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1. ABREVIATIONS

ABA : Abatacept

ABP : Aza-BisPhosphonate

ACPA : Anticorps Anti-Peptides Citrullinés

ADA : Adalimumab

ADCC : Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity
AICD : Activation Induced Cell Death

AnxA : Annexine A

AP1 : Activator Protein 1

bDMARD : biothérapie

BMP : Bone Morphogenic Protein

CCL : C-C chemokine ligand

CCR : Récepteur au CC chimiokines

CDC : Cell-Dependent Cytotoxicity

CDP : Common DC Precursor

CXCL : CXC-chemokine ligand

CXCR : Récepteur au CXC chimiokines

CX3CL1 : Fractalkine

CD : Cluster of Differentiation

CMH-II : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe Il
csDMARD : traitements de fond synthétiques conventionnels
CSF-1R : récepteur au M-CSF

COX2 : CycloOXygénase 2

CO7 : COmplement component 7

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigene

CRP : C Reactive Protein

CZP : Certolizumab Pégol



DAMPs : Danger-Associated Molecular Patterns

DARC : Duffy Antigen Receptor for Chemokines

DAS28 : Disease Activity Score

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intracellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
DMARD : Disease-Modifying AntiRheumatic Drug = traitements de fond synthétiques conventionnels
EGF : Epidermal Growth Factor

ESR : Vitesse de sédimentation

ETA : Etanercept

EULAR : European League Against Rheumatism

FADD : Fas-Associated protein with Death Domain

FAK : Focal Adhesion Kinase

FcR : Récepteur au fragment Fc des immunoglobulines

FDA : Food and Drug Administration

FGF : Fibroblast Growth Factor

fMLP : formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

FR : Facteurs Rhumatoides

Gal : Galectine

GITR : Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor-related Receptor
GM-CSF : Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor

GOL : Golimumab

HLA-DR : Human Leucocyte Antigen-DR

ICAM : InterCellular Adhesion Molecule

IFN : Interféron

IL : Interleukine

iNOS : NO Synthase inductible

IRAK : Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase

JAK : Janus Kinase



LXA4 : Lipoxine Ad

LPS : lipopolysaccharide

Ly6C : Lymphocyte antigen 6 Complex

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

Mar : Marésine

MBDA : MultiBiomarker Disease Activity

MCP1 : Monocyte Chemoattractant Protein 1

M-CSF : Macrophage-Colony Stimulating Factor

MDAS : Melanoma Differentiation-Associated Protein 5
MDM : Macrophages Dérivés de Monocytes

MDP : Monocyte DC Precursor

MerTK : Mer Tyrosine Kinase

MIP-1 : Macrophage Inflammatory Protein 1

miR : micro-ARN

MLKL : Mixed Lineage Kinase domain-Like protein
MMP : MétalloProtéases de Matrice

MoDC : Cellules Dendritiques dérivées de Monocytes
MSH : Melanocyte-Stimulating Hormone

MTNF : TNF membranaire

MTX : Méthotrexate

MyD88 : myeloid differentiation primary response protein 88
M1 : Macrophage inflammatoire induit par LPS + IFNy
M2 : macrophage alternatif

NADPH oxydase : Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide-PHosphate oxydase
NFkB : Nuclear Factor kappa B

NFAT : Nuclear Factor associated with Activated T

NLR : Nucleotide Oligomerization Domain-like receptors



NLRP3 : NOD-Like Peceptor family Pyrin domain containing 3
NO : monoxyde d’azote

NR4A1 : Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1
OPG : Ostéoprotégérine

OSM : OncoStatine M

PAD : PeptidylArginine Déiminase

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor

PD-1: Programmed cell Death 1

PD-L1 : Programmed Death Ligand 1

PI3 Kinase : Phosphoinisitide 3 Kinase

PNN : PolyNucléaires Neutrophiles

PR : Polyarthrite Rhumatoide

PROS : Vitamin K-dependent Protein S

PRR : Pattern-Recognition Receptors

PTEN : Phosphatase and TEnsin homologue deleted on chromosome 10
RLR : Retinoic acid-Inducible Gene I- like Receptors

RANK : Receptor activator of nuclear factor kappa-B
RANKL : RANK ligand

ROS : Espéces radicalaires de I'oxygéne

RTX : Rituximab

RvD : Résolvine D

SAA : Serum Amyloid A

SNP : Single-Nucleotide Polymorphism

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription

STNF : TNF soluble



TACE : TNF Alpha Converting Enzyme = ADAM17

TAM : Tyro3, Axl, Mer

TCZ : Tocilizumab

tDMARD : Traitements de fond synthétiques ciblées

TGF : Transforming Growth Factor

Th : Lymphocyte T auxilliaire

TIM-3 : T-cell Immunoglobulin and Mucin domain-containing protein 3
TIMP : Tissue Inhibitor of MetalloProteinase

TIR : Toll/Interleukin-1 Receptor

TLR : Toll Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNF : TNF Receptor

TRADD : Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain
TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand

Treg : Lymphocyte T régulateur

TSP2 : Thrombospondine

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling
TWEAK : Tumor necrosis factor-like WEAK inducer of apoptosis

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

YKL40 : human cartilage glycoprotein 39






2. INTRODUCTION

2.1. Le macrophage

Les macrophages sont des cellules immunitaires innées, impliquées dans [linflammation, le
développement tissulaire et 'homéostasie. Leurs fonctions les plus décrites sont la phagocytose [1] et

la production de médiateurs pro-inflammatoires, anti-inflammatoires ou angiogéniques.

Jai pris le parti de présenter ce chapitre comme une introduction non exhaustive a la biologie du
macrophage. La question des fonctions du macrophage, fondamentale pour un travail concernant son
phénotype, sera spécifiguement abordée dans le second paragraphe, par le prisme de sa contribution

a la polyarthrite rhumatoide.

2.1.1. Généralités

L'activité des macrophages s’étend au-dela de I'immunité innée puisque (i) d’'une part ils agissent a
I'interface avec I'immunité adaptative, notamment de par leur production cytokinique et de leur
capacité de présentation d’antigénes, (ii) d’autre part ils participent a des processus physiologiques non

strictement immunologiques tels que les processus cognitifs [2] et la thermorégulation [3].

La fonction des macrophages est liée a la capacité a intégrer les stimuli de leur environnement. Cette
intégration passe notamment par I'expression d’un panel de récepteurs : de cytokines, de I'immunité

innée (Pattern-Recognition Receptors, PRR) et phagocytaires.

Les macrophages expriment les six familles de récepteurs de cytokines de I'immunité innée (Figure 1)

- Lesrécepteurs aux hématopoiétines (cytokines de classe I). lls présentent une chaine commune
définissant la spécificité au ligand (y-chain pour I'lL-2, B -chain pour le GM-CSF(Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor)), reconnaissent notamment le GM-CSF et I'IL-6,
signalent par une voie JAK-STAT (Janus Kinase - Signal Transducer and Activator of Transcription)
dépendante [4].

- Les récepteurs aux interférons (cytokines de classe Il). Ces récepteurs hétérodimériques
signalisent par une voie JAK-STAT dépendante [5].

- Les récepteurs de la famille du TNF. Ils reconnaissent notamment le TNF (Tumor Necrosis
Factor), Fas-ligand, CD40-ligand, la liaison au ligand induisant une trimérisation du récepteur
[6]. Ces récepteurs sont actifs sous forme de trimeres exprimés a la membrane mais peuvent
étre clivés et donc présents sous forme soluble dans le microenvironnement. Ces récepteurs
ont la particularité de posséder un domaine de mort sur leur queue cytoplasmique et signalisent

par des adaptateurs associés au domaine de mort, tels que TRADD (Tumor necrosis factor



Receptor type 1-Associated Death Domain) et FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain).

