cours de P’infection par M.

tuberculosis

Au cours de I’infection, une réponse de I'hdte efficace contre la tuberculose implique la
différenciation d’un panel de cellules (lymphocytes, macrophages, ...) (Guirado et al., 2013)
(Prezzemolo et al., 2014). Ces cellules contribuent au développement et a la formation du
granulome. Le TNF-a va jouer un réle crucial dans le maintien du granulome au cours de
cette réponse puisqu’il stimule la production des chimiokines et I’expression des molécules
d’adhérence, ce qui contribue a la formation du granulome (Fallahi-Sichani et al., 2010)
(Marino et al., 2011) (figure 15). Des études menées chez la souris déficiente en TNF-a ont
montrés une désorganisation des granulomes ce qui provoque une mortalité des souris
infectées. De méme le TNF-a augmente la capacité phagocytaire des macrophages ; et induite

I’apoptose des cellules infectées.

Le TNF-a agit aussi sur les cellules T et contribue a la modulation de la réponse

inflammatoire localement, empéchant par cela une destruction des tissus.
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Figure 15 : role du TNF-a dans Dactivation et la formation du granulome au cours de

P’infection. (Ehlers, 2003)
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3. Effets de la neutralisation du TNF-a et la tuberculose

Comme indiqué précédemment, le TNF-a a un rdle important durant la réponse contre les
infections. Beaucoup d’études décrites dans la littérature ont mis en évidence des effets
négatifs du blocage du TNF-a par les biothérapies. En effet, la neutralisation compléte du
TNF-a doit étre évitée pour garder un seuil résiduel de cytokine nécessaire non seulement
pour recruter des cellules inflammatoires, mais également pour réguler les mécanismes

antibactériens.

Le signal d’alarme sur des cas de tuberculose sous anti-TNF-a a été lancé en 2001 par Kaene
et al (Keane et al., 2001), en rapportant 70 cas répertoriés entre 1998 et 2001 par la FDA’s
AERS (Food and Drug Association’s Adverse Event Reporting System). Parmi ces cas, 67 %
¢taient traités pour polyarthrite rhumatoide et 26 % pour maladie de Crohn. De plus 64 de ces
cas sont survenus dans des pays de faible endémicité pour la maladie. La tuberculose était
extra-pulmonaire et disséminée dans 56 % et 24 % des cas respectivement. Douze déces
étaient notés dont 4 directement liés a la tuberculose. Toutes ces données vont étre rapidement
confirmées par plusieurs études concernent essentiellement la PR (Baronnet et al., 2011). Le
risque de tuberculose chez les patients atteints de PR non traités par anti-TNF-a était 2 a
10 fois supérieur a celui de la population générale. Il était encore 2 a 4 fois plus important
sous anti-TNF-a. Au cours de la maladie de Crohn, le risque semble similaire (Miehsler et al.,
2010), (Winthrop et al., 2013) Toujours selon Baronnet et al., plus de la moitié des
tuberculoses survenaient au cours de la premiere année de traitement par anti-TNF-a, le plus
souvent apres la 3éme injection. La plupart des cas de tuberculose observés étaient des
réactivations de tuberculoses extra pulmonaires dans 60 % des cas et disséminées dans 25 %.

La mortalité était élevée (1 fois/10) soit 10 a 20 fois supérieure a la tuberculose commune.
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Des études plus récentes ont démontré que le traitement avec l'infliximab était associé a des
cas de tuberculose particulierement sévere. L'intervalle entre 1’infection et le début de

traitement avec l'infliximab était seulement de 12 semaines (Yasui, 2014)
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De nombreux traitements ont fait leur apparition, enrichissant la palette de médicaments
disponibles pour traiter la PR. Parmi les traitements actuels utilisés, les anticorps
monoclonaux anti-TNF (infliximab, adalimumab, certolizumab, golimumab) et le récepteur
soluble du TNF (étanercept), ont montrés une efficacité remarquable dans la PR ainsi que
dans d’autres maladies TNF-dépendantes. Néanmoins, ils existent des patients ne répondant
pas a ces immunothérapies passives anti-TNF alors que d’autres y échappent au cours du
temps. Une stratégie alternative de neutralisation du TNF par la vaccination a été développée
au sein de notre laboratoire et en collaboration avec la société NéoVacs. Ce vaccin est
composé de TNF humain couplé a une protéine porteuse (KLH). Les travaux précliniques
men¢s au laboratoire ont démontré son efficacité chez la souris TNF transgénique. Cependant,
ce vaccin ne reconnaissant pas le TNF de souris, la sécurité de cette approche n’a pas pu étre

explorée.

La majeure partie de mes travaux de thése présentés dans ce manuscrit ont eut pour but
d’approfondir les connaissances sur les conséquences de la neutralisation du TNF-a par une
stratégie vaccinale. Nous avons développé un vaccin anti-TNF murin au laboratoire en
complexant la cytokine a la KLH. Notre objectif premier a été d’étudier 1’efficacité de ce
vaccin dans deux modeles d’arthrite. Nous avons ensuite évalué¢ les conséquences de la
neutralisation du TNF par la vaccination dans les modeles d’infection a Listeria
monocytogenes et a Mycobacterium tuberculosis. Cette seconde partie a été menée en

collaboration étroite avec 1’équipe de Bernhard Ryffel a Orléans (article 2).

Enfin, dans la deuxiéme partie de mon projet, nous avons cherché a développer une stratégie
alternative de neutralisation du VEGF par la vaccination. Cette approche vaccinale, basée sur
des peptides ou la cytokine enti¢re a démontré son efficacité dans un modéle murin d’arthrite

(article 1).
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Article 1

La vaccination anti-VEGF-A réduit D’inflammation et Ila
destruction articulaire dans des modéles expérimentaux

d’arthrite.

Luca Semerano*, Emilie Duvallet*, Nadia Belmellat, Nicolas Marinval, Nicolas Schall,

Maélle Monteil, Géraldine Grouard-Vogel, Emilie Bernier, Marc Lecouvey, Hanna Hlawaty,

Sylviane Muller, Marie-Christophe Boissier, Eric Assier

Angiogenesis (2016) 19:39-52.

Contexte

L’angiogenése est un processus jouant un réle clé¢ dans la formation et le maintien du pannus
synovial au cours de la PR. Plusieurs études ont mis en évidence une surexpression du VEGF
dans le liquide et la membrane synoviale des articulations. Le VEGF permettrait I’hyperplasie
synoviale et I’infiltration des tissus par les cellules inflammatoires grace a la formation de néo
vaisseaux. La grande variété¢ d’isoformes du VEGF ainsi que I’existence de plusieurs
récepteurs et corécepteurs de cette cytokine nécessitent la mise en place de stratégies

thérapeutiques tres spécifiques.

Dans cette optique, nous avons commence par évaluer 1’intérét d’une neutralisation du VEGF

dans I’AEC grace a un vaccin constitué de la cytokine entiere couplée a la KLH (collaboration
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avec NéoVacs). Puis, afin d’inhiber plus spécifiquement I’interaction entre le VEGF-A et son
corécepteur, la neuropiline -1 (NP-1), nous avons défini deux peptides dans la séquence du
VEGF-A murin, localisés prés des zones d’interaction avec NP-1. Ces deux peptides ont été

couplés a la KLH pour obtenir deux vaccins Vpepl-K et le Vpep2-K.

Résultats

Dans le modele d’AEC, nos résultats montrent que les deux vaccins VEGF-K et Vpepl-K

réduisent significativement les scores cliniques et histologiques d’arthrite.

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence la capacité neutralisante des anticorps
anti-VEGF générés par les deux types de vaccins sur la prolifération des cellules HUVEC
induite par le VEGF in vitro. Nous avons également montré par une ¢étude histologique des
articulations des souris arthritiques que le vaccin VEGF-K induisait une réduction

significative du nombre de vaisseaux sanguins dans la membrane synoviale.
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Abstract

Objectives  Inflammation and angiogenesis are two tightly
linked processes in arthritis, and therapeutic targeting of
pro-angiogenic factors may contribute o control joint
inflammation and synovitis progression. In this work, we
explored whether vaccination against vascular endothelial
growth factor (VEGF) ameliorates collagen-induced
arthritis (CIA).

Methods  Anti-VEGF vaccines were heterocomplexes
consisting of the entire VEGF cytokine (or a VEGE-
derived peptide ) linked to the carder protein keyhole lim-
pet hemocyanin (KLH). Two kinds of vaccines were
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separately tested in two independent experiments of CIA.
In the first, we tested a kinoid of the murine cytokine
VEGF (VEGF-K). obtained by conjugating VEGF-A to
KLH. For the second, we selected two VEGF-A-derived
peptide sequences o produce heterocomplexes (Vpepl-K
and Vpep2-K). DBA/] mice were immunized with either
VEGF-K. Vpepl-K. ar Vpep2-K, before CIA induction.
Clinical and histological scores of arthritis. anti-VEGE
anti-Vpep Ab titers, and anti-VEGF Abs neutralizing
capacity were determined.

Results Both VEGF-K and Vpepl-K significantly ame-
liorated clinical arthritis scores and reduced synovial
inflammation and joint destruction at histology. VEGF-K
significantly reduced synovial vascularization. None of the
vaccines reduced anti-collagen Ab response in mice. Both
VEGF-K and Vpepl-K induced persistently high titers of
anti-VEGF Abs capable of inhibiting VEGF-A bioactivity.
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Conclusion  Vaccination against the pro-angiogenic factor
VEGF-A leads to the production of anti-VEGF polyclonal
Abs and has a significant anti-inflammatory effect in CIA.
Restraining Ab response to a single peptide sequence
(Vpepl) with a peptide vaccine effectively protects
immunized mice from joint inflammation and destruction.

Keywords
Arthritis

VEGF - Peptides - Vaccines - Inflammation -

Introduction

Angiogenesis is a key process in theumatoid arthritis (RA)
pathophysiology [1. 2]. The formation of new vessels from
preexisting ones allows the delivery of oxygen. nutrients,
and the influx of inflammatory cells in the developing
gynovial pannus. In RA, inflammation and angiogenesis are
two closely related processes. Many inflammatory media-
tors exert significant pro-angiogenic action [3-5], while
pro-angiogenic factors, as vascular endothelial growth
factor (VEGF) and angiopoietins, up-regulate several pro-
inflammatory pathways leading to leukocytes recruitment,
infiltration. and secretion of inflammatory mediators |6).
Selective targeting of pro-inflammatory cytokines, or of
cells involved in their productions, gave unprecedented
results in RA management [7]. Conversely, angiogenesis-
targeting treatments only held intriguing preclinical results
in arthritis models, Human VEGF-A gene encodes multiple
isoforms composed of 121, 145, 165, 189, and 206 amino
acids, with overlapping functions due to differential bind-
ing to the three different VEGF receptors and co-receptors
like peuropilins [8]. VEGF-165 is considered the major
player in both physiological and pathological angiogenesis
[9]. Experimental evidence supports the notion that VEGF
might be endowed with a pro-inflammatory activity in
arthritis. Hence, VEGF/VEGF-R system blockade may
prove useful for arthritis treatment. VEGF-A and VEGF-R
are expressed during collagen-induced arthritis (CIA). and
their levels comrelate with disease severity and histological
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scores of synovial vascularization [10. 11). VEGF gene
transfer aggravates, while anti-VEGF antiserum could
delay synovitis onset in mice CIA [10, 12]. Similar results
were obtained with anti-VEGF-R1 antibodies in K/BxN
mice spontaneous arthritis model [13].

Active anti-cytokine immunization is a potential alter-
mative strategy to monoclonal antibodies (mAbs) to block
cytokines involved in disease processes |14). The aim is to
induce the endogenous production of polyclonal anti-cy-
tokine Abs. We have contributed to the development of
active anti-TNF vaccimation from proof of concept to
clinical trial in RA [14-16]. The vaccine is called kinoid of
TNF (TNF-K) and is a heterocomplexe of the cytokine
conjugated to a carrier protein, the keyhole limpet hemo-
cyanin (KLH). Kinoids lead to rupture of tolerance of
quiescent cytokine-specific B cells, thereby inducing a
polyclonal anti-cytokine Ab response. In principle. kinoids
may be obtained from any cytokine of interest.

Bevacizumab is an anti-human VEGF-A monoclonal
antibody used for treating several metastatic and non-
metastatic solid cancers [17]. A previous report showed
that the kinoid of human VEGF-A was as effective as
bevacizumab for suppressing tumor angiogenesis and
metastases in implanted solid human tumors in mice with
severe combined immunodeficiency [18]. Conversely, the
potential role of anti-VEGF active immunization in RA is
hitherto unexplored,

Here, we report the protective effect on CIA of active
immunization targeting VEGF in two sets of experiments. In
the first. we elicited an anti-VEGF Ab response by immu-
nizing mice with the kinoid of the entire murine VEGF-A
molecule ( VEGE-K). In the second, we first identified. inside
the VEGF-A molecule, two peptide sequences potentially
relevant for VEGF biological activity (Vpepl and Vpep2).
We then immunized the mice with the two distinct peptide
vaccines obtained by conjugation of each peptide to KLH in
the comesponding heterocomplexes (Vpepl-K and Vpep2-
K, respectively). We could show that both immunization
strategies induced anti-VEGF Ab response and decreased
joint inflammation and destruction in CIA.

Materials and methods

Selection of the peptide derivatives of mouse
VEGF-A

The two peptides were chosen in the sequence of the
murine VEGF-164 isoform. Murine VEGF-164 shares
90 % identity and 93 % homology with its human coun-
terpart VEGE-165 [19]. VEGF-165 has been recognized as
the most potent stimulators of angiogenesis. The choice of
Vpepl (SRCECRPKKDRTKPEN, position 98-113) was
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based in part on previous publications that describe the
competitive inhibition of VEGF activity of a large peptide
defined in the human VEGF-165 sequence (position
111-165) [20]. Vpepl was chosen upstream of this
seguence at the limit of exon 5. This sequence is common
to both VEGF-188 and VEGF-120 isoforms. The choice of
the small peptide Vpep2 (RCDKPRR, position 158-164) is
based on the previous work on the use of a peptide
homologous with anti-angiogenic properties [21]. More-
over, the tridimensional structure of murine VEGF-164
was recently described by Parker and co-workers [19, 22]
who confirmed the essential role of the arginine residue
164 for VEGF binding to its co-receptor neuropilin-1
(NP1) [23].

Peptide synthesis

Peptides were synthesized using a classical Fmoc (N-]9-
fluorenyl] methoxycarbonyl) solid-phase chemistry and
purified by reversed-phase high-performance liquid chro-
matography (HPLC). Peptides homogeneity was checked
by analytical HPLC. and their identity assessed by LC/MS
on a Finnigan LCQ Advantage Max system (Thermo Fis-
cher Scientific). Peptides” purity was higher than 90 %.

Vaccines preparation

Murine VEGE-A was purchased from Peprotech (Neuilly-
sur-Seine, France), and KLH was purchased from Sigma-
Aldrich {Saint Quentin Fallavier, France). Conjugation of
VEGEF to KLH to prepare VEGF-K was previously described
[18]. Peptide vaccines were prepared as follows: Briefly, the
peptides and maleimide-activated KLH (ThermoScientific,
77605) in phosphate-buffered saline (PBS) were incubated
for 2 h at room temperature while maintaining the pH at 6.8
imolar ratio of peptide/KLH = 400:1). Cysteine was then
added for 1 h at room temperature to neutralize remaining
reactive maleimide groups on KLH (molar ratio of cysteine/
KLH = 1:1). The cysteine residue in C-5 position of Vpepl
was changed during the synthesis for a serine residue
(SRCESRPKKDRTKPEN) to ensure specific coupling of
KLH to C-3 cysteine residue. The resulting heterocomplex
was named Vpepl-K (Vpepl-KLH). Vpep2-K (Vpep2-
KLH) isthe result of ¥ pep2 coupling to KLH viathe cysteine
residue in position 2. The heterocomplexes (Vpepl-K and
Vpep2-K) were then dialyzed through a 10-kD membrane
against PBS. pH 7.4, to remove the peptides in excess and
free cysteine.

Anti-VEGF Ab titers and VEGF-R binding assays

Serum anti-VEGF Ab titer was assessed by ELISA. Briefly,
microtitration plates were precoated with recombinant

murine VEGF-A (Peprotech, 450-32) and subsequently
mice sera (1/500 starting dilution) were incubated in the
plates. Anti-VEGF lgGs were detected by a rabbit anti-
mouse lgG (H + L) linked to horseradish peroxidase
(Zymed, 61-6520). revealed after incubation with its OPD
substrate (Sigma-Aldrich. Saint-Quentin Fallavier. France)
and read at 490 nm.

Inhibition of VEGF-A binding to VEGE-R2 by serum of
VEGF-K-immunized mice was also tested by ELISA, using
precoated plates with 50 ng of VEGF-R2 per well (R&D
systems). Plates were incubated with hyperimmune sera (1/
100 starting dilution) and VEGF. VEGF binding was
detected by an anti-mouse VEGF Ab linked to Biotin (R&D
systems, BAF493), revealed by streptavidin—HRP (Southemn
Biotech. 7100-05) and OPD substrate {Sigma-Aldrich) and
read at 490 nm. The neutralizing activity is expressed as the
reciprocal of the highest serum dilution giving 50 percent
inhibition of VEGF-A binding to VEGF-R2.

VEGF bioassay

VEGE-A activity was assessed by HUVEC proliferation assay.
HUVEC cells(5 x 107 )were seeded in as described elsewhere
|24]. Cell proliferation was measured by IMMynﬁm
incorporation. The neutralizing titer is expressed as the recip-
rocal of the highest serum dilution that neutralizes 50 % of
VEGEF-A activity, calculated from duplicate measurements.