Les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines. Ceux-ci reconnaissent les cytokines de
la famille de I'lL-1 telles que I'lL-1a/B, I'lL-1ra (InterLeukin-1 receptor antagonist), I'lL-18 et I'IL-
33, ou des facteurs de croissance tels que le M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor)
[7]. lls sont caractérisés par un domaine extra-cellulaire « immunoglobulin-like » et peuvent
signaliser aprés dimérisation, par les domaines TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) de leur queue
cytoplasmique, en impliguant notamment les intermédiaires de signalisation IRAK (Interleukin-
1 Receptor-Associated Kinase) et MyD88 (myeloid differentiation primary response protein 88).
Les récepteurs du TGF (Transforming Growth Factor), reconnaissant notamment le TGFB. s
possedent une activité sérine/thréonine kinase et signalisent via un complexe
hétérotétramérique induisant la formation de complexes Smad ou par des voies Smad-
indépendantes (MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinases, PI3 Kinase — Phosphoinisitide 3
Kinase, Rho GTPases) [8].

Les récepteurs aux chémokines et au fMLP (formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine),
reconnaissent notamment I'IL-8 (interleukine 8), CCL2 (C-C chemokine ligand 2 / MCP1 —
Monocyte Chemoattractant Protein 1). Ces récepteurs possedent 7 domaines
transmembranaires et sont couplés a des protéines G hétérotrimériques médiant la cascade de

signalisation intracellulaire [9].

Récepteurs Récepteurs Récepteurs Récepteurs Récepteurs Récepteurs
aux hématopoiétines aux interférons a la famille du TNF type lg ala famille TGFB aux chimiokines

IL-4 IFNa TNFa IL-1 TGFB IL-8

IL-6 IFNB TNFB IL-1ra BMP MIP-1

IL-12 IFNy CD40 1L-18 MCP1

IL-13 IL-10 NGF 1L-33

IL-23 FAS M-CSF

GM-CSF

OSM
Jak Jak ; %
STAT

S TRAF
IRAK
Protéines G
MAP /\O
kinases SMAD

Couplé a
enzyme a
activité
tyrosine kinase

Trimeres.
Clivage
membranaire.
Domaine de
mort

Complexe
tétramérique.

/thréonine
Domaines kinase
récepteurs Toll-

IL-1

Couplé a des
protéines G




Figure 1. Les récepteurs aux cytokines. BMP: Bone Morphogenic Protein, CD: Cluster of Differentiation, G-
CSF : Granulocyte Colony-Stimulating Factor, GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor, IL : Interleukine, IL-1ra: InterLeukin 1 receptor antagonist, Jak: Janus kinase, IFN: Interféron, IRAK:
Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase, MAP kinase : Mitogen-Activated Protein kinase, MCP1 :
Monocyte Chemoattractant Protein 1 = C-C chemokine ligand 2/CCL2, MIP-1 :Macrophage Inflammatory
Protein 1 = C-C Chemokine Ligand 3/CCL3, NGF : Nerve Growth Factor, OSM : Oncostatin M, STAT: Signal
Transducer and Activator of Transcription, TNF: Tumor Necrosis Factor.

Outre les récepteurs aux cytokines, les macrophages expriment aussi des PRR. Ces PRR sont a méme de
reconnaitre des motifs dits « conservés », a la surface de la cellule (via un récepteur membranaire), ou
dans le compartiment intracellulaire (endosome, cytosol). Parmi les signaux reconnus menant a une

activation pro-inflammatoire du macrophage, I'on distingue :

- Lessignaux de dangers extrinséques (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs)

- Lessignaux de dangers intrinseques (Danger-Associated Molecular Patterns, DAMPs).
Il existe 3 différents types de PRR cellulaires (membranaires ou cytoplasmiques) :

- Lesrécepteurs de type Toll (Toll-Like Receptors, TLR), reconnaissant des motifs de danger intra
(TLR3, TLR7, TLRS8, TLR9) ou extracellulaires (TLR2, TLR4, TLR5) [10].

- Lesrécepteurs de type NOD (Nucleotide Oligomerization Domain-like receptors, NLR), tels que
NLRP3 (NOD-Like Peceptor family Pyrin domain containing 3) et NOD1, reconnaissant des motifs
cytoplasmiques essentiellement bactériens, et induisant la formation de I'inflammasome [11].

- Les récepteurs de type RLR (Retinoic acid-Inducible Gene |- like Receptors), tels que RIG-I et
MDAS5 (Melanoma Differentiation-Associated Protein 5), reconnaissant des motifs viraux

cytosoliques et induisant une puissante réponse interféron (IFN) de type 1 [12].

Enfin, l'intégration des stimuli de I'environnement par les macrophages passe par les récepteurs

phagocytaires :

- Les récepteurs « scavengers », tels que CD36 et CD163, liant notamment des lipoprotéines
modifiées [13].

- Les récepteurs de type Lectine, tels que le récepteur au mannose (CD206), dectine-1 et DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intracellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin, CD209),
possédant un domaine de reconnaissance des hydrates de carbone [14].

- Les récepteurs gamma au fragment Fc des immunoglobulines tels que CD16 (FcyRIll), CD32

(FcyRIl), CD64 (FcyRl), liant les immunoglobulines notamment des particules opsonisées [15].
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La famille des macrophages est hétérogéne, tant par les phénotypes observables, que par leur origine
ontogénique que par leurs fonctions. Nous aborderons spécifiquement cette hétérogénéité dans les

paragraphes suivants.

2.1.2. Hétérogénéité ontogénique des macrophages murins et humains

Les macrophages résidents sont présents dans I'ensemble des tissus de |'organisme. Pendant des
années, le dogme prévalent était celui de macrophages « infiltrants » dérivés de monocytes circulants
et donc d’un progéniteur hématopoiétique post-natal. Ce concept a été remis en question dans les
années 2010, suite a la découverte de précurseurs embryonnaires a I’origine de populations spécifiques
de macrophages dits « résidents » du cerveau — la microglie — [16] ou de I'épiderme — les cellules de

Langerhans [17].

En modéle murin, I’hématopoiése embryonnaire se subdivise en 3 vagues (Figure 2) [18] avec :

- Une vague primitive de précurseurs érythro-myéloides issue du sac vitellin au jour E7.5. Ces
cellules expriment le récepteur au M-CSF (CSF-1R), mais pas le facteur de transcription c-Myb.

- Une seconde vague, dite « transitoire définitive », issue de I'endothélium hémogénique du sac
vitellin. Cette vague produit les précurseurs érythro-myéloides (c-Myb*) qui migreront vers le
foie feetal lors de la mise en place du systéme vasculaire sanguin au jour E8.5.

- Une troisieme vague, dite « définitive », issue de I'endothélium hémogénique du sac vitellin,
formant des cellules souches hématopoiétiques (c-Kit" Sca-1*) au jour E10.5, dans 'aorte, les
gonades et le mésonéphros. Ces précurseurs établiront I’hématopoiése définitive du foie foetal

puis de la moelle feetale.
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Yolk sac
Blood islands

Blood
vessels
E7.0 E8.25
Embryonic stage
E7.0 E8.25 ES.0 E10.5 E14.5 Birth Adult
Wave 1 ‘early" EMPs  “early” EMPs  Pre-Mac Primitive Microglia
Primitive Macrophages
Wave 2 “late” EMPs “late” EMPs “late” EMPs Fetal Tissue-resident
Transient Definitive Monocyte Macrophages
LMPs LMPs
Wave 3 Pre-HSCs - HSCs Perinatal

“liver" Monocyte-derived

Definitive Monocyte Macrophages

Figure 2. Les trois programmes embryonnaires hématopoiétiques. YS : sace vitellin, Ery : précurseur
érythroide, Mac : précurseur macrophagique, EMPs : précurseur érythromyéloide, LMPs : progéniteurs
lymphomyéloides, HSCs : cellules souches hématopoiétiques, u.a.: artére ombilicale, v.a.: veine
ombilicale. Issu de : Hoeffel et al. 2018 Cellular Immunology, Fetal monocytes and the origins of tissue-
resident macrophages [18].