Anti- VEGF-A-derived peptides assay

Polyvinyl plates (Falcon 3912, Oxnard, CA) were coated
overnight at 37 “C with Vpepl or Vpep2 peptides (2 pM)
in .05 M carbonate buffer (pH 9.6). After washing plates
and saturation with PBS containing 0.05 % (v/v) Tween
{PBS-T) and 1 % (w/v) BSA (PBS-T-BSA), mouse sera
diluted 1:2000 in PBS-T were added to coated plates for
I b After washing plates, horseradish peroxidase-coupled
goat anti-mouse 1gG (1:20.000 in PBS; Jackson Immuno
Research) was added to plates for 30 min at 37 *C. The
peroxidase substrate H:0O> and the chromogen 3,3'5.5'-
tetramethyl benzidine (TMB) were then added for 15 min
at 37 °C. The reaction was stopped by adding HC1 1 M,
and absorbance was measured at 450 nm.

Mice

For each experiment. 4048 DBA/1 (haplotype H-2q) male
mice, susceptible to CIA. were purchased from R. Janvier
Laboratory (Le Genest Saint-Isle, France). They were aged
between 4 to 6 and housed 1 week before the beginning of
the study. After weighing. mice were distributed in treat-
ment groups and bred in mixed cages.
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Collagen-induced arthritis

Arthritis was induced in DBA/] mice by using a 1:1
emulsion of bovine type Il collagen (Cllb, 50 pg/mice) and
Complete Freund Adjuvant (CFA. Difco, France) on day 0
(total volume injected in the tail 100 pl). A boost was
given on day 21 by using 100 pl. of a 1:1 emulsion of Cllb
(50 pg/mice) and Incomplete Freund Adjuvant (IFA,
Difco, France). Arthritis onset occurs around 30-35 days
after the first collagen injection [25].

Assessment ol experimental arthritis

Mice were monitored for evidence of arthritis in their four
paws using a blind procedure (16). For each mouse, the
clinical severity of arthritis was scored (0, normal; 1, ery-
thema; 2, swelling: 3, deformity; and 4, ankylosis) in 10
joints or group of joints: three joints of the two hind limbs
(toes, tarsus, and ankle) and two joints of the two forelimbs
idigits, wrist). The maximum score reached for each of the
10 joints was 4, so the individual maximum arthritis clin-
ical score on a given day was 4(0. The mean arthritic score
on each days of clinical observation was calculated for
each group of treatment and is represented in Fig. 3a. b.

Mouse anti-collagen type I antibody ELISA

Serum anti-collagen type 1l Ab production was assessed by
ELISA. Anti-Cll total lgGs were evaluated in the first
study (whole VEGF vaccine study), whereas 1gG1 and
lgG2a isotypes of anti-Cll Ab were evaluated in the second
study (VEGF peptides study). After Cllb adsorption on
microtitration plates. mice sera (1/1000 dilution) were
incubated on coated plates. Anti-Cllb 1gGs were detected
by either a goat anti-mouse 1gG linked to alkaline phos-
phatase. or a goat anti-mouse IgGl or IgG2a linked to
alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fal-
lavier, France). revealed afier incubation with its PNP
substrate and read at 405 nm. Sera of severely arthritic
mice from previous experiments were used as positive
controls,

Histological assessment of arthritis

In both sets of experiments. two limbs (right forelimbs and
left hind limbs or vice versa in different single expen-
ments) were collected, fixed decalcified. dehydrated. and
set in paraffin blocks. Slides of 7 um thickness were
stained with hematoxylin and eosin before microscopic
observation (optical microscope). At least four serial sec-
tions were cut from each paw to ensure extensive evalua-
tion of the arthritic joints. Each joint was evaluated at 40x
magnification. At least ten fields per section were

@ Springer

evaluated. In each joint, two parameters were separately
assessed using a four-point scale (03, where () indicated a
normal joint and 3 maximally severe arthritis).

The first parameter was inflammation as reflected by
synovial membrane thickness (synovial proliferation) and
inflammatory cells infiltration. Inflammation was scored as
follows: 0: no synovial proliferation and no inflammatory
cells infiltration; 1: limited or absent synovial proliferation
with inflammatory cells infiltrating <5 % of synovial
membrane; 2: synovial proliferation with inflammatory
cells: infiltrating between 5 and 50 % of synovial mem-
brane: 3: massive synovial proliferation with inflammatory
cells infiltrating =50 % of synovial membrane. The second
parameter was joint destruction (bone erosions, cartilage
thickness, and cartilage unevenness). Joint destruction was
quantified as follows: 0: no bone erosions, smooth cartilage
surface with conserved thickness: 1: the presence of car-
tilage erosion or unevenness. or thinning involving <50 %
of cartilage surface with absent or single bone erosion; 2;
multiple cartilage erosions or cartilage thinning involving
=50 % of carilage surface, and/or >1 bone erosions
involving <50 % of articular surface: 3: complete
derangement of articular structure. For prevalence deter-
minations, histological inflammation or destruction was
defined as an inflammation or destruction score =05,

Assessment of synovial vascularization

Endothelial cells inside the synovium were detected using
Griffonia [Bandeiraea) Simplicifolia Lectine 1 (GSL
l-isolectin B4) immunohistochemical staining with the
streptavidin—biotin peroxidase complex method. Knee joint
shides were deparaffinized in xylene and dehydrated
through serially diluted ethanol solutions down to distilled
water. After blocking endogenous peroxidase activity in
blocking solutions for 1 h, the slides were pretreated with
blocking serum and then incubated with GSL 1-isolectin
B4 (20 yg/mL) for 1 h at room temperature. Then, the
slides were incubated with goat antibody to GSL 1-iso-
lectin B4 (10 pug/mlL) for 1 h, washed. and incubated with
biotinylated rabbit anti-goat immunoglobulins (4 pg/mlL)
for 30 min in moist chamber at room temperature. The
samples were incubated with streptavidin—peroxidase for
10 min using diamino-benzidine tetrahydrochloride as the
chromogen. Between each step, the slides were washed
three times for 5 min with TBS. They were counterstained
by incubation with hemalun for 40 s and mounted with
glycergel. All reagents were obtained from Dako (Trappes,
France) apart from GSL-1 and antibody against GSL-1.
which were obtained from Vector Laboratories (Burlin-
game, CA, USA). For each mouse, three non-serial sections
from each knee were studied. Vessel guantification was
performed in real time on each section at %400
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magnification with a Zeiss Observer D1 microscope
equipped with a motorized stage connected to Histolab
software (Microvision, Les Ulis, France), which allows
direct morphometric analysis on histological sections. Any
GSL-1 stained group of cells with or without a lumen (in
the latter case with a diameter >4 um) was considered as
an individual vessel. Moreover, any group of cells with a
lumen containing red blood cells was considered as a
vessel, independent of GSL-1 staining. Conversely, single
GSL-1-stained disperse cells were not counted as vessels,
Synovial vascular density was calculated as follows: First,
the average surface of normal synovium was calculated
from several sections of non-arthritic joints, This allowed
to calculate an average rectangular area of 153,376 square
micrometers (0,150 mm’), corresponding to a third of
normal synovial surface. For each joint section. this rect-
angular area was placed in the middle of the synovium. and
each vessel falling within this area was counted. The
number of vessels was divided by the area of the rectangle.

Treatments
Anti-VEGF (entire cytokine) immunization

Immunizations were performed with the kinoid of murine
VEGF-A (VEGF-K) emulsified at a 1:1 volume ratio in
IFA (Difco. France). Immunized mice (n = 10) received 5
VEGF-K intramuscular injections (17.5 pg then 85 pg) at
days —40, =33, —12. 9, and 48 of the experiment (Fig. 3a).
Emulsions were prepared in 15-mL sterile polypropylene
tubes (Greiner) just before the injections (100 pL/mice).
As negative control, mice received a 1:1 emulsion of
either KLH (8.75 pg then 4.4 ug/FA) or PBS/AFA. KLH
and PBS were administered on the same time schedule as
VEGF-K or Vpep-Ks in the entire cytokine (Fig. 3a) and in
the peptide vaccine (Fig. 3b) experiments, respectively.

Anti-VEGF -derived peptides immunization

Mice received 5 intramuscular injections (100 pl) at days
—-36, =22, -8 7, and 37 with KLH-coupled peptides
(Vpepl-K or Vpep2-K. 100} pg/mouse), or negative control
preparations (50 pg KLH or PBS/mouse) emulsified in
IFA, on the same time schedule.

Statistical analysis

Data distribution was preliminarily checked by the Kol-
mogorov—Smirnov test. According to data distribution,
values are expressed as mean and standard deviation or
median and interquartile range. unless otherwise specified.
According to data distribution and number of comparison
groups, a parametric (ANOVA) or nonparametric

(Kruskal-Wallis) test was used. Serial measurements of
clinical scores were analyzed considering the area under
the curve (AUC) for each subject as a summary measure;
these measures were then analyzed as raw data for inter-
group comparison (ANOVA). Difference in arthritis onset
was calculated with ANOVA. For each mouse, the arith-
metic mean of histological scores of inflammation and
destruction of the two analyzed limbs was calculated and
used as raw measure for inter-group comparison (Krmskal—
Wallis). Post hoc comparisons were performed with the
appropriate test according to data distribution (Student—
Newman-Keuls for parametric data, comected Mann—
Whitney test for nonparametric data). Pearson’s correlation
wias used to comelate histological scores and the AUC of
clinical scores for each mouse.

For individual Ab titers. the AUC was calculated and
used as a summary measure for Ab response comparison.
All statistical analyses were performed with MedCalc
software version 10.4 (MedCale Software bvba, Belgium).

Results

Induction of specific anti-VEGF-A antibody
response

Anti-VEGF-A immunization

VEGF-K triggered an Ab response to VEGF-A in immu-
mized mice, while no anti-VEGF-A response was
detectable in other groups (Fig. la). The geometric mean
of anti-VEGF Ab titer (expressed as the reciprocal of the
serum dilution) calculated from value distribution in each
individual mouse was 19,939 + 8122,

Hyperimmune sera drawn at kill inhibited the prolifer-
ation of HUVEC in culture, with serum IC50 ranging from
17250 to 172500 from 6 out of 10 VEGF-K-immunized
mice (Fig. 1b). The anti-VEGF neutralizing capacity of the
hyperimmune sera was further confirmed by blockade of
the binding of VEGF to its VEGF-R-2. as assessed by
ELISA (Fig Ic). The geometric mean of inhibiting titer
calculated from value distribution in each individual mouse
was 808 £+ 599,

Anti-VEGF-A-devived peptides immunization

Immunization with VEGF-A-denived peptides induced
peptide-specific Abresponse (Fig. 2). As expected, the Abs
induced by a specific peptide did not cross-react with the
other peptide (i.e.. Abs against the peptide Vpepl do not
recognize Vpep 2 and inversely, Fig. 2a, b).

We then evaluated the capacity of peptide vaccines to
induce an Ab response capable of recognizing the entire
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Days after 1st Cllb immunization

Fig. 1 Inducton of anti- VEGF Ab response by VEGF-K immuniza-
tion. As a result from blood draws at day 19 and 68 (sce “Materials
and methods™), only VEGF-K-treated mice produced persistently
high titers of ani-VEGF Abs, while no anti-VEGF Ab response was
deteded in the other groups (Kmuskal-Wallis test with subsequent
post hoe comparisons on the AUC of Ab tiers for each individual
animal). In a Ab lters vanations in individual mice are reporied

cytokine VEGF-A. in order to block its activity. As shown
in Fig. 2¢, immune sera from both Vpepl-K- and Vpep2-
K-immunized mice recognized the whole cytokine in a
similar manner. Conversely. immune sera from KLH-im-
munized mice did not recognize the VEGF-A peptides
(Vpepl and Vpep2) or the entire cytokine. Additionally,
hyperimmune sera drawn at kill from Vpepl-K-immunized
mice inhibited murine VEGF-A bivactivity on HUVEC in
culture. Sera from 10 out of 13 Vpepl-K-immunized mice
exerted measurable inhibition on HUVEC wiability after
24 h of culture (see supplementary material 1),

Effect of VEGF-A blockade with active
immunization on arthritis

Anti- VEGF-A immunization {entire cyvioking )

As expected. in negative control groups (KLH and PBS).
arthritis rapidly developed after the second Cllb immu-
nization. Conversely, VEGF-K treatment resulted in sig-
nificantly lower clinical arthritis scores wersus both
controls {p < 0.05, Fig. 3a). with an increase in clinical
scores at the end of the experiment. The global effect of
VEGF-K immunization was then a right shift of clinical
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score curves corresponding to a significantly delayed
arthritis onset versus both control groups (34.1 + 7.1,
26.1 £ 4.7, 24.1 + 50 for VEGEK, KLH, and PBS.
respectively, p < 0.05) without reduced maximal clinical
index (Amax). The weight of VEGF-K-treated mice was
comparable to both negative controls all along the exper-
iment, suggesting good tolerance of the treatment. These
results were confirmed in a total of three independent
experiments.

Anti-VEGF-A-derived peptides immunization

Vpepl-K-immunized mice had milder clinical scores of
arthritis versus negative control groups (p < 0.03), whereas
no protection was conferred by Vpep2-K (Fig. 3b). Vpepl-
K group displayed delayed onset of clinical signs
(342 £ 5.6,29.1 £ 3.1. 29.7 £+ 4.0 days. respectively, for
Vpepl-K. KLH, and PBS. p < (L05) and no lower Amax
versus controls,

Effect on humoral immune response

In both sets of experiments, anti-Cllb antibodies were
evaluated in each mouse’s sera by ELISA. The treatment
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Fig. I Induction of peptide- or cytokine-specific Ab response in
Vpep!-K- and Vpep2-K-immunized mice. Recognition of the immu-
nizing peptides Vpepl (a), Vpepl (hi. and of the whole VEGF-A
cytokine by hyperimmune sera from Vpepl-K- and Vpep2-K-treated
mice, as tested by ELISA (1100 dilution). Vpepl (a) and Vpep2
(h) are recognized only by hyperimmune sera from mice immunized
with Vpepl-K and Vpep2-K, respectively. ¢ Sera from both Vpepl-
K- and Vpep2-K-immunized mice recognize the native VEGF-A

with either VEGF-K, Vpepl-K, or Vpep2-K did not aller
either total IgG. or IgGl, or IgG2a anti-Clib antibody
levels (Fig. 4a—c. respectively). suggesting that early
treatment of mice with anti-VEGF immunogens does not
affect anti-ClIb Ab response.

Effect of anti-VEGF-A and anti-VEGF-A-derived
peptides immunization on histological inflammation
and destruction

At necropsy. histological scores of joint inflammation and
destruction were attributed in a blind fashion for each
mouse. In their respective set of experiments, mice
immunized with VEGF-K and with Vpepl-K had signifi-
cantly lower histological inflammation and destruction
versus both controls (Fig. 5).

Mice immunized with VEGF-K showed lower inflam-
mation (1.04 = 0.17, 1.80 £ 0.25, 2.08 £ 0.20 for VEGF-
K. KLH, and PBS, respectively, p < 0.05, Fig. 5a) and
destruction scores (1.03 = 0.18, 1.77 = 024, 2.13 £ 0.22
for VEGF-K, KLH, and PBS, respectively, p < 0.05
Fig. 5b) versus controls. This experiment was indepen-
dently repeated twice with similar results. Mice immunized
with Vpepl-K showed significantly lower histological

cytokine. Sera were obtained by cardiac puncture at kill, The ability
for Abs contained in these sera to recognize the whole VEGF-A
cytokine was evaluated by ELISA. Mice sera were dilued 17100,
Vpepl-K (black diamonds), Vpep2-K (black-and-white circles), KLH
iblack squares), PBS (light-gray triangles). *p < 005 versus KLH
(Krmuskal-Wallis test with subsequent post hoc compansons on the
AUC of Ab titers for each individual animal)

inflammation (1.03 + 0.25, 1.97 + 0.20, 2.23 + 0.20 for,
respectively, Vpepl-K, KLH. and PBS, p < 0.05, Fig. 5¢)
and destruction (0.66 £ 0.17, 1.45 = 0.23, 1.67 = 0.19
for, respectively, Vpepl-K, KLH, and PBS, p < 005,
Fig. 5d) wversus both control groups. Representative
examples are shown in Fig. 6.

In both sets of experiments. for each individual mice.
destruction and inflammation scores showed good and
significant comrelation with the AUC of clinical scores
(r= 064, p <0.01 for inflammation-clinical scores AUC
and r =060, p <000 for destruction-clinical AUC,
respectively, for VEGF-K: r = 0.70, p <0.01 for inflam-
mation-clinical scores AUC and r = 063, p < 0.05 for
destruction-clinical scores AUC  for  Vpepl-K,
respectively).

Effect of anti-VEGF-A and anti- VEGF- A-derived
peptides immunization on synovial vascularization
Mice immunized with VEGF-K showed significantly lower
synovial vascular density versus both KILH and PBS

(p <005, Fig. 7a, and supplementary Fig. 2). Mice
immunized with Vpepl-K had numerically less vessels per
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Fig. 3 Effect of active anti-VEGF-A immunization on climcal scores
of CIA. Day 0 is considered the day of the first administration of CITh.
a Outlines the expenimental design of the experiment with the kinoid
of the emtire VEGF cywkine (VEGF-K). Each wreamment group
comprised 10 mice. The experimental design of the experience with
the peptide heterocomplexes (Vpepl-K and Vpep2-K) is outlined in
h. Each treatment group comprised 12 mice. Compared to controls
{(PBS: gray iriangles. gray doited line; KLH gray sguares; gray
continuous {ine), immunization with VEGF-K (black diamonds. black

synovial surface versus Vpep2-K. KLH, and PBS, but this
difference did not attain significance (Fg. Th).

Discussion

Here. we demonstrate for the first time the anti-inflam-
matory effect of active immunization targeting VEGF-A in
an experimental model of RA.