Actuellement, 3 mécanismes sont identifiés pour la génération et le maintien des macrophages chez la

souris (Figure 3) [19]:

- Dans les tissus dits « fermés » tels que le cerveau, I'épiderme et le poumon, les macrophages
sont exclusivement issus de |'hématopoiese foetale et se maintiennent par auto-
renouvellement. A noter le statut particulier du foie ou les cellules de Kupffer auraient une
contribution minoritaire de I’hématopoiése néonatale.

- Les tissus « ouverts a cinétique lente », tels que le coeur ou le pancréas, ou le contingent issu
de I'hématopoiése adulte remplace lentement le contingent embryonnaire au-dela de 2 mois.

- Les tissus « ouverts a cinétique rapide », tels la lamina propria et le derme ou les macrophages
sont issus de I'hématopoiese adulte. Ils dérivent donc de monocytes circulants et dépendent
constamment du compartiment sanguin pour leur renouvellement. Le contingent

embryonnaire de ces tissus y est usuellement remplacé rapidement (<2mois).
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Figure 3. Hétérogénéité de I'ontogénie des macrophages résidents des tissus adultes a I’état physiologique.
Issu de Ginhoux et al. 2016 Immunity, Tissue-resident macrophage ontogeny and homeostasis [19].

Il est important de noter que I'essentiel des études évalue I'ontogénie des macrophages murins et non
celle des macrophages humains. La transposabilité des données générées a l'ontogénie des

macrophages humain n’est que supputée. En termes de phénotype :

- Les macrophages murins résidents expriment les marqueurs F4/80, CD64, CD14 et MerTK.
- Les macrophages murins infiltrants issus de monocytes expriment eux des niveaux élevés de

CD11b, CCR2 et Ly6C.

Les données concernant le phénotype des macrophages de la synoviale rhumatoide humaine sont

limitées et ne tiennent pas compte de leur ontogénie [20, 21]. Ces études suggérent :

- Une expression générale de CD68

- Une expression significative de CD86, associé a une expression limitée de CD80

- Les macrophages de la couche intimale exprimeraient un niveau élevé CD163 et CD32, alors
gue I'expression de CD64, CD200R, CD14 et CD16 serait presque absente.

- Les macrophages de la couche sous-intimale exprimeraient abondamment CD163, CD32 et
CD64. Ils présenteraient un faible niveau d’expression de CD14 et CD200R. Il existerait un niveau

élevé de co-expression de CD64 avec CD163 et CD32.
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Faute d’étude, I'origine des macrophages synoviaux n’est pas clarifiée. Chez 'Homme et en modeéles
murins, on suppose qu’une part des macrophages « infiltrants » de la synovite (membrane synoviale en
condition inflammatoire) proviennent de la différenciation de monocytes sanguins en contexte
inflammatoire [22]. Leur devenir apres la résolution de I'inflammation est méconnu. En d’autres termes,
méme s’il a été montré que des monocytes/macrophages inflammatoires peuvent rentrer en apoptose,
voire nécrose, du fait d’'une « activation-induced cell death » [23, 24], nous ne savons pas si une partie
de ces cellules est a méme de remplacer les cellules résidentes, ni si elles gardent un potentiel d’auto-
renouvellement in situ. La contribution des macrophages issus de I'hématopoiese adulte dans les
synovites, rend pertinente I'utilisation du modeéle de macrophages dérivés in vitro de monocytes. Ceux-
ci refleteraient la contribution des monocytes inflammatoires devenus macrophages tissulaires.
Toutefois, les limites indéniables de ce modele incluent : le choix des facteurs utilisés pour différencier
et activer les macrophages dans un systeme réductionniste, la difficulté a étudier le devenir de ces
cellules apres la résolution de I'inflammation a partir d’un systéme in vitro, la difficulté a intégrer la
contribution de tous les acteurs cellulaires présents in vivo et I'absence de reflet de la contribution des
macrophages résidents issus de précurseurs embryonnaires. En effet, la membrane synoviale saine
possede aussi des synoviocytes macrophagiques, dont les propriétés fonctionnelles en environnement
inflammatoire et les mécanismes de génération et de maintien a I'état d"homéostasie, sont largement
méconnus et probablement différents de ceux des macrophages infiltrants. Jusqu’a trés récemment, la
plupart des études abordant la place des cellules monocytaires dans I'arthrite, ne prenaient pas compte
de ces éléments ontogénigues. Les monocytes étaient étudiés en tant que précurseurs des

macrophages. Il est maintenant clair que le destin de ces cellules est plus complexe. lls peuvent :

- Rester des cellules patrouilleuses circulantes transitant notamment par les ganglions
lymphatiques.

- Devenir des monocytes inflammatoires en cas de stimulation immunologique.

- Sedifférencier en macrophages inflammatoires.

- Constituer le compartiment source de remplacement de certains de macrophages d’origine
embryonnaire.

- Sedifférencier en cellules dendritiques.

- Voire se différencier en ostéoclastes [25].

Par ailleurs, les macrophages synoviaux ont rarement été étudiés de maniére extensive du fait de la
difficulté d’acces aux prélévements synoviaux. En effet, les limites a la réalisation d’une biopsie synoviale

sont :
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- Ethiques : faire subir a un patient un acte invasif alors méme que celui-ci ne conditionne en
regle générale ni le diagnostic, ni la prise en charge thérapeutique.

- Techniques: du fait du caractere invasif de la biopsie, le gold standard étant la biopsie
arthroscopique [26]. Toutefois les techniques récentes de micro-biopsies échoguidées
permettent désormais d’envisager la réalisation du geste de maniére plus large [27, 28].

- Meéthodologiques : du fait de la difficulté d’inclure une population homogéne et
numériqguement importante de patients, et du fait des questionnements sur le caractere

représentatif du site analysé en micro-biopsies par rapport a I'ensemble de I"articulation [29].

2.1.3. Hétérogénéité fonctionnelle des macrophages : la polarisation

La premiere description du macrophage inflammatoire, dans un contexte de stimulation bactérienne
(Bacille de Calmette et Guérin, listéria) date de 1962 [30]. Ce n’est secondairement que le role central
de I'lFNy a été identifié pour expliquer les capacités tumoricides et microbicides de cette cellule passant

notamment par la production de radicaux libres [31].

Le prototype de I'activation alternative du macrophage en présence d’IL-4 est décrit en 1992 [32]. Ce
phénotype est caractérisé par une morphologie en « broche » (spindle-shaped), une expression élevée
du CD206 (récepteur au mannose), une capacité élevée de clairance des ligands mannosylés, une
augmentation restreinte de I’'expression du CMH-II (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe Il),
une moindre production d’anions superoxyde (02°7) et une sécrétion réduite de cytokines

inflammatoires (IL-1, TNF, IL-8) qui I'opposent au macrophage activé par I'IFNy.