Mice immunization with either VEGF-K (the whole
cytokine vaccine) or Vpepl-K (the peptide vaccine) indu-
ces anti-VEGF-A Abs production and results in delayed
arthritis onset and lower articular inflammation and
destruction versus controls,

Moreover, in each individual mouse, the AUC of clini-
cal scores showed a good comelation with histological
scores. of both inflaimmation and destruction, which

Q) Springer

comrinuenes kne in a) or Vpepl-K (black diamonds, black continuous
fine in b) resuled in significandy lower anthngs scores. Vpep2-K
group (black circles, black domed line in b) did not differ from
conteols. The asterisk indicates a staistically significant difference in
chinical scores between treatment groups on the whole duration of the
expenments. The differences are calculated with ANOVA, with the
area under the curve (AUC) of the clinical scores for cach animal as
raw value. *p < 005 versus both PBS and KILH

supports the validity of these results, both at the group and
at the individual level. Both the Ab response and clinical
and histological results were consistent and reproducible
across independent experiments.

Both VEGF-K and Vpepl-K immunization inhibited
VEGF-A bioactivity, Only VEGF-K significantly reduced
synovial vascularization. Vpepl-K also seemed to reduce
synovial vessels density versus controls, but this difference
did not reach significance. probably because in Vpepl-K
experiments all mice developed less severe arthritis and
had lower synovial vessels counts compared to the exper-
iments with VEGF-K.

Both vaccines were well tolerated by animals, as
reflected by mice weight and monality rates, not dif-
ferent from controls. Anti-VEGF-A immunization may
control histological inflammation and destruction proba-
bly in virtue of both an anti-angiogenic and an anti-

111



Angiogenesis (2016) 19:39-52

47

Fig. 4 Anti-collagen Ab
production in vaccinated and
control mice. In both the
animals vaccinated with the
entire cytokine vaccine (in

a anti-CII total IgG) and in
those vaccinated with the
peplidic vaccine (in bIgGl anti-
CH:; in ¢ 1gG2a anti-CIT), the
anti-Cll Ab production did not
differ from control mice

( Kruskal-Wallis test with
subsegquent post hoc
compansons on the geometric
mean of Ab titers for each
individual animal), VEGF-K
(black digmonds), Vpepl-K
(black circles ). Vpep2-K (black-
and-white circles), KLH (Mack
squares ), and PBS (light-gray
triangles)

Fig. § Effect of active anti
VEGF-A immunization on
histwlogcal scores of CIA. Both
VEGF-K (black histograms a.
h) and Vpepl-K (black
hisingrams ¢, d) immunization
resulted in significantly lower
histologcal inflammation (a

¢) and destrucoon (h, d) scores
versus PBS (lighr-gray
hisiograms) and KLH (dark
gray histograms). Vpepl-K
group (klack-and-white
dicenond parcerm in ¢, d) did not
differ from controls, *p < 0.05
versus both PBS and KLH

{ Kruskal-Wallis test with
subseguent post hoc
COmPpAnsons)
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pro-inflammatory role of
VEGF-A is not completely characterized. VEGF-RI is

monocyte/macrophages [ 26]

and on

dendritic cells [27]. Blockade of VEGF-RI signaling was
shown to reduce macrophage reaction to LPS and 1L-6
secretion [26]. VEGF and VEGF-R are expressed during
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Fig. 6 Representative examples of histological sections from VEGF-
K- (a). Vpepl-K- (¢). and KLLH-immunized mice (b, d), Each slide is
a representative of the mean histological score of the comesponding
group (VEGF-K, Vpepl-K, or KLH). Compared o control KLH
group. both immunizations treatments (a. ¢) resulted in low or absent
inflammatory synovitis (white arrow) and preserved articular surface

-

41
300 =

250

200

. T

;

Synovial vesselsimm?

100
50= o
. VEGFK KW PBS

Fig. 7 Effect of anti-VEGF-A vaccines on synovial vascularization
(expressed as total number of synovial vessels per square mm). Box
and whiskers boxes display median and runge values of synovial
vessel counts for each treatment group, a VEGF-K immunization
resulted in significantly lower synovial vascularization versus both

CIA. and their levels correlate with disease severity and
histological scores of synovial vascularization [11].
Moreover, VEGF-A gene transfer aggravates CIA [10),
whereas the disease was effectively attenuated by pro-
phylactic administration of anti-murine VEGF rabbit
antiserum |12]. Moreover, the interaction of VEGF-A

€ Springer

(black arrow). Conversely, in KLH-treated control mice (b, d),
inflammatory synovitis (white arrow) is lestified by the important
leukocyte infiltration in the synoviem. Structural joint damage,
confirmed by joint space marrowing (d, black arrow) and cartilage and
bone defects (b, d. black arrows), can be scen

160 = e
140 =~

o L1
40 = = vy l
20 =
Vpepl-K  Vpep2-K  KLH
KLH and PBS (*p < 0.05 vs. KLH and PBS, Kruskal-Wallis test
with subsequent post hoc comparisons). b Vpepl-K-immunized mice

had numerically less synovial vessels versus Vpep2-K-immunized or
control mice. but this difference did not reach significance

with its co-receptor NP-1 protects rheumatoid fibroblast-
like synoviocytes from apoptosis and may therefore
contribute to synovial pannus proliferation with an
angiogenesis-independent mechanism [28]. All these
elements plead in favor of potential usefulness of VEGF-
A blockade in arthritis.

113



Angiogenesis (2016) 19:39-52

49

On the other side, it has been shown that VEGF-A might
be essential to mediate regulatory T cells (Tregs) infiltra-
tion inside the tumor mass [29] via engagement of NP-1,
which is highly expressed by Tregs [30]. Blockade of
VEGF/VEGF-R2 signaling pathway reduces Tregs pro-
portions and proliferation in both wmor-bearing mice and
in patients with metastatic colorectal cancer [31].

In RA, Tregs function might be impaired | 32). Effective
anti-TNF [33-36] and anti-IL-6R treatment [37] are asso-
ciated with the restoration of Tregs function, which might
be one of the mechanisms underlying the long-term effi-
cacy of hiological reatments in RA. Hence, limiting Tregs
proliferation and homing into target tissues by VEGH
VEGF-R2 blockade might be a potential drawback of anti-
VEGF-A strategy in RA. which deserves further
investigation.

Additional drawbacks of VEGFE-A inhibition, as sug-
gested from clinical experience with bevacizumab [38],
reside in potentially increased risk of hypertension, pro-
teinuria. left ventricular dysfunction, and thromboembolic
events, which should further induce to ponder the benefit/
risk ratio of this therapeutic approach in arthritis.

VEGF-K immunization induced high titers of anti-
VEGF-A Abs in immunized mice, while no anti-VEGF Ab
response was detectable in control groups. Hyperimmune
sera from VEGF-K-immunized mice were capable of
inhibiting VEGF-A linking to its high-affinity VEGF-R2
and of inhibiting HUVEC proliferation. The average
affinity of VEGF-K-induced polyclonal Abs has been
reported to be in the 107" order of magnitude [18]. Hence,
polyclonal anti-VEGF Abs can efficiently compete VEGE-
A binding to VEGF-R2 (whose Kd is equal to 10™"") only
when high tissue Ab concentrations: are achieved. which
results in global high Ab avidity. The therapeutic action of
vaccination-induced Abs might then rely on two factors:
the capability to localize the immune response to the sites
of inflammation and the wide anticytokine Ab repertoire
(i.e., clonality) [39]. But the clonality of the Ab response
can potentially be restrained to critical molecular domains
for cytokine function. This can be achieved with the
technique of peptide vaccination. Our group previously
reported the protection from septic shock and in CIA using
peptide immunogens derived from TNF-a and IL-1f,
respectively [40, 41). More recently, an anti-IL-23-derived
p19-specific peptide was used to produce a heterocomplex
that was effective in CIA [42].

In the present work, we aimed at blocking VEGF with
VEGF-derived peptides. Vpepl was selected in the plasmin
cleavage site of VEGF-164, a site common to two other
isoforms of VEGF (120 and 188). Vpep2 was selected in
VEGF-164 C-terminal domain, in a sequence described as
@ NP-1 binding site [19, 22, 23). Both peptide vaccines
induced an efficient Ab response capable of both

recognizing the KLH-linked specific peptide and the entire
VEGF-A molecule. Nevertheless, only Vpepl-K immu-
nization protected mice from arthritis,

Both Vpepl and Vpep2 were selected within crucial
domains for VEGF function, and both peptide vaccines
induced Abs capable of recognizing VEGF. The reason
why only one peptide led to a positive effect on arthritis
might be due to differences in the induced Ab repertoire.
Notably, Vpepl sequence is longer than Vpep2's (16 vs 5
amino acids), which may result in wider polyclonality
possibly higher avidity of the immune sera.

Compared to the whole cytokine-kinoid strategy. pep-
tide immunization strategy shows some practical advan-
tages, like lower costs. while in the meantime it seems to
offer interesting perspectives. Peptide immunization might
allow to restrain the immune response to a selected site in
the molecule of interest. Moreover, it might potentially
allow to target different peptides from different molecules
involved in the pathological process of interest. In a recent
report, passive immunotherapy with double anti-angio-
genic protein (DAAP), a chimeric decoy receptor which
can bind both VEGF-A and angiopoietins. had greater
effect than either VEGF-A or angiopoietin blockade in CIA
[43]. In the same work, the association of DAAP and anti-
TNF was more effective in CLA than either strategy alone.
The added value of anti-angiogenic treatments to anti-TNF
is extremely relevant. Data from previous pivotal studies
indirectly show that the effect size of TNF blockade on
CIA outweighs that of anti-VEGF treatments [44). Even
our group could show dramatic inhibition of CIA with an
anti-murine TNF monoclonal Ab [45], while in the present
work arthritis was only moderately affected. Nevertheless,
anti-angiogenic treatments. even if not sufficiently potent
per se, may exert a synergistic effect in association with
treatments that target pro-inflammatory pathways.

Active immunotherapy might then provide the possi-
hility to target multiple pathological processes at the same
time, ¢.g., by immunizing the host with heterocomplexes
derived from two (or more) key pro-angiogenic and pro-
inflammatory molecules.

The study has several limitations, A major limitation
lays in the lack of reference murine VEGF inhibitor as
positive control, Bevacizumab, an antihuman VEGF-163
monoclonal antibody. has been reported to ameliorate C1A
in the rat [46] and to induce cartilage repair in a rabbit
model of osteparthntis [47). Nevertheless, bevacizumab
seems to have a very weak interaction with mouse VEGF
|48] and was therefore not the pertinent control for murine
CIA. Choi and co-workers [49] reported the effectiveness
of intra-articular anti-VEGF-RI monoclonal Ab adminis-
tration in murine CIA, but this approach was not systemic
and did not target the VEGF molecule directly. Finally,
Yoo et al. [50] inhibited murine CIA with a hexapeptide
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that blocked the interaction between VEGF and its recep-
tors. Nevertheless. this peptide convincingly inhibited the
interaction of human VEGF-165 with its receptor resulting
in HUVEC proliferation and inhibition of VEGF-depen-
dent production of TNF and IL-6 from human PBMC.
Nevertheless. the interaction of the hexapeptide with
murine VEGF was not tested.

Another limitation of our study is the absence of
experiments showing that serum transfer from vaccinated
mice protects recipient animals from CIA. Nevertheless,
our group had already provided evidence that serum
transfer from mice vaccinated with the same anti-VEGF
vaccine protected recipient animals from tumor growth
[18]. Moreover, we also demonstrated that serum transfer
from mice vaccinated against TNF alpha protects mice
from arthritis [14]. For these reasons, we considered that
the proof of concept of serum transfer had already been
acquired.

Several potential disadvantages of the active immu-
nization strategy versus passive immunotherapy have been
evoked by the scientific community. The most feared
downside would be the induction of permanent immunity
against the target cytokine resulting in permanent inhibi-
tion of cytokine activity. These downsides have been
explored by our group in particular concerning anti-TNF
vaccination [14. 51). We showed that anti-TNF vaccination
with TNF kinoid induced a transient anti-TNF Ab response
in recipient mice and human [52]. No autoreactive TNF-
recognizing T cells were induced. The administration of
high doses of TNF to vaccinated mice was not capable of
eliciting a novel anti-TNF Ab response, which could be
induced only by a boost dose of vaccine. In conclusion,
targeting cytokines involved in angiogenesis could be a
promising strategy in the weatment of chronic
inflammation.
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Article 2

La vaccination anti-TNF permet de réduire les arthrites

expérimentales tout en limitant le risque infectieux

Nadia Belmellat, Luca Semerano, Noria Seguini, Diane Damotte, Patrice Decker, Bernhard

Ryftel , Valérie Quesniaux, Marie-Christophe Boissier, Eric Assier

Contexte :

Le TNF-a est une cytokine jouant un rdéle majeur dans le développement des maladies
inflammatoires chroniques, notamment la PR. Pour cette raison, elle est la cible principale

dans le traitement de cette maladie.

Les immunothérapies anti-TNF-a reposent sur deux types d’inhibiteurs : les anticorps
monoclonaux et les récepteurs solubles du TNF-a. Ces traitements ont une action rapide et
efficace, cependant, le traitement par ces biothérapies est associé a I’apparition d’effets
secondaires. En effet, ces traitements induisent une augmentation des infections, puisque le
TNF-a joue un role important dans la protection vis-a-vis d’un certain nombre d’infections

graves comme la tuberculose.

Des travaux menés au sein de notre laboratoire ont démontré I’efficacité¢ de la vaccination
anti-TNF-o humain dans DParthrite de la souris transgénique pour le TNF-o humain (souris
TTg, collaboration avec NéoVacs). Néanmoins, la sécurité de cette stratégie vaccinale ne
pouvait pas étre évaluée avec le vaccin humain car les anticorps générés ne croisent pas avec

le TNF de souris et les souris TTg ne peuvent étre utilisées dans les modeles infectieux.

Le but de cette partic de ma these était d’évaluer les éventuels effets secondaires de la

stratégie vaccinale anti-TNF dans différents modeles d’infection et de comparer les effets de
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ce vaccin avec un traitement anti-TNF classique. Pour répondre a cette question nous avons

d’abord synthétisé au laboratoire un vaccin murin TNF-KLH.

Ce vaccin a ¢été obtenu par couplage du TNF-a murin & une macromolécule immunogene, la

KLH, et permet d’induire la production d’anticorps polyclonaux neutralisants.

Pour évaluer ’efficacité de ce vaccin sur le controle de 1’inflammation, nous 1’avons testé
dans le modele d’arthrite expérimental au collagéne (AEC) et dans le modele de la CAIA
(arthrite induite par des anticorps anti-collagéne). Dans ces deux modeles, les souris ont été

immunisées avant I’induction des arthrites.

Dans la suite de ce projet nous avons €valué les conséquences de la neutralisation du TNF-a
par la vaccination dans des mod¢les infectieux. Nous avons choisi deux modeles d’infections
TNF dépendants : I’infection par Listeria monocytogenes et par Mycobacterium tuberculosis.
La réponse immunitaire a ces deux agents infectieux fait intervenir de nombreuses cellules
telles que les macrophages ou les neutrophiles afin de limiter la croissance bactérienne. De
plus ces cellules produisent des cytokines inflammatoires notamment le TNF. Cette cytokine
joue un réle majeur dans la réponse a I’infection par Mycobacterium tuberculosis ou Listeria

monocytogenes.

Beaucoup d’études ont montré I’importance du TNF-a dans la mise en place de la réponse
anti-bactérienne. Ainsi, la neutralisation de cette cytokine avec les biothérapies classiques
augmente le risque infectieux chez les patients, ce méme résultat étant également observé
dans les modeles infectieux. Dans ce contexte, les risques infectieux de la neutralisation du
TNF-a par la vaccination ne sont pas encore connus. Je me suis donc intéressée aux effets
secondaires éventuels de la neutralisation de TNF-a sur la réponse anti-listeria et anti-

tuberculose.
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La création d’un vaccin TNF-KLH murin nous a permis d’étudier cette question. Les souris
ont été infectées apreés la vaccination et nous avons suivi 1’état de ces souris au cours de
I’infection. L’effet de la neutralisation de TNF-o par le vaccin a été comparé au groupe de

souris traité par I’étanercept et des souris TNF™".
Résultats :

Les résultats obtenus dans I’AEC démontrent 1’efficacité de ce vaccin. En effet, la vaccination
permet de réduire les scores cliniques et histologiques de I’arthrite. Cependant, dans la CAIA,
le vaccin TNF-KLH réduit les scores histologiques uniquement, peut-étre du fait du caractére

« explosif » des scores cliniques dans ce modele.

Le vaccin TNF-KLH a été testé¢ dans un modele d’infection par Mycobacterium tuberculosis.
Contrairement a ce qui est observé avec les souris TNF-/-, le vaccin n’a aucun effet sur la
réponse anti-bactérienne et permet une survie équivalente sur la durée de I’expérience a celle
des souris contrdle, ainsi qu'une charge bactérienne limitée dans les organes. De plus, les
analyses immunohistologiques confirment que la vaccination n’a aucun effet sur le

recrutement de certaines cellules indispensables pour la formation du granulome.

Des résultats similaires sont observés dans I’infection par Listeria monocytogenes. Le blocage
du TNF-a par la vaccination n’induit pas de mortalité chez les souris, contrairement a ce qui
est observé chez les souris TNF”~ ou traitées par etanercept. Nos résultats indiquent que les
animaux vaccinés avec le TNF-KLH sont capables de résister a une dose modérée de Listeria.
La charge bactérienne dans le foie et la rate est similaire a celle des souris sauvages et groupes
controles (PBS, KLH), contrairement aux souris TNF-/- et etanercept. Les analyses
histologiques menées sur les foies infectés ont permis de montrer que la vaccination anti-TNF

n’altére pas le recrutement des neutrophiles et des macrophages sur le site de I’inflammation.
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Anti-TNF-a vaccination protects from arthritis without sensitizing to
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Abstract

Anti-TNF-a therapy has been a successful treatment strategy for rheumatoid
arthritis disease, but is associated with reduced resistance to infection with
Mycobacterium tuberculosis and Listeria monocytogenes.

We hypothesized that, contrary to actual anti-TNF therapies, TNF-a
neutralization by an active immunization could lead to the resolution of
autoimmune inflammation without sensitization to infections in mice models.

For this purpose, we developed a vaccine (TNF-KLH) targeting mouse TNF-a
and compared its effect to TNF soluble receptor etanercept. We demonstrated in
collagen induced-arthritis model that TNF-KLH vaccine protected animals
similarly to etanercept. In a Mycobacteria infection model, TNF-KLH vaccine
lead to smaller granuloma in organs, increased iNOS expression and B cell
infiltration, contrasting with etanercept. Resistance of TNF-KLH vaccinated mice
was confirmed in a Listeria infection model, with lower bacterial burden in organs
than etanercept treated mice. Large lesions in livers were only observed with
etanercept treated mice, which succumb rapidly, whereas all TNF-KLH
vaccinated mice survived to infection.

Together, our results indicate that anti-TNF vaccine could protect mice from
inflammatory arthritis with limited alteration of host immunity against infection,
suggesting the existence of a limiting rate of TNF, protective during infection, that

couldn’t be impaired by anti-TNF vaccination.
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Introduction

Tumor necrosis factor-a (TNF-a) is a central mediator of inflammation, tumor growth control,
autoimmunity and immune response to infection (Winsauer C, Cytokine Growth Factor Rev
2014). This cytokine is synthesized and expressed on the cell surface as a trimeric
transmembrane protein that can be cleaved by TNF-a converting enzyme (TACE) protease to
generate soluble TNF-a. TNF-o mediates a wide variety of effector functions in rheumatoid
arthritis disease (RA), including the production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, activations of immune cells and angiogenesis. TNF-o antagonists were
developed for RA treatment, leading to two classes of biologic drugs : a soluble TNF-a
receptor (etanercept) and monoclonal antibodies (mAbs) such as infliximab, adalimumab,
golimumab, or certolizumab. Anti-TNF-a drugs have dramatically changed treatment of RA
in terms of clinical control and articular damage prevention. However, these treatments have
limitations, such as high costs, frequent therapeutic failures (only 20% of RA patients reach
remission) (Singh JA, CMAJ, 2009) and increased risks of serious infections, like reactivation
of pulmonary tuberculosis (Wallis RS, Curr Opin Infect Dis., 2009). These limitations
prompted investigations of an alternative strategy of TNF-a neutralization by a vaccinal
approach. A human TNF-a vaccine (hTNF-K) was obtained after chemical coupling the
human cytokine to the carrier protein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) (LeBuanec H,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2006). Preclinical studies have shown that vaccination with
hTNF-K lowered arthritis in the human-TNF-a transgenic mice model, depending of levels of
anti-TNF-a antibodies production (Delavallée L, Ann. Rheum. Dis., 2008 ; Assier E, Clin.
Vaccine Immunol., 2012 ; Semerano Clin. Exp. Immunol., 2013). Safety concerns were
evaluated in this mice model. In a long term experiment, neutralizing antibodies induced by

hTNF-K allowed a protection against arthritis and relapse was restrained by a late boost of
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vaccine. On the other hand, anti-TNF-a antibody production couldn’t be stimulated by an
internal cytokine boost, and no cellular immunity against TNF-o was demonstrated
(Delavallée L, Arthr. Res. Ther., 2009). A first clinical trial was conducted with RA patients
resistant to TNF-antagonists and gave promising results (Durez P, PLoS One, 2014).
However, the risk of infections under hTNF-K treatment couldn’t be easily studied in mice
with this hTNF-K because anti-human TNF-a antibodies didn’t cross-react with murine TNF-

o.

In order to evaluate this risk, we designed a new vaccine targeting TNF-a by coupling murine
TNF-a to KLH (TNF-KLH). Our data point out the protective effect of TNF-KLH vaccine in
two models of arthritis. Furthermore, we showed that TNF-KLH vaccine has limited effects
on host resistance to Mycobacterium tuberculosis and Listeria monocytogenes reflected by
differential local immune response to pathogens These findings suggest that an anti-TNF-a
vaccine could control chronic inflammation in mice without modification of pathogen-

induced immune response and therefore without deleterious effect.

Results

Vaccination with TNF-KLH reduce clinical and histological signs of arthritis similarly
to etanercept

To investigate the anti-inflammatory effect of TNF-KLH in vivo, we used the Collagen-
Induced Arthritis (CIA) model in DBA/I mice. Mice were vaccinated three times with 5, 10
or 20ug/mice of vaccine (TNF-KLHS, TNF-KLH10 and TNF-KLH20 groups). Control

groups were vaccinated with KLH or PBS. All control groups developed arthritis, as
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expected, whereas etanercept and TNF-KLH-vaccinated mice were protected against arthritis
and showed significant low clinical arthritis scores vs both controls (* p<0.05 for TNF-KLH
and etanercept vs PBS and KLH, ANOVA), (Figure 1A). Maximal clinical arthritis index
(Amax) was significantly lower in mice vaccinated with 10ug of vaccine (*p<0.05 for TNF-
KLHI0 vs KLH) or treated with etanercept (**p<0.01 for etanercept vs KLH)
(Supplementary table 1). Despite this, incidences and onsets of arthritis were not different
between groups (Supplementary table 1). Weights of TNF-KLH-treated mice were
comparable to PBS and KLH controls all along the experiment (data not shown).

Histological examination of paws of PBS and KLH control mice showed significant evidence
of inflammation, with cell infiltration associated with cartilage destruction (Figure 1B-E). By
contrast, vaccination with TNF-KLHI10 or treatment with etanercept reduced significantly
inflammation signs of arthritis (Figure 1F) (*p<0.05 for TNF-KLH10 vs PBS; *p<0.05,
**p<0.01 for etanercept vs KLH and PBS controls, ANOVA). TNF-KLHI10 or etanercept
treatments preserved also against joint destruction (Figure 1G) (*p<0.05, **p<0.01 for TNF-
KLH10 vs KLH and PBS; *p<0.05, ***p<0.001 for etanercept vs KLH and PBS controls,
ANOVA).

These protections conferred by TNF-KLH or etanercept were confirmed in the Collagen

Antibody-Induced Arthritis model in C57Bl/6 mice (Supplementary figure 1).

Vaccination with TNF-KLH allowed persistence of defense against Mycobacterium
tuberculosis infection

We aimed to assess the consequences of the TNF-KLH vaccination at early and established
phases of Mycobacteria infection. We immunized mice at days -44, -31, -17 and -4 with TNF-

KLH or treated with etanercept (30mg/kg twice a week from day-4 to day 52). Control groups
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were constituted by mice vaccinated with KLH or treated with PBS. TNF™" mice, which are
extremely sensitive to virulent M. tuberculosis H37Rv infection, were used as a positive
control. Excepted 5 naive mice, all mice were infected on day O by intranasal instillation of
M. tuberculosis H37Rv (10* CFU). TNF” mice loosed weight rapidly and needed to be
euthanized at day 25 post-infection, the others groups were euthanized in early phase (day 28)
or in established phase of infection (day 56).

Blood was collected before (day -10) and during infection (day 28) to evaluate the titer of
anti-TNF-a antibodies. As expected, analysis of serum by ELISA showed a sustained
production of anti-TNF-a antibodies in mice vaccinated with TNF-KLH (Supplementary
figure 2A-B).

At euthanasia, weights of lungs, spleens and livers were evaluated. At early phase of
infection, all organs of TNF”" mice exhibited a marked increase in weight versus the other
groups, excepted versus lungs and spleens of etanercept group (Figure 2A-C). At day 56,

organs weights were similar between all infected mice (Figure 2D-F).

Liver and lung bacterial loads were compared to TNE™ and etanercept treated mice. At early
phase of infection, total CFU were dramatically increased in the organs in TNE™"" mice versus
all other groups (**p<0.01, ***p<0.001 in lung and liver) (Figure 3A-B). At the same time,
CFU per organ were similar between TNF-KLH, etanercept and control groups (KLH and
PBS). At day 56, total CFU were similar in lungs of all infected mice (Figure 3C).

To determine the effect of TNF-KLH vaccine on organs during early and established
infection, we investigated histological changes in lungs and livers. Indeed, at early phase of
infection, TNF”~ mice were unable to control M. tuberculosis infection and developed a rapid,
exacerbated lung inflammation. Lungs of these mice showed many granulomas with large

necrotic area (Figure 4D). Within lungs of TNF-KLH, PBS and KLH groups, granulomas
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were more discrete, with typical granuloma structure at day 56 (Figure 4A-H). Etanercept
treated mice revealed similar granulomas on day 28 but these granuloma were more
developed and less structured by day 56 (Figure 4C, 4G). According to Archimed software
quantification, at early phase of infection, lung granuloma surface were increased in TNF™”"
and etanercept treated mice, without reaching significativity (Figure 41). At day 56,
granuloma surface of TNF-KLH and KLH vaccinated mice seemed to slightly decrease,
contrary to etanercept (* p<0.05 versus etanercept group) (Figure 4J). Numbers of granuloma
were similar between mice groups at both phases of analysis (Data not shown). The alveolar
space was also assessed. At early and established phase of infection, all mice presented lower
alveolar space versus uninfected mice (Figure 4K-L). Despite a large decrease observed with
etanercept at established phase versus other groups, it didn’t reach significativity (Figure 4L).
Histological analysis of the liver at early phase of infection (Figure 5A-F), revealed that
granulomas of TNF”™ and etanercept groups were significantly larger than other groups
(Figure 5G) (* p<0.05 versus TNF-KLH group). TNF” and etanercept groups presented also
a higher number of granuloma, without reaching significativity (Data not shown). At day 56,
liver granuloma surfaces of etanercept group were larger than the other groups (Figure SH).
Histological analyses of lungs and livers suggested that mice treated with either TNF-KLH or
KLH or PBS, can control the infection during the progression of the disease.

In order to confirm mycobacterial infiltration in granulomas, a coloration of Ziehl-Neelsen
was performed for all mice groups (Supplementary figure 3A). A semi-quantitative evaluation
of bacterial staining was conducted in lungs. Microscopic examination of tissues showed that
TNE™ and etanercept treated mice presented higher mycobacterial infiltration than the other
groups of mice (Supplementary figure 3B-C,*p<0.05 for etanercept and ***p<0.001 for TNF-

/- mice versus TNF-KLH, KLH, PBS treated mice, Anova).
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Immunohistochemistry of lung sections were performed in order to investigate the
relationship between cellular infiltrations or activation status and TNF-a neutralization.

At early phase of infection, iNOS was expressed in granulomas of all mice groups
(Supplementary figure 4A). Histological analysis revealed that lesions in TNF-KLH, KLH
and PBS groups were characterized by macrophage infiltration and very low number of
neutrophils. In TNF-/- and etanercept groups, iNOS expression by macrophages colocalized
with microabscess containing altered neutrophils (Supplementary figure 4A). At day 56,
etanercept group, presented more macrophages infiltration, high number of foamy histiocytes
expressing iNOS and less neutrophils than in early phase of infection. Lesions of PBS group
presented very few neutrophils, and iINOS was expressed in macrophages and foamy
histiocytes. Vaccinated mice with KLH or TNF-KLH presented similar cellular infiltration
than PBS group excepted a lower number of foamy histiocytes.

These immunohistological results suggested that TNF-KLH vaccinated mice were still able to
activate bactericidal function in macrophages within the granuloma and control the infection.
We explored also the effect of TNF-KLH vaccine on lung infiltration by B lymphocytes
during M. tuberculosis infection (Supplementary figure 5). At early phase of infection, anti-
CDA45R staining revealed a massive infiltration of B lymphocytes in lungs of TNF-KLH and
KLH treated mice, a lower infiltration with PBS, and a nearly absence of B lymphocytes in
TNE” or etanercept treated mice. The immunostaining revealed a higher perivascular
accumulation of B cells in vaccinated mice with KLH and TNF-KLH. At day 56, in
vaccinated groups (KLH, TNF-KLH) pulmonary granulomas were well-organized,
characterized by the presence of many pulmonary nodules and accumulation of B
lymphocytes. The phenotype of PBS group was similar to the vaccinated mice but with less B

lymphocytes. By contrast, etanercept group displayed a massive macrophages infiltration with
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large necrotic area without typical granulomas and with very few B lymphocytes

(Supplementary figure 5).

Vaccination with TNF-KLH allowed persistence of immunity to Listeria monocytogenes

A similar vaccination schedule was applied before infection with Listeria monocytogenes.
Mice were immunized at days -44, -31, -17 and -4 with TNF-KLH or treated by
intraperitoneal injections of etanercept (day -4, -2, 0 and 3). Controls groups received PBS or
KLH and TNF” mice were used a genetic control. All mice were infected on day 0 by
intraperitoneal injection of Listeria monocytogenes (10* CFU). Blood was collected before
(day -10) and during infection (day 3) to evaluate the titer of anti-TNF-a antibodies. Analysis
of serum by ELISA showed production of anti-TNF-a and anti-KLH antibodies in mice
immunized with TNF-KLH, with an increase of responder mice between day -10 and day 3
(Supplementary figure 6).

The bacterial load in liver and lung homogenates were assessed at day 4 and showed reduced
CFU number in both organs of TNF-KLH vaccinated mice as compared to TNF” and
etanercept treated mice (* p<0.05 versus etanercept and TNF™, ANOVA) (Figure 6A-B).
Similar CFU values were observed in liver and spleen of TNF-KLH treated mice and controls
groups (PBS, KLH) (Figure 6A-B).

To go further, we investigated histological changes in liver tissue at day 4 post-infection.
Analysis of tissue revealed typical and abundant hepatic microabscesses in etanercept and
TNF”" mice (Figure 7B-C). These microabscesses were characterized with diffuse infiltration
and necrotic areas (in TNF”~ and etanercept treated mice), whereas liver microabscesses from
TNF-KLH, KLH and PBS (Figure 7A-D-E) appeared smaller. Microabscesses surface and
number were quantified after image acquisition by a nanozoomer. Hepatic microabscesses of

TNE™ mice presented significantly higher size than other groups, except etanercept (Figure
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7F) (*p<0.05, ANOVA). In addition, the number of microabcesses increased significantly in
TNE™ mice (Figure 7G). (** p<0.001 versus PBS; * p<0.05 versus other groups, ANOVA).
Immunohistochemistry of liver sections was performed in order to investigate the cellular
composition of microabcesses after 4 days of infection. Analysis of sections revealed an
increased accumulation of neutrophil (Ly6G) in TNF”~ and etanercept mice, but not in others
groups (TNF-KLH, KLH and PBS) (Supplementary figure 7). Macrophages staining (F4/80)
appeared more dispersed and less localized inside microabcesses for etanercept and TNF™”"
mice compared to TNF-KLH, KLH and PBS (Supplementary figure 7).

Survival of mice was monitored for 11 days post-infection. All TNF”~ mice died by day 5 and
80% of mice treated with etanercept died by day 6, as expected. By contrast, mice vaccinated
with TNF-KLH didn’t succumb to infection during this period (Figure 9), showing that unlike
etanercept, TNF-a neutralization with TNF-KLH vaccine allowed a control of Listeria

monocytogenes infection with a clear survival benefit.

Discussion

Here, by using a surrogate of human TNF-a vaccine, we validate the anti-inflammatory effect
of a mouse vaccine in an experimental model of rheumatoid arthritis (RA), and show the
impact of such therapy on pathogen induced local immune response in two models of

infection in TNF vaccinated mice : Mycobacterium tuberculosis and Listeria monocytogenes.

Treatment of RA and inflammatory autoimmune diseases with TNF-a antagonists has proven
its efficacy in reducing disease symptoms. However, a major concern is that patients treated
with TNF-a blockers have an increased risk of bacterial, viral and fungal serious infections.

Tuberculosis is the most common opportunistic infection, and at lesser extend histoplasmosis
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and listeriosis (Wallis RS, Clin Infect Dis, 2005 ; Hage CA, Clin Infect Dis, 2010 ; Pefia-
Sagredo JL, Clin Exp Rheumatol, 2008 ; Che H, Joint Bone Spine, 2014). These risks of
infection appeared to be dependant of the nature of the TNF-a blockers. Several studies
showed that the risk of reactivation of latent tuberculosis following therapy with infliximab
and adalimumab mAb is higher than after treatment with recombinant soluble TNF-a receptor
etanercept (Wallis RS, Lancet Infect. Dis, 2008 ; Harris J, Clin Exp Immunol, 2010). The
differences in safety profile between both types of treatments may release in part on their
TNF-a binding properties. Infliximab forms stable complexes with soluble TNF-a and TNF-a
expressed at cell membranes, whereas etanercept interacts with soluble TNF-o and only
weakly and reversibly with the transmembrane form (Scallon BJ, Pharmacol Exp Ther,
2002). In addition to differential effects on the cytokine, linked to their pharmaceutical
properties, TNF-a blockers were found to have a multiple impacts on tuberculosis cellular
immunity. [FN-y-induced maturation of phagosomes containing mycobacteria and induced
monocyte apoptosis were altered by infliximab and adalimumab, but not by etanercept (Harris
J, J Infect Dis, 2008; Shen C, Aliment Pharmacol Ther, 2005). TNF-a blockers interfere also
with T cell immunity. Some studies have shown that infliximab and adalimumab, but not
etanercept, inhibited CD4+T cells activation, IFN-y production and proliferation (Saliu OY, J
Infect Dis, 2006; Hamdi H, Arthritis Res Ther, 2006). Furthermore, a subset of effector
memory CD8+Tcells, specific for Mycobacerium tuberculosis, was depleted in patients with
RA treated by infliximab. These cells, that expressed transmembrane TNF-a, were susceptible
to complement-mediated lysis in vitro in the presence of infliximab (Bruns H, J Clin Invest,
2009).