Le concept de polarisation M1/M2 a été proposé au début des années 2000 [33]. Il reposait sur
I'observation d’un métabolisme de I'arginine différent entre les macrophages issus de souches murines
typiquement Thl (C57BL/6, B10/D2) et de souches typiquement Th2 (Balb/c, DBA/2), constatation
similaire a celles faites pour les lymphocytes T auxiliaires Th1 et Th2 de ces mémes souches murines.
Les macrophages de souches Th1 produisent plus de NO (monoxyde d’azote) a partir de I'arginine et les
macrophages de souche Th2 métabolisent préférentiellement I'arginine en ornithine. La polarisation
M1, dite « classique », induite par I'IFNy, est alors opposée a la polarisation M2, dite « alternative »,
induite par I'lL-4 (M2a) (Figure 4) [34]. Pour certains auteurs la polarisation M1/M2 est la résultante de

I'influence cytokinique des lymphocytes Th1 ou Th2 sur le macrophage.
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Figure 4. Représentation schématique du catabolisme de la L-arginine des macrophages M1 et M2a. Issu
de Muraille 2014 Frontiers in Immunology, Th1/Th2 paradigm extended: macrophage polarization as an
unappreciated pathogen-driven escape mechanism? [34].

La vision d’une polarisation dichotomique M1/M2 s’est progressivement enrichie d’une multitude de
phénotypes (M2a, M2b, M2c, ...) [35-38]. De maniéere non exhaustive, citerons aussi, les macrophages
des plaques d’athérome [39] et les macrophages associés aux tumeurs [40]. Dans ce modele de spectre,
I"IFNy +/- LPS (lipopolysaccharide), I'lL-4, I'lL-13, les immuns complexes associés aux ligands de TLR, I'IL-
10, la dexaméthasone puis secondairement le M-CSF (« M2-like ») [41] et le GM-CSF (« M1-like ») [42,
43] étaient les principales sources de polarisation du macrophage. Le concept de spectre supposait alors
gu’entre les extrémes M1 (induit par I'IFNy) et M2 (induit par I'lL-4), il existait des phénotypes
intermédiaires participant notamment a I'immunorégulation ou a la réparation tissulaire (Figure 5) [44].
Ce concept a la vertu de faciliter la compréhension de la plasticité du macrophage, mais souffre de
plusieurs limites : il est réductionniste et ne tient pas compte de pluralité des stimuli in vivo, il ne tient
pas compte de la source et du contexte de stimulation, il repose sur des marqueurs phénotypiques et
fonctionnels qui peuvent étre pris en défaut en particulier in vivo en pathologie humaine ou I'expression
des marqueurs n’est pas toujours dichotomique. Par ailleurs, la plupart des études ayant été réalisées
en modeéle murin, la transposition a 'Homme, qui plus est en condition pathologique, n’est pas

nécessairement pertinente [45].
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Figure 5. Le paradigme M1/M2, origine et bases moléculaires. (A) Modéle M1-M2. (B) Voies de

signalisations impliquées dans les stimulations M1/M?2. Issu de Martinez et al. 2014 F1000Prime Reports,

The M1 and M2 paradigm of macrophage activation: time for reassessment [44].

C'est dans ce contexte qu’ont été développées, pour affiner la connaissance de la polarisation du

macrophage, des approches moléculaires, en particulier transcriptomique [46, 47] et plus récemment

les puissantes approches dites de criblage a haut débit et de single cell technology [48, 49].
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Le macrophage est caractérisé par sa plasticité, illustrée par une modulation de sa réponse en fonction
des stimuli. La constatation (i) de I'exposition dynamique dans le temps et I'espace a une pluralité de
stimuli, (i) de I'absence de phénotype univoque M1 ou M2 dans plusieurs conditions physiologiques ou
pathologiques [50], (iii) de I'évolution de la plasticité phénotypique du macrophage au cours de
processus pathologiques [51], a amené a proposer le concept multidimensionnel d’activation du
macrophage [52]. Ce paradigme integre I'influence de I'ontogénie, des signaux environnementaux tissu-
spécifiques [53] présents notamment a I'état d’"homéostasie, des signaux de stress générés en condition
pathologique, ainsi que la dimension temporelle (Figure 6) [52]. En conséquence, une stimulation
« identique » appliquée a 2 populations de macrophages différant par la dimension temporelle
(cinétique de stimulation) ou par la dimension spatiale (ontogénie, tissu étudié) aboutira a une

activation non similaire des 2 populations étudiées.
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Figure 6. Modéle intégratif multidimensionnel d’activation du macrophage. Dans cette vision
multidimensionnelle, I'activation du macrophage est conditionnée par I'ontogénie, les conditions micro-
environnementales, les signaux de stress. Issu de Ginhoux 2016 Nature Immunology, New insights into
the multidimensional concept of macrophage ontogeny, activation and function [52].

Les termes M1 et M2 ne tiennent pas compte du caractere multidimensionnel de I'activation du
macrophage. Un groupe d’experts internationaux a en ce sens proposé que dans les études in vitro, les
macrophages soient plutét nommés en fonction des modalités de stimulation (par exemple M(IL10)),

afin d’étre plus informatif sur la nature des conditions expérimentales (Figure 7) [54].
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Figure 7. Description des macrophages activés. Divisions fonctionnelles a partir de macrophages murins

générés avec du M-CSF ou de macrophages dérivés de monocytes humains par du M-CSF. L’astérisque

indique une corroboration des génes humains impliqués dans I'activation IL-4, par « deep sequencing ».

Issu de Murray et al. 2014 Immunity, Macrophage Activation and Polarization: Nomenclature and

Experimental Guidelines [54].
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2.2. La polyarthrite rhumatoide

2.2.1. Généralités

La polyarthrite rhumatoide (PR) est un rhumatisme inflammatoire chronique, de type auto-immun,

caractérisé par :

- L’apparition d’une rupture de tolérance, qui chez une majorité de patients s’exprime par une
immunisation contre des peptides citrullinés endogénes (auto-anticorps ad hoc : anticorps anti-
peptides citrullinés, ACPA) [55-57].

- Une modification des cellules stromales synoviales et des cellules immunes, qui développent un
phénotype agressif (Cf. Chapitre 2.5.), participant aux phénomeénes inflammatoires et a la
destruction articulaire [58].

- Un tropisme articulaire prédominant, responsable de destructions articulaires et d’atteintes

extra-articulaires, illustrés dans la Figure 8.

Figure 8. Atteintes de la polyarthrite rhumatoide. (A) Arthrites des métacarpo-phalangiennes et
interphalangiennes proximales. (B) Déformation de la main avec « coup de vent cubital », aspect du
poignet « en dos de chameau » et « pouce en Z ». (C) Radiographie standard de main gauche montrant
des érosions et pincements articulaires (carpe et métacarpo-phalangiens). (D) Vascularite rhumatoide
des membres inférieurs. (E) Pleurésie rhumatoide droite. (F) Nodules rhumatoides de la face d’extension
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de l'avant-bras. (G) Atteinte interstitielle pulmonaire rhumatoide. Iconographie issue des banques
d’image du Club Rhumatismes et Inflammations (CRI), du COllége Frangais des Enseignants en
Rhumatologie (COFER) et de ma bibliothéque personnelle.

Cette maladie a prédominance féminine touche environ 0.5% de la population caucasienne dans les

pays occidentaux, dont la France [59].

Son évolution se fait par poussées, avec une mise en jeu du pronostic fonctionnel articulaire du fait
d’une destruction articulaire intéressant principalement les petites articulations distales, ainsi que des
effets déléteres systémiques incluant une ostéoporose secondaire [60] et une majoration du risque

cardiovasculaire [61].
L’histoire naturelle de la maladie est classiquement découpée en 4 phases (Figure 9) :

- Une premiére phase non pathologique de prédisposition a la maladie.

- S’ensuit la phase dite « préclinique » avec apparition d’'une auto-immunité contre des protéines
du soi modifié, sans manifestation clinique associée.

- L'apparition de 'arthrite définit la phase clinique. La phase précoce correspond a celle de la PR
« débutante ».

- Enfin, I'arthrite se chronicise ce qui définit la quatriéme étape : la PR « établie ».