Differences in safety profile between TNF-a blockers were also described in mice. Plessner et
al., 2007 showed that neutralization of TNF-a with antibody but not with TNF-a receptor

fusion molecule exacerbates chronic murine tuberculosis. Of note, in a mice model of
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mycobacteria infection, regulatory T cells (Tregs) were founded to accumulate in the lung and
their depletion resulted in decreased bacterial burdens, suggesting a suppressive role of Treg
in tuberculosis immunity (Scott-Browne JP, J Exp Med, 2007). TNF-a blockers interfere also
with Tregs. In RA patients, infliximab therapy, but not etanercept, restores a FoxP3+
regulatory T-cell subset with more suppressive properties (Ehrenstein MR, J Exp Med, 2004;
Blache C, Rheumatology, 2011). We obtained similar results with a human TNF-a vaccine in
the TNF-a transgenic model of arthritis (Biton J, J Immunol, 2011).

The development of anti-inflammatory treatments in chronic diseases includes the vaccination
against inflammatory cytokines, including anti-TNF-o and anti-IFN-a vaccines. These
strategies were largely explored in mice (Spohn G, J Immunol, 2007 ; Wan Y, Cell Immunol,
2009 ; Lauwerys BR, Arthritis Rheum, 2013). Clinical trials in humans were promising in the
early phases of development of TNF-a vaccination with TNF vaccine (Durez P, PLoS One
2014; ClinicalTrials.gov NCT01040715), although not yet considered as efficient in a larger
study with single dose of vaccine (neovacs.fr/products/tnf-kinoid/; ClinicalTrials.gov
NCTO01911234). Developments are in progress in lupus with IFN-a vaccine. In this context,
the persistence of anti-pathogen immunity after anti-TNF-a vaccination is a major issue.

The murine TNF-a vaccine used in the present study is composed of mouse TNF-a linked to
KLH carrier protein. This TNF-KLH vaccine induced the production of anti-KLH and anti-
TNF-a polyclonal antibodies, and improvement of arthritis in two experimental models :
Collagen Induced-Arthritis (CIA) and Collagen Antibody-Induced-Arthritis (CAIA). The
protection induced by TNF-KLH vaccination was similar to etanercept.

Using the model of M. tuberculosis infection, we showed that vaccination with TNF-KLH
didn’t increase the sensitivity to the pathogen, while TNF”~ mice would succumb during early
phase of infection. It was previously reported that mice treated with a murine homologue of

etanercept succumb to M. tuberculosis infection (Plessner et al., 2007a). We didn’t observe
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such effect in our experiment with etanercept. Interestingly in our experiment, direct
observation of bacteria after Zielh-Nielssen coloration of tissues highlighted a higher bacteria
load in lungs of TNF”~ and etanercept mice than TNF-KLH treated mice.

It is noticeable that dramatic lung inflammation in TNE™ mice included large granulomas
characterized by a many necrotic areas compared to that observed in others groups.
Granuloma formation and organization in lungs was not altered with TNF-KLH vaccine in
established phase of M. tuberculosis infection, by contrast with etanercept. In addition,
granulomas observed in the livers of TNF-KLH treated mice were similar to control groups
(KLH, PBS). In TNF"" and etanercept treated mice, liver granulomas were significantly
larger.

The protective role of iNOS in infection led us to study its expression during anti- M.
tuberculosis response. Indeed, mice deficient in iNOS succumbed to tuberculosis infection
within 33-45 days and iNOS inhibitors aggravated the course of murine tuberculosis
(MacMicking et al., 1997; Flynn et al., 1998). We show here that iNOS was expressed
exclusively by macrophages within granulomas during the early phase of infection, and by
macrophages and foamy histiocytes during established phase. Strikingly, recruitment of
macrophages and neutrophils seemed to be altered by etanercept treatment, since numerous
neutrophils and few macrophages were infiltrated at acute phase, whereas at established phase
numerous macrophages and foamy histiocytes were infiltrated in lungs. With TNF-KLH
treatment, neutrophilic infiltration was rare and few foamy histiocytes were observed during
established infection.

The adaptive immune response to Mycobacterium tuberculosis is also mediated by B
lymphocytes. Recent study showed that TNF-a secreted by B lymphocytes is of major
importance for the aggregate formation (Kondratieva et al., 2014). Our studies show that

contrary to etanercept, vaccination with TNF-KLH didn’t alter B cell recruitment. At day 56
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post-infection, B cells accumulation formed nodules in the lung of all mice groups, except
etanercept groups. These data suggested that neutralization of TNF-a with TNF-KLH didn’t
block the TNF-a secreted locally by B lymphocytes as etanercept. TNF-KLH vaccine allowed
cell recruitment in infected tissues, granuloma formation and maintenance during early and
established phases of infection.

Results obtained in tuberculosis model were confirmed and reinforced in the Listeria
monocytogenes infection study. Anti-TNF-a polyclonal antibody production induced by TNF-
KLH didn’t impair immunity to bacteria and all mice survived, whereas TNF-a neutralization
with etanercept resulted in enhanced susceptibility to infection and TNF”~ mice didn’t resist to
infection. Similarly to immunocompetent mice (PBS and KLH control groups), TNF-a
neutralization by TNF-KLH vaccine had no effect on clearance of the bacteria in liver and
spleen of infected mice, whereas, etanercept increase bacterial load. Furthermore, the size and
number of liver microabcess were similar between TNF-KLH-vaccinated and controls (PBS,
KLH) groups at day 4 post-infection. In contrast, TNF”" mice exhibited increase number and
large lesions characterized by necrotic areas. Interestingly, our data showed that immunization
with TNF-KLH didn’t altered immune cells migration into the liver during Listeria infection,
whereas etanercept and TNE” mice exhibited neutrophils accumulation and reduced
macrophages recruitment in lesions.

Although the importance of soluble versus membrane TNF-o has not been investigated in
detail in the CIA model, the role of the both forms of TNF-a were well investigated in
infections models. Indeed, It has been shown that mice lacking the soluble form of TNF-a but
expressing a transmembrane form were able to control M. tuberculosis infection, at least
during the acute phase (Olleros,M. L. J. Immunol 2002) or during L. monocytogenes infection
(Torres, D. Am. J. Pathol 2005). These later mice can still form compact granulomas, which

prevent bacterial spreading, whereas mice completely lacking TNF-a were severely impaired
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in granuloma formation. Expression of a functional transmembrane form of TNF-a also
confers partial protection to L. monocytogenes infection (Musicki, K Infect. Immun 2006;
Torres, D. Am. J. Pathol 2005), whereas TNF-a or TNF-R1 deficient mice are highly

susceptible (Rothe, J., Nature 1993).

In summary, we report here that anti-TNF-a active immunotherapy allows the maintenance of
host defenses against M. tuberculosis and L. monocytogenes infection in mice. This is a major
point of safety for therapeutic vaccinations in chronic inflammatory diseases. We could
speculate that it would be possible to neutralize pathogenic levels of TNF-a efficiently

without reaching a minimal level necessary to prevent infections.

Methods

Vaccine design

Murine TNF-a was purchased from PeproTech (315-01A-1000UG, PeproTech France). KLH
(keyhole limpet hemocyanin, 77600, Thermo Scientific Pierce), GMBS (N-[g-
Maleimidobutyryloxy] Succinimide ester (22309 Pierce) and SATA (N-Succinimidyl S-
Acetylthioacetate (26102 Pierce) were purchased from Thermo Scientific Pierce, France.
TNF-KLH vaccine results from the chemical coupling of murine TNF-a to the carrier protein
KLH. TNF-KLH was prepared as follows : 4mg of murine TNF-a was derivatized with
SATA for 2h at room temperature. In parallel, 20mg of KLH was derivatized with GMBS for

30 minutes. For coupling, 1 mole of KLH-GMBS was incubated with 20 moles of TNF-
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SATA for 2h at room temperature in presence of hydroxylamide (23225 Thermo Scientific
Pierce). The heterocomplexe (TNF-KLH) was dialyzed overnight against PBS by Microcon
tube (YMI100 Millipore). TNF-KLH was sterilized by centrifugation in a Ultrafree-CL
0.22um tube (FC40GV 0S Millipore), and then stored at 4°C. Three batches were prepared
successively to perform the different experiments. They were validating biochemically by

ELISA and western blot. Batches were systematically tested in vivo in the CIA model.

Mice

For collagen-induced arthritis (CIA) experiment, 36 DBA/1 male mice (6 weeks old), were
purchased from Janvier Laboratory (France). CAIA experiment was conducted with 24
C57BI1/6 male mice (6 weeks old) from the same supplier. Mice were distributed in treatment
groups and bred in mixed cages. Body weight was monitored weekly. For Listeria
monocytogenes (LM) infection study, 40 C57BIl/6 female mice (8 weeks old) were obtained
from Janvier Laboratory and 10 TNF-o ” mice (TNF™", same background) bred in specific
pathogen-free animal facility at the National Center for Scientific Research (INEM, Orléans).
All mice were kept in sterile confinement in a P2 animal unit. Mice were infected and
monitored regularly for clinical status and weighted daily. Mycobacterium tuberculosis (Mt)
infection study was conducted with 60 C57Bl/6 female mice (8 weeks old) obtained from
Janvier Laboratory and 7 TNE”" mice (INEM, Orléans). Mice were distributed in treatment
groups and bred in mixed cages (excepted for naive uninfected mice). Body weight was

monitored weekly.

Culture of Mycobacterium tuberculosis and Listeria monocytogenes

136



Mycobacterium tuberculosis (H37Rv strain) and Listeria monocytogenes (wild-type L028)
were provided by the National Center for Scientific Research (INEM, Orleans). Listeria was

grown in BHI medium (Brain Heart Infusion, Difco Laboratories).

Models of arthritis

Collagen-induced arthritis (CIA) was induced in DBA/1 mice by using a 1:1 emulsion of
bovine type II collagen (CIIb, 50pg/mice) and Complete Freund Adjuvant (CFA, Difco,
France) on day 0 (total volume injected in the tail: 100ul). A boost was given on day 21 by
using 100ul of a 1:1 emulsion of CIIb (50pg/mice) and Incomplete Freund Adjuvant (IFA,
Difco, France). Arthritis onset occurs around 30-35 days after the first collagen injection

(Ratsimandresy R. et al., Vaccine 2011).

Collagen antibody-induced arthritis (CAIA) was induced in C57Bl/6 mice, that received an
intraperitoneal injection of 5mg / mice of a cocktail of five monoclonal anti-collagen
antibodies on day 0 (53100 Arthrogen-CIA® Arthritogenic Monoclonal Antibody, Gentaur,
Belgium) and an intraperitoneal injection of LPS (50ug, E. coli 0111:B4 strain) on day 3.
Arthritis onset occurs around 3-4 days after anti-collagen antibodies injection and peak

around day 7-10 (Hutamekalin P et al., J Immunol Methods. 2009).

Clinical signs of arthritis were blindly evaluated three times per week. The arthritis of mice
monitored in four paws. For each mouse, the clinical severity of arthritis was scored (0,
normal; 1, erythema; 2, swelling; 3, deformity; and 4, ankylosis) in 10 joints or group of
joints: three joints of the two hind limbs (toes, tarsus, ankle) and two joints of the two
forelimbs (digits, wrist). The maximum score reached for each of the 10 joints was 4, so the

individual maximum arthritis clinical score on a given day was 40 (Semerano et al.,
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Angiogenesis 2016). The mean arthritic score on each days of clinical observation was

calculated for each group of treatment.

For histological analysis, both left hind limbs of each mouse were collected, fixed,
decalcified, dehydrated and transferred in paraffin blocks. Slides of 7 um thickness were
stained with haematoxylin and eosin before microscopic observation (optical microscope). At
least ten fields per section were blindly evaluated. In each joint, two parameters were
separately assessed using a four-point scale (0—3, where 0 indicated a normal joint and 3
maximally severe arthritis). The first parameter was inflammation as reflected by synovial
membrane thickness (synovial proliferation) and inflammatory cells infiltration. Inflammation
was scored as follows: 0: no synovial proliferation and no inflammatory cells infiltration; 1:
limited or absent synovial proliferation with inflammatory cells infiltrating <5% of synovial
membrane; 2: synovial proliferation with inflammatory cells infiltrating between 5 and 50%
of synovial membrane; 3: massive synovial proliferation with inflammatory cells infiltrating
>50% of synovial membrane. The second parameter was joint destruction (bone erosions,
cartilage thickness, and cartilage unevenness). Joint destruction was quantified as follows: 0:
no bone erosions, smooth cartilage surface with conserved thickness; 1: presence of cartilage
erosion or unevenness, or thinning involving <50% of cartilage surface with absent or single
bone erosion; 2: multiple cartilage erosions or cartilage thinning involving >50% of cartilage
surface, and/or >1 bone erosions involving <50% of articular surface; 3: complete
derangement of articular structure. For prevalence determinations, histological inflammation
or destruction was defined as an inflammation or destruction score >0.5 (Semerano et al.,

Angiogenesis 2016).
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For clinical and histological evaluation of arthritis, blinding was ensured by a random
distribution of treatments inside cages, limited by the need to have each treatment group

represented, and by the use of tables including only cages and mice numbers.

Anti-TNF immunization in collagen-induced arthritis model

Immunizations were performed with the anti-mouse TNF-a vaccine (TNF-KLH) emulsified in
IFA. DBA/1 mice (n=6) were immunized with different doses of TNF-KLH (20ug, 10ug or
5ug) on intramuscular injections at days —21, —7, 7. In the same experiment, one group of
mice (n=6) treated three times per week with 30mg/kg of etanercept (PAA0252P1, Pfizer)
from day 22. As negative controls, mice received intraperitoneal injection of PBS or
intramuscular injections of KLH (10pg) emulsified in IFA. KLH and PBS were administered

on the same time schedule as TNF-KLH or etanercept respectively.

Anti-TNF-o immunization in Mycobacterium tuberculosis infection model

The Mycobacterium tuberculosis infection study was performed at the National Center for
Scientific Research (INEM, Orleans). Before infection, immunized mice (n=10) received four
TNF-KLH intramuscular injections (10ug) at days -44, -31, -17 and -4. One group of mice
(n=10) received intraperitoneal injections of etanercept (30mg /kg) twice a week from days -4
to day 52. Controls groups were untreated (naive mice, n=10 mice), treated with KLH (n=10
mice) or received intraperitoneal injections of PBS (n=10 mice). Except naive mice, all
C57Bl/6 and TNF”" mice (n=7) were infected on day 0 by delivering 10* CFU/lung M.
tuberculosis (H37Rv strain) into the nasal cavities under ketamine-xylazine anaesthesia. On
day 25 post-infection for all TNF” mice or day 28 for other groups, 5 animals were

euthanized, lung, livers and spleens were harvested and the number of viable bacteria in organ
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homogenates was determined by plating serial dilutions in duplicates onto Middlebrook 7H11
(Difco) agar plates containing 10% OADC and incubated at 37 °C. Colonies were enumerated
at 3 weeks and results are expressed as log;o CFU per organ. Similar analyses were performed

at day 56 with the remaining mice.

Anti-TNF immunization in Listeria monocytogenes infection model

The L. monocytogenes infection study was performed at the same place with similar
vaccination and infection schedule. One group of mice (n=9) received intraperitoneal
injections of etanercept (30mg /kg) at days -4, -2, 0 and 3. Controls groups were treated with
KLH (n=9 mice) or PBS (n=10 mice) on the same time schedule as TNF-KLH or etanercept
respectively. All groups and TNF-/- mice (n=10) were infected on day O by intraperitoneal
injection of 10* CFU L. monocytogenes (LO28 strain). On day 4 post-infection, 4 mice /group
were euthanized, then livers and spleens were harvested and the number of viable bacteria in
organ homogenates was determined by plating serial dilutions on trypticase soy broth agar
plates (Biovalley) and incubating overnight at 37°C, followed by counting CFU. Moreover,

the survival during infection was evaluated until day 11 (n=5-6 mice/group of treatment).

ELISA anti-KLH and anti-TNF antibodies

For each experiment, blood samples were collected at different time points in accordance with
the duration of experiments : 19 and 41 days after the third TNF-KLH immunization in C/4
study; 7 days after the third and fourth TNF-KLH immunization in Listeria study ; 7 days
after the third and 32 days after the fourth TNF-KLH immunization in Mycobacterium study.
Serums were obtained and tested for anti-KLH and anti-TNF-a antibody production. Specific
anti-mTNF-a and anti-KLH antibodies titers were determined using direct ELISA. Precoated

ELISA plates with 50 ng per well mTNF-a (Péprotech) or KLH (Sigma) were incubated with
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serial dilutions of sera from immunized and control mice. Specific antibodies were detected
by using phosphatase alkaline conjugated rabbit anti-mouse IgG (IgG-PA) (Sigma-Aldrich
A1902). Substrate PNP (Sigma-Aldrich) was added for 40 minutes. The optical density (OD)

was measured at 405 nm.

Tissue preparation for histochemical and immunohistochemical analysis

In Mycobacterium experiment, lungs and livers collected after euthanasia on days 25-28 and
56, were fixed in 4% buffered formalin. Tissues were dehydrated in ethanol and embedded in
paraffin for the histology studies. Sections of 4um were cut and transferred in glass slides.
Hematoxylin and eosin (H&E) stained sections were observed by light microscopy at x400
magnification with a Zeiss Observer D1 microscope equipped with a motorized stage
connected to Histolab and Archimed softwares (Microvision, Les Ulis, France).
Quantification of the number and size of granuloma were assessed by using Archimed.

For immunohistological analysis, lung and liver sections were fixed in acetone-ethanol (5
minutes), and endogenous peroxidase activity was blocked using PBS with 3% H,O..
Endogenous biotin in the liver was blocked using avidin-biotin Kit (Vector Laboratories, SP-
2001). The tissue sections were incubated 2h at room temperature or overnight at 4°C with the
primary antibody CD45R (AbD Serotec, MC1258G) or iNOS (Abcam, 15323). The sections
were then incubated for 30 minutes at 37°C with the appropriate biotinylated secondary
antibody. Avidine biotin peroxidase complexes were added to the sections for 30 minutes
(ABC Vector kit; Vector Laboratories, PK-6100), after the sections were incubated with
diaminobenzidine substrate (Imm PACT™ DAB, Vector: SK-4105, biovalley). After rinsing
in water, the sections were counterstained with hematoxylin before mounting and
immunohistological analysis were performed with a Zeiss Observer D1 microscope as

described above.
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In Listeria experiment, four mice per group were euthanized at day 4 post-infection. Livers
were treated as described above. H&E stained sections were observed by light microscopy
and images were obtained by nanozoomer. The number and size of microabcesses were
assessed by using the NDPview software (Hamamatsu, Japan). Immunohistological analysis
of the livers, for macrophages (F4/80, AbD Serotec, MCA497GA) and neutrophiles (Ly6G,

Abcam, 25377) infiltrations, were performed as described for CD45R and iNOS staining.