Au contraire de la connaissance des différentes étapes de la phase effectrice de la PR, celle de
I'initiation de la maladie reste parcellaire. A ce jour le primum movens de la rupture de tolérance
immunitaire n’est pas clairement identifié. Firestein et Mclnnes ont proposé 2 modeéles non
mutuellement exclusifs, menant au développement d’une PR clinique [58] (Figure 9). Dans le
premier modéle, la pathogénie repose sur un déreglement primitif de I'immunité adaptative avec
une réponse aberrante a une modification post-traductionnelle des peptides endogenes
(citrullination notamment). La production d’auto-anticorps est précoce, avec un élargissement
progressif du répertoire d’autoanticorps. Cette étape accompagne et amplifie une inflammation
qui, aprés un second événement non élucidé, engendre une synovite non résolutive et la
destruction articulaire. Dans le second modele, |'activation aberrante de I'immunité innée et du
stroma seraient des phénomenes précoces. Ces altérations seraient responsables d’un cercle
vicieux inflammatoire, médié par le stroma, source de peptides arthritogenes et de I'auto-immunité,

aboutissant a I'inflammation synoviale persistante.
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Figure 9. Séquence des événements menant au développement d’une polyarthrite rhumatoide
cliniquement détectable : deux modeles potentiels. Issu de Firestein & Mcinnes 2017 Immunity,
Immunopathogenesis of rheumatoid arthritis [58].

2.2.2. Prédisposition a la polyarthrite rhumatoide

Les facteurs identifiés prédisposant a la PR sont majoritairement d’origine génétique et minoritairement

d’origine non-génétique.

Les facteurs d’origine génétique (Figure 10) expliquent 60% du risque de développement d’une PR [62].
L'on retient classiquement le portage d’alleles HLA-DRB1 codant [|'épitope partagé [63] et les
modifications épigénétiques impliquant la méthylation de I'’ADN et 'acétylation des histones [64, 65].
Nous noterons aussi l'identification de loci codant des protéines pertinentes dans la biologie du

monocyte/macrophage tels que :
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- PADI4 impliqué dans la citrullination de peptides potentiellement arthritogenes [66] et la
génération d’ACPA par un modele « hapténe/porteur » (ou la PAD joue le réle de porteur) [67].

- PTPN22, codant pour une tyrosine phosphatase, impliquée dans la régulation de la citrullination
PAD4-dépendante et de la NETose [68].

- CCL21 codant pour une chémokine sécrétée par et attirant les macrophages M1/inflammatoires
via le récepteur CCR7. Cette chimiokine intervient dans la circulation vers le site inflammatoire
et les organes lymphoides secondaires [69, 70], mais aussi potentiellement dans le
développement de structures lymphoides ectopiques au cours de la PR [71].

- TNFRSF9 (CD137) et TNFAIP3 respectivement impliqués (i) dans la prolifération des monocytes
et la différenciation des précurseurs hématopoiétiques en monocytes/macrophages [72], (ii) et
dans la régulation de la signalisation NFkB (Nuclear Factor Kappa B) et de I'apoptose induite par
le TNF [73].

- IL6ST (Gp130) impliqué dans la signalisation de I'lL-6 [74].

- STAT4 impliqué dans la signalisation de I'lL-12 et de I'lL-23 [75].

- IRF5 impliqué dans la polarisation dite M1/inflammatoire [76].

- CD40 exprimé sur les cellules présentatrices telles que le macrophage et impliqué dans la

costimulation des lymphocytes T [77].
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Figure 10. Panorama historique des polymorphismes de susceptibilité identifiés dans la polyarthrite
rhumatoide. Les loci a risque, identifiés par les études pangénomiques (genome-wide) avec un seuil de
significativité de p<5.0 10% ont été inclus. * Synonyme : C4orf52 = SMIMZ20. RA : polyarthrite
rhumatoide. Issu de Yamamoto et al. 2015 Nat. Rev. Rheumatol., Genetics of rheumatoid arthritis in Asia
— present and future [78].

Les facteurs d’origine non génétique, expliqguent quant a eux 40% du risque. Le tabagisme [79], le sexe

féminin [80], le microbiote parodontal [81, 82], I'cbésité [83] sont les facteurs les plus univoques.
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2.2.3. Laphase préclinique

Cette phase correspond a la rupture de tolérance immunitaire. Un des éléments critiques semble étre
la présence de peptides arthritogénes. La modification post-traductionnelle la plus étudiée est la

citrullination enzymatique des résidus arginine par la peptidyl-arginine déiminase (Figure 11).
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Figure 11. Déimination ou citrullination de protéine par I'enzyme peptidy! arginine déiminase (PAD). Issu
de Kumar et al. 2016 Biomedicine Pharmacotherapy, Advancement in contemporary diagnostic and
therapeutic approaches for rheumatoid arthritis [84].

La peptidylarginine déiminase (PAD) est une enzyme calcium-dépendante, responsable de la
transformation de résidus arginine en résidus citrulline. In vivo, I'expression de '’ARNm des
isoformes PAD2 et PAD4 est objectivée dans les cellules mononucléées du sang périphérique
CD14+, les monocytes [66]. L'expression de '’ARNm de PAD4 se perd durant le processus de
différenciation du monocyte en macrophage. Au niveau protéique, monocytes et macrophages
présentent des niveaux similaires de PAD4 alors que PAD2 n’est de maniére surprenante
détectée que dans le macrophage. Cette observation est liée a une modification post-
transcriptionnelle : (i) 'ARNm de PAD2 est détectable dans le sang périphérique et le liquide
synovial mais la traduction semble avoir lieu uniquement lors du processus de différenciation
accompagnant la migration vers la synoviale, (ii) I'expression de ’ARNm de PAD4 est perdue
graduellement durant le processus d’infiltration synoviale mais la protéine déja présente au
stade monocytaire n’est pas dégradée lors de de la migration vers la synoviale et de la
différenciation macrophagique qui I'accompagne (Figure 12) [66]. Il a été montré que la région
3’ UTR est importante dans la régulation de la traduction de PAD2 et que la citrullination de
protéines intracellulaires (vimentine) est dépendante du niveau en Ca?*. Dans les macrophages,

la vimentine est spécifiguement citrullinée aprés augmentation du Ca®* cytoplasmique. Les
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protéines PAD2 et PAD4 sont détectables dans la synoviale rhumatoide, leur niveau
d’expression étant corrélé a l'intensité de l'inflammation synoviale (hyperplasie synoviale,
infiltrat, hypervascularisation) [85]. Les PAD2 et PAD4 des macrophages synoviaux sont de
potentielles sources d’épitopes ciblés par les ACPA, mais aussi des cibles antigéniques des ACPA
(en tant que porteur d’hapténe) [67]. De plus, les PAD pourraient se retrouver dans
I'environnement des monocytes et macrophages nécrotiques, causant la citrullination de
protéines extracellulaires, telles que la fibrine. Le peptide devient alors la cible des ACPA,

spécifiques de la maladie.

Bloodstream Synovium

O

Infiltration
and
differentiation

Bone
Cartilage
Synovial tisue
Synovial fluid

Citrullinated vimentin

Cell death/Ca?* influx

Monocyte Macro phU

PAD2 mRNA
= PAD?2 protein
----------- PAD4 mRNA
________________ —— PADA4 profein

Day 0 —————= Day 7

Differentiation

Expression level

Figure 12. Modéle d’infiltration synoviale PAD (peptidyl arginine déiminase). Issu de VVossenaar et al. 2004
Annals of Rheumatic Diseases, Expression and activity of citrullinating peptidylarginine deiminase
enzymes in monocytes and macrophages [66].