Statistical analysis

In arthritis studies, serial measurements of clinical scores were analyzed considering the area
under the curve (AUC) for each subject as a summary measure; these measures were then
analyzed as raw data for inter-group comparison (ANOVA). Difference in arthritis onset was
calculated with ANOVA. Post-test comparisons were performed according to data
distribution (Student-Newman-Keuls).

In Listeria studies, statistical evaluation of survival data was determined by Kaplan-Meier
(log rank test) and bacterial burden data were analyzed using a one-way ANOVA with
Newman-Keuls post test.

Study approval

All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care and use of
animals were followed. For experiments in arthritis models, all procedures were approved by
the Animal Care and Use Committee of the University of Paris 13 (ethical approval ID:

Ce5/2010/036).
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Figures and figures legends
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Figure 1: TNF-KLH vaccination protects mice from clinical and histological arthritis.
DBA/I mice were immunized three times with KLH or with differents doses of TNF-KLH
(20pg, 10pg, Spg) at days -21, -7, 7. Collagen-Induced Arthritis (CIA) were induced by two
injections of CIIb (day 0 and 21). Treatment with etanercept (30mg/kg, two times/week) or
PBS began from day 22. Clinical arthritis was measured using the sum of arthritis scores (0—
4) from four paws (Mean, SEM, n =6/group). (A) Treatment with different doses of TNF-
KLH or etanercept resulted in significantly lower clinical scores vs controls groups (KLH and
PBS). The asterisk indicated a statistically significant difference in clinical scores between
treatment groups on the whole duration of the experiments. The differences were calculated
with ANOVA, with the area under the curve (AUC) of the clinical scores for each animal as

raw value.*: p<0.05 vs. both PBS and KLH. There were no significant differences between
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TNF-KLH and etanercept groups. (B-E) Histological sections representative of the mean
histological score of TNF-KLH and KLH groups. (B: TNF-KLH20, C: TNF-KLH10, D:
TNF-KLHS, E: KLH). Compared to control KLH group, immunizations with different doses
of vaccine resulted in low or absent inflammatory synovitis (blue arrow) and preserved
articular surface (black arrow). Conversely, in KLH-treated control mice inflammatory
synovitis (blue arrow) and cartilage erosion (black arrow) can be seen. (F) Immunization with
TNF-KLH10 resulted in lower histological inflammation vs PBS control group. The three
doses of TNF-KLH reduced histological destruction in joint tissue compared to PBS group
(G). As expected, treatment with etanercept reduced inflammation and destruction (F- G). *
p<0.05 for TNF-KLH and ** p<0.01 for etanercept vs PBS (Newman-Keuls test with
subsequent post hoc comparisons). CIA inhibition with TNF-KLH vaccination was observed

in three independent experiments.

151



A — 8 e © i
3 . @ 2.0 10 Skl
g sl = o 8 o
5' " A a0 % % o g 1 o A g
LeEER L o 1 FllrAens
- é @ g5 * E“' * a *- - i

< *’» Y “’
D E F
39 . * 20 *k 10
" 1.54 y
£ o 5 B
: s 3 5 1o . e W o o
PlFass Pl
. % Golddr A o w7

0 T T 0.0

&S f&&ﬁg ESQKQ

Figure 2: Organ weights during early and established phase of M. tuberculosis infection.
C57Bl/6 mice were immunized with KLH (n=10) or with 10ug of TNF-KLH vaccine (n=10)
at days -44, -31, -17 and -4. One group of mice received 30mg/kg of etanercept (n=10) twice
a week from day-4 to day 52. Excepted naives (n=5), all treated mice and TNF” mice (n=7)
were infected intranasally with 10* CFU of Mycobacterium tuberculosis at day 0. Five mice
per treatment (day 28) and all TNE™ mice (day 25) were euthanized and lung, spleen and liver
were weighted. The survival was monitored until day 56 (4-5 mice/group) and organs were
weighted at euthanasia. Relative organ weights were calculated as the ratio of absolute organ
weights to body weights. The asterisk indicated a statistically significant difference between
groups. At early phase of infection, lung (A) and spleen (B) weights from TNF-/- mice were
higher than all groups, excepted etanercept (* p<0.05 vs TNF-KLH, KLH, PBS and ***

p<0.001 vs Naive mice; Newman-Keuls test with subsequent post hoc comparisons). Spleen
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(B) and liver (C) weights were similar between treatments and Naive mice, contrary to the
lung (A);  p<0.05 Naive vs TNF-KLH, KLH, PBS and etanercept). Organ weights of TNF-
KLH treated mice were similar to PBS and KLH control groups (A-B-C). At established
phase of infection, lung (D) and spleen (E) weights of etanercept mice were higher than Naive
mice (* p<0.05 vs Naive mice). Lung weights of TNF-KLH treated mice were also higher
than Naive mice (* p<0.05 vs Naive mice). No differences were observed for liver weights

(F) between groups.
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Figure 3: TNF-KLH vaccination doesn’t increase bacterial loads in lungs and livers of

M. tuberculosis infected mice. Vaccination schedule was described above. At early and
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established phase of infection, a part of lungs and liver were weighted and used after lysis for
bacterial culture and Colony Forming Unit (CFU) evaluation. Results were expressed as
Log(10) of CFU count for whole organs. At early phase of infection, TNF-/- mice showed
higher CFU in lung (A) and liver (B) than the other groups (§ p<0.001 TNF-/- vs all groups;
Newman-Keuls test with subsequent post hoc comparisons). As expected, no CFU could be
detected with Naive mice (A-C; & p<0.001 TNF-/- vs all infected mice). CFU numbers in
organs of TNF-KLH treated mice were similar to PBS, KLH and etanercept groups at early

(A-B) and established (C) phase of infection.
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Figure 4: Limited effects of TNF-KL.H vaccination on lung granuloma formation during
M. tuberculosis infection. Granulomas were assessed at early (A-D) and established (E-H)
phases of infection with Mycobacterium tuberculosis. 4pm lung sections were stained with
hematoxylin-eosin as described in materials and methods (» =3-7 per group). Lungs of TNF-

KLH mice (B, F) presented similar granulomas (black arrow) than KLH mice (A, E), whereas
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etanercept at established phase (G) and TNF”" mice at early phase of infection (D) were
characterized by larger granulomas. Quantification of lung granuloma surfaces at early (I) and
established phase of infection (J) confirmed these observations. Lungs of TNF-KLH mice
presented smaller granulomas (J) compared to etanercept and TNF-/- mice (I). (* p<0.05, **

p<0.01, ANOVA).
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Figure 5: TNF-KLH vaccination doesn’t induce larger granuloma formation in liver of
M. tuberculosis infected mice. Histological analysis of liver was assessed on liver sections
stained with hematoxylin-eosin as described in materials and methods (» =3-7 per group). At
early phase of infection (A-F), livers of TNF-KLH mice (A) presented similar granulomas

(black arrow) than KLH (B) and PBS (C) treated mice, whereas etanercept (D) and TNF"
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mice (F) were characterized by larger granulomas. Quantification of hepatic granuloma
surfaces at early phase (G) and established phase of infection (H) confirmed these
observations. Livers of TNF-KLH mice presented smaller granulomas compared to etanercept

(G-H) and TNF-/- mice (G). (* p<0.05, ** p<0.01, ANOVA).
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Figure 6: TNF-KLH vaccination doesn’t increase bacterial load in liver and spleen
during Listeria monocytogenes infection. Mice (n=10 per group) were treated with TNF-
KLH or KLH at days (-44,-31, -17, -4) or given PBS or 30mg/kg of etanercept (days -4, -2, 0
and 3). TNF™ mice were used as genetic control. All mice were infected with 10 CFU of
Listeria at day 0. 4 days after infection, 4 mice per group were euthanized and Colony
Forming Units (CFU) were evaluated in liver (A) and spleen (B) as described in materials and
methods. In both organs, TNF-KLH, PBS and KLH treated mice presented lower CFU than

etanercept and TNF" mice. * p<0.05; ** p<0.01, *** p<0.001, ANOVA.
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Figure 7: TNF-KLH vaccination doesn’t increase number and size of liver lesions during
Listeria monocytogenes infection. Liver lesions were studied 4 days after infection with
Listeria after staining of sections with hematoxylin-eosin as described in materials and
methods. Upon observation of liver sections (A-E), an increase of size and number of lesions
(black arrow), with necrotic areas (red arrow) were noticed with etanercept (B) and TNE™”
mice (C). Listeria accumulation (green arrow) was observed in TNF-/- mice. Liver of TNF-
KLH mice (A) presented similar aspects than PBS (D) and KLH (E) treated mice.
Quantification of hepatic lesions number and surface was conducted by using NDPview
softwar (Hamamatsu, Japan) on slide scan (F-G). TNF-KLH treated mice, as KLH and PBS

treated mice, exhibited lower number (F) and smaller lesion surface (G) compared to TNF-/-
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mice. (* p<0.05, ** p<0.01, ANOVA). The increase in number and size of lesions with

etanercept didn’t reach significativity threshold.
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Figure 8: Survival of mice during Listeria monocytogenes infection is not reduced by
TNF-KLH vaccination. Mice (n=10 per group) were infected with 10* CFU of Listeria at day
0. 4 mice per group were euthanized for bacterial burden and histological analysis at day 4.
Survival was evaluated for 11 days post-infection with the remaining mice. All TNF-/- mice
(n=6) died 5 days post-infection. 4 etanercept treated mice died on day 6 (n=5) and 2 mice
treated with KLH (n=5). All TNF-KLH (n=6) and PBS (n=6) treated mice survived during
this period. Survival of TNF-/- and etanercept groups was significantly reduced compared to

PBS, TNF-KLH and KLH groups (Logrank test for trend, p<0.0001).
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Supplementary figure 1: TNF-KLH vaccination reduces histological signs of arthrins in the Collagen Antibodyv-Induced Arthrins
madel. C37BL6 female nuce were unmumized with 10Ug of TNF-KLH vaccne (n=0) at days -37. -13 and -3. Last groups of nuce
recetved 30mgke of etanercept (n=6) or PBS (n=0) twice a week from day-3 to dayv 12 Arthmtis was mnduced by an intraperitoneal
ijection of a cocktail of five anti-collagen antibodies (5 mg per nmce) at day 0 and a boost of 30pg LPS at day 3. Arthritis onset occurs
around 3-4 days after anti-collagen antibodies mjection and peak around day 7-10. Afier euthanasia at day 12, lustological mflammation
{A) and destruction (B) after staiming of knee sections with hematoxylin-eosin. TNF-KLH vaccinated mice presented lower inflammation
and destruction scores than PBS control group (*p<0.05, ANOVA).
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Supplementary figure 2: TNF-KLH wvaccination induces a sustained anti-TNF antibody production during M. fuberculosis
infection. C57Bl/6 mice were immunized with KLH (n=10) or with 10pg of TNF-KLH vaccine (n=10) at days -44. -31, -17 and -4. One
group of mice received 30mg/kg of etanercept (n=10) twice a week from day-4 to day 52. Excepted nalves (n=3). all mice and TNF™-
mice (n=7) were infected mtranasally with 10* CFU of Mycobacterium fuberculosis at day 0. Blood was collected at day -10 (A) and
during mfection at day 28 (B) to evaluate the anti-TINF antibodies production. ELISA analysis showed that TNF-KLH vaccinated mice
produced high titers of anti-TINF Abs at day -10 and 28,
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Supplementary figure 3: TNF-KLH vaccination doesn’t increase hacterial load in lungs of M. ruberculosis infected mice. Zieh-
Neelsen coloration allowed direct recognition of mycobacteria in lung sections. M. tuberculosis appeared as red bacilli (arrowheads).
Examples of images at early phase of infection (A). Quantification of mycobacteria during the early phase (B) and the established phase
(C) of infection was conducted after blind observations of three fields per mice (n=3-7 mice per group). TNF-KLH treated mice presented
lower mnfiltration of lungs dunng infection than etanercept and TNF-/- mice. (*p<0.03 ANOVA). Scal bar. 10um.

A

Supplementary figure 4: TNF-KLH vaccination doesn’t inhibits iNOS expression in lungs of M. mberculosis infected mice.
Imnunochistological staiming of iINOS was performed as described in materials and methods. (A). TNF-KLH. KLH and PBS groups were
characterized by i1NOS+ macrophage mfiltration of lesions and very low number of unstamed neutrophils. In TNF-- and etanercept
groups. INOS was only expressed by macrophages, closed to altered neutrophils accumulations and necrosis area. At established phase of
infection (B), etanercept group. presented more macrophages infiltration and foamy histiocytes expressing iNOS and less neutrophils than
in early phase of infection. Lesions of PBS group presented very few neutrophils, and iNOS was expressed i macrophages and foamy
histiocytes. Vaccinated mice with KLH or TNF-KLH presented sinular cellular infiltration than PBS group excepted a lower number of
foamy histiocytes. Scale bar. 200um.
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Supplementary figure 5: TNF-KLH vaccination favors B lymphocyte infiltration in lungs of M. mberculosis infected mice.
Immunohistological staining of B lymphocytes expressing CD45R was performed as described in materials and methods. At early phase
of infection (A). a massive perivascular accumulation of B lymphocytes was observed m lungs of TNF-KLH and KLH treated mice. a
low infiltration with PBS. and a nearly absence in TNF~~ or etanercept treated muce. At established phase of infection. vaccinated groups
(KLH. TNF-KLH) were charactenized by accumulation of B lymphocytes and many pulmonary nodules. PBS group was similar to the
vaccinated mice but with less B lymphocytes. By contrast. etanercept group displaved very few B lymphocytes and massive macrophages
infiltration with large necrotic area. Representative image of 3 to 7 mice per group. Scale bar. 200um. X2.5 magnification of red boxes
were represented below original picture.
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Supplementary figure 6: TNF-KLH vaccination induces a sustained anti-TNF antibody production during Listeria monocytogenes
infection. C37Bl/6 mice were imnumized with KLH (n=9) or with 10pg of TNF-KLH vaccine (n=10) at days -44. -31. -17 and -4. One
group of mice recerved 30mg/ke of etanercept (n=9) or PBS (n=10) at day -4. -2, 0 and 3. All mice and TNF~* mice (n=10) were infected
by mirapentoneal mnjection with 10 CFU of Listeria menocyfogenes at day (), Blood was collected at day -10 (A) and at early phase of
infection at day 3 (B) to evaluate the anti-TNF antibodies production. ETISA analysis showed that TNF-KLH vaccinated mice produced
high titers of anti-TINF Abs with an increase in responder mice between day -10 and day 3.
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Supplementary figure 7: TNF-KLH vaccination doesn’t alter macrophages and neutrophils infiltration of livers during Listeria
monocytogenes infection. Immunohistological staming of macrophages expressing F4/80 (A) and neutrophils expressing Ly6G (B) was
performed as described in materials and methods. After 4 days of infection. macrophage staining of TNF-KLH treated mice was similar to
KLH and PBS groups. whereas macrophages appeared less localized m microabcesses in etanercept and TNF-- groups. (Scale bar.
100um). Neutrophils staining (B) were similar between TNF-KLH. KLH and PBS groups. whereas etanercept and TNF-- groups were
characterized by an important accumulation of neutrophils in large lesions. Scale bar. 30um.
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TNF-KLH 20 5 387 +4-25 804+-22
TNF-KLH 10 5/8 IB24-24 4T +H-24
TNF-KLH & B/6 388+-16 B0+-14

KLH 66 BIHT 14.7+-21

PBS B/6 3334-22 11.14-33
etanercept 416 4124/-28 204-17

Supplementary table 1: TNF-KLH vaccination protects mice from Collagen-Induced Arthritis . DBA/] mice were immumzed at
days -21, -7. 7 with KLH (n=6) or with different doses of TNF-KLH (20pg. 10pg. 5pg: n=6). Treatment with etanercept (30mgke. twice
a week: n=6) or PBS (n=0) began from day 22 to day 47. Collagen-Induced Arthntis (CIA) were mduced by twe mjections of CIIb (day 0
and 21). Three parameters of clinical arthritis were evaluated: incidence. onset and Amax. No statistical differences were obtaned for
mcidence and onset of arthnitis between treatment groups. By contrast maximal scores of arthritis (Amax) were lower m TNF-KLH and
etanercept treated muce versus KIH group. * p<0.05 for TNF-KLH and ** p<0.01 for etanercept vs KLH (Newman-Keuls test with

subsequent post iec comparisens). CLA mhibition with TNF-KLH vaccination was observed in three ndependent expeniments.
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Les travaux que j’ai réalis€¢ durant ma theése avaient deux objectifs principaux : d’une part,
mettre au point un nouveau vaccin anti-VEGF en utilisant des peptides du VEGF et de
démontrer pour la premicre fois son efficacité dans le modele d’arthrite expérimentale au
collageéne, d’autre part, évaluer les éventuels effets secondaires du blocage du TNF par une

stratégie vaccinale dans un contexte infectieux.

J’ai donc pu confirmer dans la premiére partie de mes travaux 1’efficacité du blocage du
VEGEF par le vaccin Vpepl-K et par le vaccin VEGF-K et constater que ces deux vaccins ont
la capacité de réduire les scores cliniques ainsi que les scores histologiques dans I’AEC. Nous
avons pu également mettre en évidence 1’inhibition de la vascularisation dans la synoviale des
souris traitées avec ces vaccins (Vpepl-K ou VEGF-K). Cependant la vaccination avec le
Vpep2-K ne protége pas les souris des arthrites et ne réduit pas la vascularisation au cours de

I’arthrite.