Des modifications différentes telles que la carbamylation, I'oxydation des cibles antigéniques et la
génération d’adduit acétaldéhyde-malondialdéhyde, ont aussi été décrites et sont ciblées par I'auto-
immunité rhumatoide [86, 87]. En dehors des ACPA, d’autres auto-anticorps tels que les facteurs
rhumatoides (non liés a la modification de peptides endogenes) sont retrouvés dans la PR. L'auto-

immunité rhumatoide peut dans certains cas précéder de plusieurs années |'apparition de 'arthrite [88].
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2.2.4. Les phases cliniques de la polyarthrite rhumatoide — la phase effectrice

L'apparition de I'arthrite définit la phase clinique. Cette phase est caractérisée par une inflammation
synoviale, ou synovite, qui sera détaillée plus loin. La phase clinique initiale est celle de la PR débutante
(Figure 13). A cette étape, le rhumatisme peut ne pas étre classifié [89] et I'on parle alors d’arthrite

« indifférenciée ».

> 1 articulation gonflée Atteinte articulaire (0-5)
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de PR 2-10 grosses articulations 1
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‘-exp quée, par un (grosses articulations non comptées)
> 10 articulations 5

(au moins 1 petite articulation)

Sérologie (0-3)
0

FR négatif ET ACPA négatif

QOui v
FR faiblement positif (1 a 3 x normale) ou

l (_PR ACPA faiblement positif (1 & 3 x normale) &
Noweaux ]| Rt nemen post & Sunarmae) | 3
< 6 semaines 0
Non > 6 semaines 1

|
= CRP normale ET VS normale 0
@ CRP anormale OU VS anormale 1

g A B

PR :score2>6

Figure 13. Critéres ACR/EULAR 2010 pour la classification et le diagnostic de la polyarthrite rhumatoide.
ACPA : anticorps anti. CRP : C réactive protein. FR : facteurs rhumatoides. PR : polyarthrite rhumatoide.
VS : vitesse de sédimentation. Issu de Combe et al. 2015 Encyclopédie Médico-Chirurgicale, Polyarthrite
rhumatoide de I'adulte : épidémiologie, clinique et diagnostic.

Apreés une durée variable d’évolution, la PR est dite « établie » ou « chronique ». La synovite est auto-

entretenue, sans résolution de I'inflammation, avec une dégradation articulaire.

Au cours de la PR clinique, la membrane synoviale subit des modifications majeures : (i) une hyperplasie
de la couche bordante avec prolifération des synoviocytes et infiltrat immunitaire comprenant des
macrophages, (i) un infiltrat sous-intimal de cellules mononucléées. Cet ensemble, appelé pannus
synovial, présente un caractére localement agressif car participant activement au délabrement

articulaire.
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2.2.5. Réle du monocyte et du macrophage lors de la phase effectrice de la polyarthrite rhumatoide

La lignée myélo-monocytaire génere une part importante des événements associés a la synovite
rhumatoide et a la destruction articulaire. Parmi les cellules composant cette lignée, les macrophages
sont des effecteurs essentiels de la synovite rhumatoide par le biais de leur production de médiateurs
inflammatoires et de leur interaction locale avec les cellules immunitaires et non immunitaires. Nous

présenterons ici les fonctions de macrophages présents au sein de la synovite rhumatoide.
2.2.5.1. La contribution des monocytes

Les monocytes sont issus d’un précurseur médullaire. Apres leur sortie du compartiment médullaire, ils
patrouillent dans le compartiment sanguin. Trois sous-populations de monocytes sanguins ont été
identifiées sur la base de I'expression des marqueurs de surface CD14 (co-récepteur du LPS) et CD16
(récepteur FcyRIIl des I1gG). Les monocytes CD14M CD16™ dits « classiques » sont majoritaires, les
monocytes CD14M CD16" dits « intermédiaires » et les monocytes CD14°CD16" dits « non-classiques »

[90]. D’autres marqueurs [91, 92] tels que :

- CCR2"'CD163* pour les monocytes classiques et intermédiaires,
- CCR2°CD163 CD62'° CX3CR1" pour les monocytes non-classiques,

- HLA-II"'CD74" pour les monocytes intermédiaires,

ont été proposés pour décrire les sous-populations de monocytes humains. Toutefois CD14 et CD16
restent les marqueurs les plus communément utilisés. Le dogme de la classification des monocytes en
3 sous-populations est affiné par I'apport des technologies plus récentes telle que le Single-cell RNA
Sequencing [93]. La population des monocytes serait composée de 4 et non 3 sous populations. Les 2
principales correspondraient aux 2 populations majoritaires : monocytes classiques et monocytes non-
classiques. Par contre, il semblerait que la population dite intermédiaire soit hétérogéne et se compose
(i) de monocytes exprimant une combinaison unique de genes impliqués dans le cycle cellulaire, la
différenciation et le trafficking (MXD1, CXCR1, CXCR2, VNNZ2), (ii) et de monocytes possédant une
signature génétique « cytotoxique » (PRF1, GNLY, CTSW) en plus du jeu de géenes caractéristiques des

monocytes classiques. Le réle spécifique de ces 2 sous-populations est méconnu.

Au cours de la PR, une dérégulation de 'homéostasie des monocytes et macrophages a été mise en
évidence. Il existe une expansion des monocytes intermédiaires CD14" CD16" dans le sang et le liquide

synovial [94-97].

Comparativement aux monocytes classiques, ces monocytes intermédiaires sont des contributeurs

majeurs a la production de TNF [98]. Par ailleurs, ils promeuvent I'expansion des lymphocytes Th17 [96)]
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et Th1 [97] qui ont été identifiés comme impliqués dans la PR. De plus les monocytes/macrophages de
la PR présentent une expression augmentée des récepteurs Toll-like 2, 3, 4 qui contribuent a la
physiopathologie rhumatoide (Cf. paragraphe 2.5.2.) [99], une résistance a I'apoptose [100] et une
dérégulation des microARN, tels que miR-146 et miR-155 impliqués dans la polarisation du macrophage

[101, 102].

Chez 'Homme, en condition inflammatoire, les monocytes migrent du sang vers le foyer inflammatoire.
L’efflux des monocytes du sang vers la synoviale est notamment contrélé par les chimiokines CCL2
(MCP1), CX3CL1 (fractalkine) et CXCL8 (IL-8). In situ, ces monocytes se différencient en macrophages

dits « infiltrants » et exercent leur action pro-inflammatoire.

La contribution des monocytes Ly6C a l'arthrite murine reste sujet a débat. La présence de monocytes
non-classiques Ly6C contribuerait a la phase effectrice de I'arthrite murine (transitoire) induite par
transfert de sérum K/BxN (Figure 14) [103]. Dans un premier temps, ils se différencieraient en
macrophages inflammatoires M1 et médieraient les manifestations inflammatoires. Dans un second
temps, ils modifieraient leur phénotype vers un type M2 favorable a la résolution de I'arthrite. Par
ailleurs, les macrophages résidents limiteraient le développement de 'arthrite. Ce modele n’a pour

I'instant pas été confirmé chez 'Homme.

Destruction

4
Arthritic Joint @
Tissue-resident
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Figure 14. Contribution des monocytes non-classiques au développement de I’arthrite murine par transfert
de sérum K/BxN. Issu de Misharin et al. 2014 Cell Reports, Nonclassical Ly6C monocytes drive the
development of inflammatory arthritis in mice [103].

NR4A1 (Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1) est un facteur de transcription contrélant la

différenciation et la survie des monocytes Ly6C". Les données expérimentales chez la souris NR4A1”
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[104], suggerent que contrairement aux monocytes Ly6C* (inflammatoires) les cellules Ly6C
(patrouilleurs) ne participent pas a I'induction et a la progression de I'arthrite murine induite par
transfert de sérum. A contrario, un potentiel régulateur, via la mobilisation de lymphocytes Treg, est

suspecté [105].

La question de la nature du/des précurseur(s) ostéoclastiques en situation physiologique et en contexte
inflammatoire, tel que la PR, n’est pas résolue. Une des sources possibles est le monocyte circulant. La
génération in vitro d’ostéoclastes, a partir de monocytes, a permis de montrer que I'ostéoclaste dérivait
préférentiellement des monocytes murins inflammatoires FcyRIV- Ly6C" (par opposition au FcyRIV*
Ly6C"°) et des monocytes humains correspondants i.e. CD14" CD16™ (par opposition aux CD14"° CD16")
[106]. De plus, cette étude a montré que la déplétion « sélective » de monocytes murins inflammatoires
Ly6C", par un anticorps anti-CCR2, réduisait drastiquement |'ostéoclastogénése et la destruction
osseuse dans le modeéle d’arthrite par transfert de sérum K/BxN. Il semble que le potentiel des
monocytes CD16 humains a se différencier en ostéoclastes soit lié a I'expression de I'intégrine aVB3 en
présence de M-CSF et RANKL, expression non retrouvée chez les monocytes CD16* [107]. Un autre
précurseur ostéoclastique a été identifié chez la souris arthritique SKG : le précurseur médullaire CD11b-
/o Ly6CM [108]. Ce précurseur est phénotypiquement distinct des MDPs (monocyte DC precursors), des
CDPs (common DC precursors) et des sous-populations de monocytes. Par ailleurs, il aurait la
particularité d’étre immunomodulateur, notamment en supprimant la prolifération des lymphocytes T

CD4* et T CD8".
2.2.5.2. Activation des macrophages dans la polyarthrite rhumatoide

Par opposition aux macrophages « infiltrants » différenciés a partir de monocytes sanguins en condition
inflammatoire, il est décrit des macrophages « résidents ». Leur origine exacte n’est pas élucidée. lls
pourraient étre issus d’une hématopoiese soit embryonnaire, soit post-natale [109]. Ces macrophages
sont caractérisés par leur longue durée de vie, une potentielle capacité de renouvellement et un

phénotype plus favorable a I'homéostasie qu’a I'inflammation [103].

La réalité de la polarisation M1/M2 n’est pas démontrée dans la PR. Les données concernant cette
polarisation sont essentiellement issues des modeles murins, alors qu’il existe peu de données en
pathologie humaine. Dans la PR, il n’existe pas de dichotomie claire M1/M2 dans le liquide articulaire et
la membrane synoviale. Les macrophages co-expriment des marqueurs M1 et M2. Toutefois, sur le plan
fonctionnel, il existe des éléments en faveur d’un biais alternatif des macrophages résidents et d’un

biais inflammatoire des macrophages infiltrants [20, 110].

Plusieurs types de stimuli sont a méme d’activer les macrophages au cours de la PR (Figure 15).
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Figure 15. Les cellules myéloides, en particulier les macrophages, sont centrales dans la perpétuation de
polyarthrite rhumatoide. FcR : Fc Receptor, GM-CSF : Granulocyte Macrophage — Colony-Stimulating
Factor, IL : Interleukin, NLR : Nucleotide oligomerization domain-Like receptor, PAR2 : Protease Activated
Receptor 2, TLR : Toll-Like Receptor, TNF : Tumor Necrosis Factor. Issu de Firestein & Mcinnes 2017
Immunity, Immunopathogenesis of rheumatoid arthritis [58].

Les études murines et humaines suggerent que les ligands endogenes de TLR peuvent étre impliqués

dans la pathogénie de certaines maladies auto-immunes dont la PR (Tableau 1) [111, 112].

TLRs Ligands and references

Biglycan [29], endoplasmin [56], HMGB1 [74], HSP60 [52], HSP70 [53, 54], human cardiac myosin [38], hyaluronan [32, 63, 75]
and monosodium urate crystals [72, 73]

TLR3 MRNA [68, 69]

TLR2

Biglycan [29], CD138 [23], a-crystallin A chain [57], B-defensin 2 [47, 48], endoplasmin [56], fibrinogen [30], fibronectin [27],
TLR4 heparan sulphate [28], HMGB1 [21, 41], HSP22 [57], HSP60 [51, 52, 60], HSP70 [53-55], HSP72 [58, 59], hyaluronan [32, 75, 76],
monosodium urate crystals [72, 73], OXPAPC [71], resistin [61], S100 proteins [35, 36], surfactant protein A [62] and tenascin-C [37]

TLR7 RNA [66, 67] and small interfering RNA (siRNA) [70]
TLR8 Human cardiac myosin [38] and small interfering RNA (siRNA) [70]
TLR9 DNA [64, 65] and HMGB1[42]

Tableau 1. Récepteurs Toll-like et leurs ligands endogénes. Issu de Yu et al. 2010 Journal of Cellular and
Molecular Medicine, Endogenous toll-like receptor ligands and their biological significance [112].

TLR 2 et 4 sont impliqués dans 'inflammation rhumatoide [113]. TLR4 peut reconnaitre plusieurs
ligands : soit endogenes, soit exogenes. Le lipopolysaccharide (LPS) est le ligand exogene le plus
classiquement décrit. Certains auteurs lui attribuent un réle dans la PR par le biais de la reconnaissance
de pathogenes des muqueuses. Les muqueuses digestive, buccale et pulmonaire pourraient étre un site
d’initiation de la PR. La parodontopathie et la dysbiose buccale sont d’ailleurs fréquentes dans la PR et
pourraient contribuer au développement de I'immunité spécifique anti-peptides citrullinés. Les germes

impliqués dans la parodontopathie et susceptibles d’étre reconnus par TLR 2 ou 4 sont :
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- Porphyromonas gingivalis, reconnu via TLR4 voire TLR2 [114], et qui possede une capacité a
citrulliner les protéines pertinentes dans la PR que sont le fibrinogéne et I'a-enolase humains
[115]

- Aggregatibacter actinomycetemcomitans, reconnu via TLR4 [116], et qui induit une
hypercitrullination au sein des neutrophiles et favoriserait le relargage d’auto-antigénes

citrullinés [82].

Par ailleurs, TLR4 est capable de reconnaitre des ligands endogenes :

- Natifs : fibrinogéne, collagéne, fragments d’acide hyaluronique [117],
- Citrullinés [118],
- Au sein de complexes immuns, activant une réponse inflammatoire via TLR4, inhibée avec des

antagonistes de TLR4 [119].

L"activation des macrophages passe aussi par le M-CSF. Il s’agit d’un facteur de croissance essentiel au
développement des macrophages en condition d’homéostasie. Certains auteurs le considerent comme
un stimulus polarisant les macrophages vers un phénotype alternatif, par opposition au GM-CSF qui
induirait une polarisation inflammatoire. Cette vision n’est toutefois pas consensuelle [44, 54].
D’ailleurs, la comparaison de I'effet du M-CSF et du GM-CSF, dans des macrophages humains et murins
montre que plus de 80% des génes sont régulés dans le méme sens par les deux stimuli [120, 121].
Plusieurs éléments sont en faveur d’une contribution du M-CSF aux phénomeénes inflammatoires de la
PR. Le M-CSF promeut la prolifération, la survie et la maturation des monocytes, macrophages et
ostéoclastes qui sont des cellules effectrices de la PR [122-124]. L'évaluation in vitro de macrophages
dérivés de monocytes humains a permis de montrer qu’en présence d’ACPA-complexes immuns, les
macrophages exposés au M-CSF produisent plus de TNF que ceux exposés a I'lFNy, I'lL-4 ou IlL-10 [125].
De plus, le M-CSF est requis pour le développement de I'arthrite murine induite au collagéne [126].