I. Inhibition de ’angiogenése et efficacité dans ’arthrite

A. Les traitements anti-VEGF

Actuellement, des immunothérapies anti-VEGF sont utilisées pour inhiber 1’angiogenése chez
les patients atteints de dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA) et chez les patients
atteints de cancers. Chez ces derniers, du fait des doses et des multiples roles du VEGF, ces
traitements entrainent 1’apparition d’effets secondaires importants comme : des défauts de

cicatrisation, des perforations gastro-intestinales et une hypertension artérielle.

Les effets indésirables de ces médicaments rendent inenvisageable leur utilisation dans le
traitement des maladies auto-immunes chroniques comme la polyarthrite rhumatoide. Pour
limiter les effets secondaires de ces immunothérapies passives, des stratégies vaccinales

ciblant des cytokines pro-angiogéniques ont été développées. Certaines sont basées sur
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I’utilisation des peptides de cytokines. Ainsi, des travaux ont montré que la vaccination avec
des peptides du FGF-2 couplés a des VLP inhibe le développement des tumeurs (Plum et al.,
2000). Par ailleurs, la vaccination avec du VEGF-A 65 couplé a la KLH, induit la production
d’anticorps anti-cytokine, inhibant le développement tumoral dans le modéele

d’adénocarcinome du colon CT26 (Rad et al., 2007).

Différentes études ont montré I’importance de 1’interaction entre le VEGF-A 65, son récepteur
VEGFR-2 et le corécepteur NP-1 dans ’angiogenese pathologique. Le blocage spécifique de
I’interaction du VEGF-A 45 avec son corecepteur NP-1 pourrait limiter les effets secondaires
d’une telle stratégie. Des techniques in vitro basées sur I’utilisation de peptides du VEGF-A 45
ont été développées pour identifier les séquences impliquées dans cette interaction. La plupart
des peptides identifiés ont en commun les 7 derniers acides aminés de 1’exon 8 de la séquence
protéique du VEGF-A¢s. L’efficacité du peptide A7R (ATWLPPR) a été¢ démontrée au
laboratoire dans un modé¢le murin de tumeur (Starzec et al., 2006). De méme, un peptide
VEGF-A| 1165 bloquant I’interaction du VEGF avec NP-1 in vitro, s’est révélé efficace in
vivo dans I’AEC. Ce peptide issu du clivage du VEGF-A g5 permet de limiter la sévérité des

arthrites, I’hyperplasie synoviale et I’angiogenése dans les articulations (Kong et al., 2010).

Dans cette optique et par homologie entre espéces, nous avons défini deux peptides dans la
séquence du VEGF-A ¢4 de souris. Le premier devait correspondre a une séquence peptidique
brevetée par Zacchary en 2001, localisée entre les acides aminés 125 et 140 de la séquence du
VEGF-A ¢ humain. En raison des différents isoformes et des multiples numérotations des
acides aminés prenant ou pas en compte le peptide signal, nous nous sommes décalés d’une
dizaine d’acides aminés en amont de la séquence peptidique murine ciblée pour définir le
peptide Vpepl. Le second peptide, Vpep2, est ’homologue murin d’A7R. Apres étude des

publications sur la structure du VEGF-A¢s, nous nous somme rendus compte que le peptide
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Vpepl restait dans la zone d’interaction avec NP-1 et était localisé dans une région commune
avec deux autres isoformes du VEGF-Ags: le VEGF-A;g5 et le VEGF-A;59. Nous avons
couplé ces peptides a la KLH, de maniére a obtenir deux candidats vaccins, Vpepl-K et
Vpep2-K. Nous avons ensuite évalué ’efficacité de ces vaccins dans I’AEC. Dans ces
expériences nous ne pouvions pas utiliser le bevacizumab (Avastin®) comme contrdle positif,
car cet anticorps monoclonal anti-VEGF-A s humain ne croise pas avec le VEGF-Ajq4 de
souris. Depuis, un récepteur soluble du VEGF (aflibercept, Zaltrap®) a été développé et est
actuellement disponible en France. Cette molécule inhibe l'action du VEGF et du PIGF chez

les mammiferes.

B. Mode d’action et efficacité des vaccins peptides anti-VEGF

Comme nous I’avons observé au cours des expériences, quelque soit le peptide couplé a la
KLH (Vpepl ou Vpep2), les souris développent des anticorps spécifiques du peptide contre
lequel elles ont été vaccinées. De plus, ces Ac polyclonaux anti-VEGF sont capables de
reconnaitre la cytokine entiere. Le vaccin Vpepl-K (peptide) comme le vaccin VEGF-K
(cytokine entiere), a démontré son efficacité tant au niveau clinique qu’histologique pour
moduler les arthrites dans le modele d’AEC. Nous avons pu démontrer, in vitro, que comme
avec le vaccin VEGF-K, les Ac générés par Vpepl-K sont capables d’inhiber la prolifération
des cellules HUVEC in vitro en réponse au VEGF. L’évaluation histologique de la
vascularisation, par marquage des vaisseaux avec la GSL-1, montre que la vaccination avec
VEGF-K réduit significativement la vascularisation de la membrane synoviale. La méme

tendance est observée avec Vpepl-K.

Les résultats obtenus avec Vpep2-K montrent que les Ac générés chez les souris vaccinées

reconnaissent le VEGF, mais ne sont pas neutralisants in vitro (HUVEC) et ne réduisent pas
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la vascularisation de la synoviale dans Darthrite. Ces résultats expliquent le manque

d’efficacité du vaccin Vpep2-K a inhiber les scores cliniques et histologiques d’arthrite.

Le VEGF est connu pour jouer un role essentiel dans un certain nombre de phénomenes
physiologiques, comme la cicatrisation. Des travaux utilisant un anticorps anti-VEGF de
souris ont montré que [’inhibition précoce du VEGF ¢était efficace pour empécher le
développement des arthrites. Cependant cet anticorps est associé a un risque accru de
thrombose veineuse. Au cours de nos expériences de vaccination anti-VEGF, aucun effet
secondaire n’a été détecté, mais il serait peut étre judicieux de les rechercher plus

spécifiquement dans des modeles de cicatrisation et d’athérosclérose.

Les résultats obtenus au cours de nos études ont montré une protection partielle vis-a-vis des
arthrites avec nos vaccins anti-VEGF. Cette protection incomplete dans I’AEC pourrait
s’expliquer de deux manicres. D une part, le VEGF pourrait jouer un réle important, mais pas
central, dans I’AEC. Son inhibition, méme totale, n’aurait ainsi qu’une incidence limitée sur
le développement des arthrites. De récents résultats obtenus au laboratoire avec 1’aflibercept
iraient dans ce sens. D’autre part, le vaccin Vpepl-K nécessite peut étre une optimisation. En
effet, la séquence peptidique ainsi que la longueur sont fondamentaux pour obtenir un vaccin

efficace.

On pourrait envisager de dériver ce peptide initial de maniere a augmenter 1’efficacité de la
vaccination. Cependant, I’inhibition partielle d’une cytokine surexprimée dans 1 arthrite
pourrait étre suffisante, de maniere a limiter les effets secondaires souvent observés avec les
anticorps monoclonaux, et envisager de combiner des vaccins ciblant plusieurs cytokines
impliquées dans la PR. Il serait alors possible de moduler conjointement ces cytokines et
limiter plus efficacement le développement de la maladie. Cependant, une synergie entre deux

approches vaccinales n’a pas encore ét¢ démontrée.

167



C. Comparaison de différentes stratégies d’inhibition du VEGF

Les immunothérapies passives présentent plusieurs inconvénients (colts, résistances
primaires ou secondaires, effets secondaires). Des inhibiteurs de 1’activité tyrosine kinases des
récepteurs du VEGF sont utilisés en association avec les chimiothérapies dans différents types
de cancer. Cependant, bien qu’ils puissent améliorer la survie globale de certains patients, ils
sont eux aussi associ¢s a de multiples effets secondaires. La vaccination anti-VEGF s’est
révélée efficace dans des modeles tumoraux, mais également dans 1’arthrite comme le montre
nos travaux. Cette stratégie alternative est basée principalement sur [’utilisation d’une
cytokine entiere pour constituer un vaccin. Cependant, 1’utilisation d’une cytokine compléte

peut étre judicieusement remplacée par des peptides de cytokine pour diminuer les cofits.

De plus, I'utilisation de peptides couplés a la KLH devrait permettre d’obtenir une meilleure
production d’anticorps neutralisants. En effet, lors d’une vaccination anti-cytokine entiere, les
anticorps polyclonaux produits peuvent étre dirigés contre tous les épitopes de la cytokine,
tandis qu’avec des peptides de cytokine la réponse anticorps est concentrée sur quelques
épitopes importants pour 1’activité de la cytokine entiere (Capini et al., 2004) (Semerano et

al., 2012) (Delavallée et al., 2010).

La vaccination anti-peptide de cytokine apporte une sécurité supplémentaire a la stratégie
vaccinale, car en limitant les épitopes disponibles, elle limite les risques de réactions croisées

potentielles.
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II. Vaccination anti-TNF : efficacité et effets secondaires

Les immunothérapies anti-TNF-a utilisés actuellement sont des anticorps monoclonaux ou
récepteur soluble neutralisant trés efficacement le TNF (Tracey et al., 2008). Ces traitements

sont tres efficaces dans la PR, mais induisent une susceptibilité accrue aux infections comme

la listériose et la tuberculose (Scheinfeld, 2004) (Wallis et al., 2004) (Wallis, 2009).

Des travaux précliniques effectués au laboratoire avaient permis de montrer qu’une stratégie
vaccinale utilisant le kinoide® humain du TNF (TNF-K) de la société NéoVacs (Le Buanec et
al., 2006) était efficace dans un modele de souris transgéniques pour le TNF-a humain (souris
TTg) (Assier et al., 2012), (Delavallée et al., 2008) (Semerano et al., 2013). Le premier essai
clinique de phase Ila mené avec TNF-K a montré une efficacité potentielle de cette stratégie
vaccinale dans la PR (Durez et al., 2014). Tres récemment, 1’équipe de Sun J.H et al a
développé un vaccin anti-TNF de souris en couplant des peptides du TNF-o a la KLH. Ce
vaccin peptidique a montré son efficacité dans le modele d’AEC (Sun et al., 2016). Cependant

la question des effets secondaires d’une telle stratégie n’avait pas ¢été abordée.

Au cours de ma theése, j’ai eu la chance de pouvoir m’impliquer directement dans la
production d’un vaccin murin TNF-KLH obtenu par couplage de TNF-o murin complet a la
KLH. Ce vaccin permet d’évaluer les effets secondaires de la stratégie vaccinale anti-TNF-o
chez la souris. J’ai pu également étudier I’effet de la neutralisation du TNF-o dans deux
modeles d’infections : la tuberculose et la listériose, qui sont des modeles TNF-o dépendants.

Nous avons pu démontrer que la vaccination anti-TNF ne sensibilise pas les souris a ces deux

infections.

169



Nous avons également approfondi les connaissances sur le réle de TNF et les effets de la
neutralisation de cette cytokine sur le recrutement des cellules immunitaires au foyer

infectieux et cela dans les deux modéles d’infections choisis.

A. Vaccination anti-TNF dans les modéles d’arthrites

Comme indiqué précédemment, les travaux de notre équipe ont montré 1’efficacité de la
vaccination anti-TNF humain dans le modele d’arthrite des souris TTg. Ces travaux
précliniques ont contribué¢ au développement du vaccin TNF kinoide® par la société
NéoVacs. Ce vaccin induit la production d’anticorps anti-TNF-a humain qui ne reconnaissent
pas le TNF-a de souris. Par conséquent, nous ne pouvons pas utiliser ce vaccin dans les
modeles de souris. De plus, I'utilisation de souris TTg dans les mode¢les infectieux n’est pas
possible, car elles expriment toujours le TNF-a murin. L’évaluation des effets secondaires de
la stratégie vaccinale anti-TNF-a est rendue possible grace a 1’utilisation du vaccin TNF-KLH
murin. Ce vaccin est synthétisé au sein de notre laboratoire en couplant le TNF-o. murin avec
la KLH. Au cours de nos études (article 2), nous avons montré que ce nouveau vaccin permet
de générer des anticorps anti-TNF-a dans toutes les lignées de souris utilisées. Les résultats
obtenus in vitro, montrent que la capacité neutralisante de ces anticorps est relativement
faible, peut étre du fait de faibles taux d’anticorps anti-TNF-o détectés dans le sérum des

souris vaccinées, ou de la sensibilité de notre test de protection vis-a-vis de la toxicité du TNF

sur les cellules 1.929.

Néanmoins, nous avons démontré dans le modele d’AEC de la souris DBA/I, que le vaccin
TNF-KLH réduit fortement les scores cliniques et histologiques d’arthrite. Par ailleurs, dans

le modele de la CAIA chez la C57Bl/6, le vaccin TNF-KLH permet de limiter les scores
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histologiques. L’absence de protection clinique pourrait étre expliquée par la sévérité des

arthrites dans ce modele de poussée arthritique.

Ayant démontré 1’effet protecteur du vaccin TNF-KLH dans des modeles d’arthrite, nous
avons ensuite recherché si I’on pouvait mettre en évidence d’éventuels effets délétéres dans

des modeles infectieux.

B. Vaccination anti-TNF dans des modéles infectieux

La production de TNF-a est nécessaire pour le bon fonctionnement de la réponse
immunitaire, notamment pour le contrdle de I’infection par Mycobacterium tuberculosis, de la

formation du granulome a son maintien (Ehlers, 2003)(Kaneko et al., 1999).

Nos travaux ont mis en lumiére les effets de la vaccination anti-TNF-a dans la listériose et la
tuberculose et nous avons comparé cette stratégie a la neutralisation du TNF-o par

I’etanercept ou son absence de production chez les souris TNF™".

Dans le modele Listeria, nous avons pu observer in vivo, que le traitement avec le vaccin
TNF-KLH ne sensibilise pas les souris a I’infection, en parallele, les souris TNF™" et les souris
traitées avec 1’etanercept perdent rapidement du poids et meurent quelques jours apres
I’infection. Au cours de cette expérience, nous avons évalué la charge bactérienne dans le foie
et la rate, et les résultats montrent que les souris traitées avec le vaccin, comme les souris
immunocompétentes, arrivent a éliminer la bactérie. En revanche, on constate une charge
bactérienne tres ¢levée dans les organes de souris TNF™” et etanercept. Les analyses
histologiques des foies des souris ont mis en évidence une destruction tissulaire importante

chez les groupes TNF”" et etanercept. Cette destruction se traduit par de larges micro-abces
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hépatiques et d’importantes zones nécrotiques. Inversement, les souris vaccinées par TNF-

KLH et les groupes contrdles présentent moins de 1ésions.

Etant donné que le TNF-a est indispensable a la mise en place d’une réponse efficace anti-
Listeria (Pamer, 2004b)(Pfeffer et al., 1993)(Rothe et al., 1993), et afin de mieux comprendre
la résistance a I’infection des souris TNF-KLH et des groupes contrdles, nous avons étudié
par immuno-histologie le recrutement des cellules immunitaires aux foyers infectieux. Nos
résultats indiquent que la neutralisation du TNF par I’etanercept ou son absence (souris TNF”"
), induisent une accumulation de neutrophiles au niveau du foie avec une faible présence de
macrophages. En parallele, chez les souris vaccinées, on constate un recrutement similaire aux
groupes contrdles pour ces deux populations. Nous avons également évalué I’activation des
macrophages par I’expression d’iNOS. Nous avons pu montrer que la vaccination TNF-KLH
ne réduit pas I’expression d’iNOS, contrairement au traitement par I’etanercept. Cela suggere
que la neutralisation du TNF-a par la vaccination n’altére pas 1’activation des macrophages
dans notre modele infectieux. Nos travaux sont en accord avec des études précédentes
réalisées chez les souris TNF” et les souris traitées avec I’etanercept dans le modéle

d’infection a Listeria (Torres et al., 2005).

De nombreuses études ont démontré I’implication du TNF-a dans la réponse anti-tuberculose.
En effet, les souris traitées avec des anti-TNF-o et les souris TNF”" ont montré une sensibilité
accrue a I’infection par Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ou par la souche atténuée M. bovis
(Bacille Calmette-Guerin, BCG). De plus, ces souris semblent incapables de controler la
réplication de la bactérie et la formation du granulome. Ainsi, I’absence de TNF-a au cours
de I’infection par Mrb altere 1’activation, 1I’expression des chimiokines et le recrutement des
cellules formant le granulome. La réponse immune précoce mise en place par 1’hote implique

le recrutement de cellules inflammatoires composées principalement de macrophages et de
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neutrophiles (Tsai et al., 2006). I a ét¢ démontré que les macrophages infectés produisent
rapidement du TNF-a, ce qui suggere un role essentiel de cette cytokine dans la réponse
immune contre Mtb (Bean et al., 1999). Egalement, I’activation de ces cellules ainsi que la
production de NO nécessite la présence de TNF-a (Botha and Ryffel, 2003). Les neutrophiles,
ont aussi un role primordial dans le contréle de cette infection. Des études ont montrés que le
TNF-o a un rdéle important dans la coopération des neutrophiles avec les macrophages

alvéolaires pour contrdler la croissance de Mtb (Bean et al., 1999)(Kaneko et al., 1999).

Dans ce travail sur le modele d’infection a Mrb, j’ai étudié ’'impact de la vaccination anti-
TNF-a sur la survie des souris, la charge bactérienne, la formation des granulomes et les

populations cellulaires infiltrées.

A la phase aigué¢ (J11) comme a la phase établie de I’infection par Mtb (J56), nos résultats
montrent que la vaccination TNF-KLH n’a pas d’impact sur la survie des souris infectées,
contrairement au souris TNF”~ qui perdent trés rapidement du poids et meurent durant la
phase aigué¢ de I’infection. Dans cette expérience, le traitement des souris avec 1’etanercept
n’a pas induit de mortalité des souris. Cependant, une étude a montré que I’administration
d’un homologue murin de I’etanercept induit une mortalités importantes des souris a la phase
aigué de I’infection par Mzb (Plessner et al., 2007a). Dans notre expérience, la quantification
des colonies bactériennes dans les lysats de poumons a mis en évidence une charge
bactérienne significativement plus élevée chez les souris TNE™ uniquement. Nous avons
recherché la présence de la bactérie dans les tissus en effectuant une coloration de Ziehl-
Neelsen des coupes de poumons infectés. On observe une colonisation plus importante des
poumons chez les souris TNE™ ou traitées par etanercept, tandis que le nombre de bactéries

chez les souris TNF-KLH est similaire aux groupes controles.
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Concernant Dinfiltration des cellules immunitaires, la neutralisation du TNF par la
vaccination n’altere pas le recrutement des lymphocytes, contrairement au traitement
etanercept. D’une maniére intéressante, a la phase aigué, on constate que la vaccination induit
davantage le recrutement de lymphocytes B qui restent exclusivement autours des vaisseaux
sanguins. A la phase établie, ces lymphocytes forment des structures nodulaires au niveau de
poumons des souris traitées avec le vaccin et les souris groupes contrdles. En paralléle, on
observe peu de nodules formés chez les souris traitées avec 1’etanercept. Une étude récente
(Kondratieva et al., 2014) montre que le TNF sécrété par les lymphocyte B est impliqué
directement dans la formation de ces agrégats, mais I’absence de production de TNF par les B
et donc I’absence des agrégats n’a pas d’incidence sur 1’issue de ’infection. Il semble donc
que d’autres populations cellulaires assurent la sécrétion de TNF localement pour contrdler
I’infection par Mtb. Dans la suite de cette étude, nous sommes donc intéressés a I’effet du
vaccin sur I’activation des macrophages. Nos résultats montrent que le vaccin TNF-KLH
n’altére pas I’expression d’iNOS pendant I’infection. On ne constate pas de différences
d’expression entres les groupes de traitement et les souris TNF"". Ces résultats sont en accords
avec certaines ¢tudes qui démontrent que la présence de TNF n’est pas nécessaire pour
I’expression d’iNOS (Flynn et al., 1998). Il est donc possible que le TNF ne soit pas
nécessaire pour I’expression d’iNOS, mais indispensable pour la fonction de cet enzyme.
Plusieurs études ont mis en évidence le role précoce des polynucléaires neutrophiles dans
I’infection. En effet ces cellules sont rapidement recrutées apres 1’infection et leur présence
précoce dans les poumons a €té associ¢ avec une réduction de la charge bactérienne (Pedrosa
et al., 2000) (Sugawara et al., 2004) (Barrios-Payan et al., 2006). Dans cette expérience, les
analyses histologiques sur le poumon révelent la présence de rares neutrophiles au cours de
Iinfection chez les souris TNF-KLH, PBS et KLH. Cependant, chez les souris TNF” et

etanercept on constate une présence importante de neutrophiles dans les poumons, formant
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des micro-abces avec des plages nécrotiques. On observe une co-localisation de ces micro-
abces avec le marquage iNOS chez ces deux derniers groupes (etanercept et TNE” 7). 1l serait
donc intéressant de réaliser un marquage des neutrophiles avec un anticorps anti-LY6G pour

démontrer I’effet de la neutralisation de TNF sur cette population.

I1 est clairement établi que la formation et I’organisation du granulome est importante pour
contrdler I’infection (Vynnycky and Fine, 1997). Dans notre expérience, nous avons démontré
que la neutralisation du TNF par une stratégie vaccinale n’influence pas la formation du
granulome et ne conduit pas a la formation de larges zones nécrotiques. En effet, les souris
vaccinées par TNF-KLH, comme les souris contrdles (PBS, KLH), présentent une
inflammation et une charge bactérienne réduite tout au long de I’infection (56 jours). De plus,
nous avons pu constater une résolution de I’inflammation avec des structures granulomatoses
plus organisées au stade ¢tabli. L’etanercept ne semble pas affecter le contrle de I’infection
au stade aigué, en revanche, les souris semblent incapables de contrdler I’infection a la phase
établie et on a pu observer une augmentation de la surface de leurs granulomes avec de larges

zones nécrotiques.

I1 est démontré que les lymphocytes T CD8+ jouent un role important dans la protection
contre une infection aigué par M. tuberculosis. Les souris déficientes en lymphocytes T CD8+
succombent rapidement (Mogues et al., 2001). Dans la PR, le traitement des patients avec
I’infliximab conduit a la déplétion d’une sous-population de cellules T CD8+ spécifique de la
tuberculose (Lewinsohn et al., 2003). Il a également été décrit que les Treg ainsi que les T
CD4+ ont un role crucial pendant la tuberculose. Des analyses immuno-histologiques
supplémentaires pourraient étre intéressantes afin d’identifier I’impact de la vaccination TNF-

KLH sur ces populations.
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Certaines ¢tudes ont démontré que le TNF membranaire pourrait étre suffisant pour résister a
une infection aigué par M. tuberculosis (Olleros et al., 2002), ou par L. monocytogenes
(Torres et al., 2005). Ces données et nos résultats observés dans les modeles infectieux et in
vitro avec les cellules 1929, suggerent que les anticorps polyclonaux induits par la
vaccination neutralisent seulement le TNF soluble et/ou interagissent faiblement avec le TNF
membranaire. Par ailleurs et pour mieux comprendre les mécanismes d’action de ces anticorps
polyclonaux induits par la vaccination, on peut envisager d’étudier in vitro, ’action de ces
anticorps sur le TNF membranaire. Une deuxiéme hypothése permettant d’expliquer les
différences observées avec 1’etanercept, est I’interaction des anticorps polyclonaux avec le
TNF localement. En effet, il a ét¢ montré qu’avec les pathogénes intracellulaires, le TNF doit
étre produit localement pour résister a ’infection (Bekker et al., 2000) et que I’administration
de TNF par voie systémique est inefficace (Kindler et al., 1989). Sachant que la vaccination
anti-cytokine induit une réponse polyclonale avec des anticorps ayant des affinités moyennes,
il est possible que ces anticorps forment des interactions réversibles avec le TNF, ce qui
permettrait au TNF d’étre disponible localement au sein de granulome. Il a été rapporté que la
formation de complexes immuns avec les anti-TNF induit une modification de I’activation des
macrophages au cours de I’infection aigué par M. tuberculosis, ces macrophages produisant
alors davantage d’IL-10, ce qui limite la réponse anti-bactérienne et altere la réponse
adaptative (Anderson et al., 2002)(Plessner et al., 2007b). Il serait donc intéressant d’étudier
les effets de la vaccination TNF-KLH sur I’activation des macrophages et de doser les

différentes cytokines produites par ces cellules notamment I’IL-10.

De plus, des travaux ont montré que 1’etanercept bloque aussi la lymphotoxine (Tracey et al.,
2008). L’expression de la lymphotoxine (LT), notamment la LTa3 est nécessaire pour la
formation du granulome et a la migration des cellules T, en effet, ces derniéres restent en

péri-vasculaire en absence de LTa3 (Solovic et al., 2010). D’autres études ont démontré le
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role important de la lymphotoxine dans la structure des organes lymphoides (Randall et al.,
2008)(Tumanov et al., 2003)(Fu and Chaplin, 1999). Ces données pourraient permettre
d’expliquer les différences observées entre I’etanercept et le vaccin au cours de nos
expériences dans les modeles infectieux. Il est peu probable que les anticorps polyclonaux
induits par le vaccin TNF-KLH croisent avec la lymphotoxine. On pourrait néanmoins

vérifier si la vaccination anti-TNF altere la structure des organes lymphoides secondaires.

Bien que les mécanismes d’actions des anticorps générés par le vaccin TNF-KLH ne soient
pas encore connus, les expériences menées dans un modele de tuberculose et de listériose, ne
mettent pas en évidence un accroissement du risque infectieux. Néanmoins, il est important
d’étudier les risques d’une telle stratégie a plus long terme. Ainsi, la réactivation de la
tuberculose est I'un des effets majeurs de l’utilisation de traitement anti- TNF. D’autres
travaux dans un modele de réactivation de tuberculose établie sont nécessaires pour s’assurer
de la sureté de cette stratégie. Dans le méme sens, il serait intéressant d’envisager des
expériences pour ¢valuer d’autres effets secondaires éventuels de la stratégie vaccinale anti-

TNF notamment dans des modé¢les de cancers.

I11. Biothérapies anti-TNF et la stratégie vaccinale anti-TNF : Les mécanismes d’actions

Les anticorps monoclonaux (comme I’infliximab) et I'étanercept sont largement utilisés dans
le traitement de la polyarthrite rhumatoide. Cependant ces deux anti-TNF ont des modes

d’actions treés différents (Sedger and McDermott, 2014).

L'infliximab a une affinité trés élevée pour le TNF, il forme des complexes stables avec les
formes membranaires et solubles du TNF. Il a été rapporté que la fixation de 1’infliximab au
TNF membranaire peut induire I’apoptose des monocytes (Liigering et al., 2001) (Shen et al.,

2005). Cependant, les travaux de Ellen C et al, n’ont pas confirmé ces résultats (Ebert,
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2009). En revanche, I’etanercept se lie a la forme soluble et a la lymphotoxine LTa. Il a été
démontré, in vitro, que I’etanercept se fixe moins au TNF membranaire en comparaison avec
I’infliximab, il bloque donc moins la signalisation via le TNF membranaire (Scallon et al.,
2002b). L’etanercept forme des complexes moins stables et se dissocie trés rapidement du

TNF, ce qui permet la libération de cette cytokine.

Chaque molécule d’infliximab est capable de se lier a deux molécules de TNF, et chaque
homotrimere de TNF peut se lier jusqu’a trois molécules d’infliximab, bloquant ainsi les sites
de liaison au récepteur du TNF. En revanche, on pense que la molécule d'étanercept forme un
complexe 1: 1 avec le trimeére de TNF dans lequel deux des sites de liaison avec le récepteur
de TNF sont occupées par etanercept, et le troisieme site de liaison de récepteur est libre

(Scallon et al., 2002b) .

La pharmacocinétique des deux anti-TNF est également différente. L’infliximab a une demi-
vie d’environ 9-41 jours ; administré en intraveineux tous les 6-8 semaines cela peut induire
une neutralisation soutenue et complete du TNF. Dans le cas de 1’étanercept, la demi-vie de la
molécule est beaucoup plus courte (3-5 jours). L’administration du traitement se fait en
injection sous-cutanée, deux fois par semaine, cela induit probablement une neutralisation

partielle, permettant seulement de réduire les pics de concentration de TNF.

Lors de ce travail, nous avons étudié 1’effet de la neutralisation du TNF par la vaccination
dans les modeles d’arthrites. Nos résultats avec le vaccin TNF-KLH confirment 1’efficacité
d’une telle stratégie dans le traitement d’une inflammation chronique dans le modele d’AEC.
Nous avons pu démontrer également que les anticorps polyclonaux générés par la vaccination

n’augmentent pas le risque infectieux dans nos modeles.
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Les informations actuelles sur les effets et les mécanismes d’actions des biothérapies anti-
TNF et mes résultats de these suggerent que les anticorps polyclonaux anti-TNF agissent
d’une manicre différente de 1’etanercept et des anticorps monoclonaux anti-TNF (figure 16).
Les travaux menés au sein de notre équipe sur le vaccin TNF kinoide humain, ont montré des
titres d'anticorps neutralisants anti-TNF et une protection des animaux pendant plusieurs
semaines apres la derniere injection. Apres cette période les taux d’anticorps commencent a
diminuer. Nos résultats avec le TNF-KLH dans le mod¢le d’AEC vont dans le méme sens. En
effet, le dosage des anticorps anti-TNF dans les sera des souris vaccinées a mis en évidence
leur production tout au long de ’expérience, avec des taux diminuant progressivement, mais
qui suffisent pour réduire les symptomes de la maladie. Ces résultats suggerent que
I’inhibition du TNF par la stratégie vaccinale est partielle et discontinue, ce qui permet de

réduire I’amplitude et la durée des pics de TNF.

L’approche vaccinale nécessite de stimuler le systéme immunitaire pour produire des
anticorps, d’ou une période de latence pour atteindre des taux protecteurs. La neutralisation
du TNF par une stratégie vaccinale est donc moins rapide que sa neutralisation avec
I’infliximab ou I’etanercept, mais nécessite une administration moins fréquente. Des travaux
ont €té réalisés avec le vaccin humain TNF-K, coadministré avec I’infliximab chez la souris
transgénique, afin d’assurer une meilleure protection clinique au début des arthrites. Dans
cette expérience, la coadministration d’infliximab en attendant que le vaccin induise des
anticorps, conduit a une absence d’efficacité du vaccin. En effet, le vaccin étant lui-méme

constitué de TNF, I’infliximab peut masquer son antigénicité (Semerano et al., 2013).

La lymphotoxine ou le TNF-f, fait partie de la superfamille du TNF. Elle peut induire une
signalisation via TNF-R1 et -R2. Du fait de la faible homologie de séquence entre la

lymphotoxine et le TNF-a, il est possible que les anticorps polyclonaux générés durant la
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vaccination soient également capables de se lier d’'une manicre faible et réversible a la

lymphotoxine (figure 16).
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Figure 16 : Hypotheéses sur les mécanismes d’action des anticorps polyclonaux anti-TNF
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En conclusion, comme de nombreux travaux 1’ont montré, la neutralisation complete du TNF
par les anticorps monoclonaux anti-TNF augmente le risque infectieux. L’inhibition partielle
du TNF avec I’etanercept, peut aussi altérer la réponse antibactérienne, mais les conséquences
sont moins graves qu’avec les anticorps monoclonaux. Nos résultats dans les modeles
d’infections, suggerent que les anticorps polyclonaux anti-TNF n’augmentent pas les risques
infectieux en comparaison avec les biothérapies anti-TNF. Il est probable que les anticorps
polyclonaux limitent partiellement la concentration en TNF-a, notamment lors des pics de
production du TNF et/ou en bloquant réversiblement les voies de signalisation de TNF. Cela
permet de préserver certains effets bénéfiques du TNF, notamment dans un contexte
infectieux. Nos résultats, suggerent que le blocage du TNF par les anticorps polyclonaux,
permet de réduire le seuil de TNF jusqu’a un niveau trop faible pour la progression des

arthrites, mais tout en laissant un niveau nécessaire et assez élevé de TNF pour le recrutement

cellulaire et I’activation des réponses anti-bactériennes (figure 17).

Protection vis-a-vis des arthrites
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A A Inhibition du TNF
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Figure 17 : Hypotheses sur les seuils d’inhibition du TNF par les différentes stratégies

anti-TNF
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RESUME

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le rhumatisme inflammatoire le plus fréquent. Cette maladie
s’accompagne d’une hyperplasie de la membrane synoviale qui entoure les articulations. La formation
du pannus synovial est sous la dépendance de cytokines pro-inflammatoires et pro-angiogéniques. Les
immunothérapies anti-TNF utilisées dans le traitement de la PR présentent des inconvénients (perte
d’efficacité, risque infectieux), ce qui laisse la place pour le développement d’une stratégie vaccinale
anti-TNF. Dans la premiére partie de mes travaux, nous avons développé des vaccins anti-VEGF afin
d’étudier les liens entre angiogenése et inflammation dans I’arthrite expérimentale au collagéne
(AEC). Dans la deuxiéme partie, nous avons développé un vaccin anti-TNF de souris afin d’évaluer
les conséquences de la neutralisation du TNF-a par la vaccination dans des mod¢les infectieux.

Le ciblage du VEGF avec un vaccin constitué de VEGF entier ou de peptides du VEGF couplés
a la KLH, a permis une protection clinique et histologique dans I’AEC. Dans notre deuxiéme axe de
recherche, nous avons développé un vaccin anti-TNF de souris (TNF-KLH). Ce vaccin est aussi
efficace que D’etanercept dans I’AEC, mais n’augmente pas le risque infectieux dans un modele
d’infection & Mycobacterium tuberculosis. Dans le modele d’infection & Listeria monocytogenes,
TNF-KLH n’augmente pas la charge bactérienne et n’induit pas de mortalité, contrairement a
’etanercept.

Mes travaux de thése montrent que la stratégie vaccinale anti-cytokine est efficace dans
I’arthrite, et que le ciblage du TNF par une telle stratégie ne semble pas altérer la réponse anti-
infectieuse dans nos mode¢les.

Efficacy of active immunotherapies against cytokines and consequences of anti-TNF vaccination
in infectious models.

SUMMARY

Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequent inflammatory rheumatism. This disease is
accompanied by hyperplasia of the synovial membrane surrounding the joint. Pannus formation is
controlled by pro-inflammatory and pro-angiogenic cytokines. Anti-TNF immunotherapies used in the
treatment of RA presents many drawbacks (loss of efficacy, infections), which leaves some place for
the development of an anti-TNF immunization strategy. In the first part of my work, we developed an
anti-VEGF vaccine to study the links between angiogenesis and inflammation in collagen-induced
arthritis (CIA) model. In the second part, we developed a mouse anti-TNF vaccine to assess the
consequences of the neutralization of TNF-a by vaccination in infectious models.

Inhibition of VEGF with a vaccine consisting of whole VEGF or VEGF peptide coupled to
KLH, showed a clinical and histological protection in the CIA model. In the second part of my work,
we developed a mouse anti-TNF vaccine (TNF-KLH). This vaccine is as effective as etanercept in
CIA, but does not increase the risk of infection in Mycobacterium tuberculosis model. In Listeria
monocytogenes model, unlike etanercept, immunization with TNF-KLH does not increase the bacterial
burden and mortality.

My work contributed to the development of active anti-VEGF vaccine and our results show a
partial protection with this strategy. Also, we demonstrate that targeting TNF by active
immunotherapy does not alter the immune response in our models of infections.
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