Enfin, le ciblage du M-CSF permet d’améliorer I'arthrite murine [127-130].

Un autre mode d’activation du macrophage au cours de la PR passe par ses récepteurs aux
immunoglobulines. Les données de la littérature montrent un réle pathogene FcyR-dépendant des
autoanticorps de la PR. L'engagement du CD32a des macrophages humains, par des complexes immuns
ACPA-fibrinogene citrulling, induit la production de TNF [131]. Les complexes immuns contenant des
ACPA induisent une réponse TNF 9 fois plus importante par les macrophages du liquide synovial que par

les monocytes sanguins de patients atteints de PR et de sujets contrdles [132].

Outre les ACPA, d’autres anticorps spécifiques de la PR, les facteurs rhumatoides (FR), jouent un réle

pathogene. Les FR IgM amplifient la réponse inflammatoire (TNF, IL-1, IL-6) des macrophages (mais pas
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des monocytes) aux complexes immuns contenant des ACPA [133]. De plus les surnageants de
macrophages activés par ces complexes immuns induisent une plus grande production d’IL-6 par les
synoviocytes de patients atteints de PR, lorsque |'activation des macrophages a été faite en présence
de FR. Ces deux observations permettent de mieux comprendre la sévérité clinique plus importante des
PR FR+ ACPA+ par rapport aux PR séronégatives. L'amplification du potentiel inflammatoire des
complexes immuns contenant des ACPA, par les FR IgM et IgA, est dépendante des fonctions effectrices

de Fc récepteurs et du complément [55].

2.2.5.3. Production de médiateurs inflammatoires par les macrophages

Les macrophages synoviaux ont été identifiés comme les principaux producteurs des cytokines
inflammatoires telles que le TNF [134], I'IL1, I'IL6. Les taux des cytokines inflammatoires sont plus élevés
dans le sérum et le liquide synovial des patients atteints de PR comparativement aux sujets contréles
(arthrose ou autre rhumatisme inflammatoire) [134-136]. Le role central de ces cytokines dans
I'inflammation rhumatoide en a d’ailleurs fait des cibles thérapeutiques pour les biothérapies

communément utilisées dans la PR (Cf. Chapitre 3).

La production d’especes radicalaires de I'oxygéne (ROS) et de I'azote participe a la physiopathologie de
la PR [137], dans un contexte de défense compromise contre le stress oxydatif [138, 139]. Ces radicaux
libres sont générés principalement par les phagocytes (PNN, monocytes et macrophages) via le
complexe NADPH oxydase (Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide-PHosphate oxydase) et la phospho-
oxydation mitochondriale (Figure 16) [140]. Cet environnement induit une peroxydation des lipides
[141], des dommages oxydatifs de I’ADN [142], une dégradation de la matrice cartilagineuse [143] et un
auto- entretien de I'inflammation [144]. Toutefois, I'impact des ROS et du NO au cours de la PR semble
étre dual avec l'induction dans certains modeles (rats Lewis et macrophages humains mutés pour la
protéines phagocyte oxidase p47°" et gp91P"™), par les macrophages, de Treg (lymphocytes T

régulateurs) de maniere ROS-dépendante [145] ou méme un effet immunomodulateur du NO [146].
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Figure 16. Formation des espéces radicalaires de I'oxygéne et de I'azote et leurs cibles. O2e- : anion
superoxyde ; H202 : peroxyde d’hydrogéne; HOe : radical hydroxyle; SOD : superoxyde dismutase ; CAT
. enzyme catalase endogene ; GPx : enzyme glutathion endogéne ; L-arginine : enzyme précurseur de
I'oxyde nitrique ; NADPHox : nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate oxydase; NO : oxyde nitrique
; NOS : nitric oxide synthase; ONOO- : peroxynitrite; -SH : groupement sulphydryl ; GSSH/GHS : ratio
glutathion oxydé/réduit ; IKK : inhibitor kappa kinase; IkBa : inhibitor kappa B; P : phosphorylation; cPLA2
: cytosolic phospholipase A2; COX2 : cyclooxygénase 2; iNOS : inducible nitric oxide synthase; LPS :
lipopolysaccharides; TNF-a : tumour necrosis factor alpha; IL-1b : interleukin 1 beta. Issu de Filippin et al.
2008 Clinical and Experimental Immunology, Redox signalling and the inflammatory response in
rheumatoid arthritis [144].

Au cours de la PR, il existe une néo-angiogenése pathologique, partiellement induite par les
macrophages [147]. Une des causes est I'hypoxie liée a la demande métabolique augmentée par
I'infiltrat, I'inflammation et I’hyperplasie synoviale [148]. Cette angiogenese favorise le recrutement de
cellules inflammatoires et la production de médiateurs inflammatoires, entretenant ainsi la synovite
(Figure 17). Plusieurs facteurs angiogéniques sont retrouvés en grande quantité dans le sérum, le liquide
synovial ou la synoviale de patients atteints de PR : des facteurs de croissance tels que le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), des CXC chimiokines avec motif ELR (Glu-Leu-Arg ; CXCL1, CXCL5, CXCL&/IL-
8 et CXCL16), des cytokines telles que le TNF [147]. Les macrophages synoviaux activés et les
synoviocytes fibroblastiques produisent nombre de ces facteurs dont le VEGF, le FGFB (Fibroblast

Growth Factor B), le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), en réponse au TNF, a I'lL-1 et a I'IL-6
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notamment [149-151]. lls sont aussi la source de facteurs anti-angiogéniques : IP-10/CXCL10,

Mig/CXCL9, IFN-y, TIMPs (Tissue Inhibitor of MetalloProteinases) et TSP2 (Thrombospondine) [152].
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Figure 17. Induction de I'angiogenése par les macrophages. bFGF : Fibroblast Growth Factor 8, CCL : C-C
chemokine Ligand, HIF-1a : Hypoxia Inducible Factor-1a, IL : interleukine, MIF : Macrophage migration
Inhibitory Factor TLR : Toll-like Receptor, TNF : Tumor Necrosis Factor, VEGF Vascular Endothelial Growth
Factor. Issu de Elshabrawy et al. 2015 Angiogenesis, The pathogenic role of angiogenesis in rheumatoid
arthritis [149].

2.2.5.4. Destruction articulaire

Dans la PR, les synoviocytes fibroblastiques développent un phénotype agressif pseudo-tumoral avec
indépendance d’ancrage, perte de l'inhibition de contact, résistance a I'apoptose, production de
médiateurs inflammatoires [22, 153]. L'interaction fibroblastes / macrophages (i) induit chez les
fibroblastes la production de médiateurs inflammatoires activant les macrophages (IL-6, IL-8, GM-CSF,
prostanoides) [154-156], (ii) contribue directement a la dégradation du cartilage par les fibroblastes (via
des collagénases : MMP (métalloprotéase de matrice) 1,3 et 13) [157, 158], (iii) pérennise ainsi la

synovite par une boucle auto/paracrine (Figure 18).
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Figure 18. Réle des synoviocytes fibroblastiques dans la polyarthrite rhumatoide. CCL2, CC-chemokine
ligand 2; CXCL10, CXC-chemokine ligand 10; FLS, fibroblast-like synoviocytes; GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, MMP, matrix metalloproteinase; PDGF, platelet-derived growth
factor; RA, rheumatoid arthritis; TGF-6, transforming growth factor 8, VEGF, vascular endothelial growth
factor. Issu de Bottini et al., 2013 Nature Reviews Rheumatology, Duality of fibroblast-like synoviocytes
in RA: passive responders and imprinted aggressors [159].

Les macrophages de l'infiltrat synovial contribuent également a I'atteinte osseuse de la PR. L’ostéoclaste
dérive de précurseurs myéloides [160]. In vitro, une différenciation a pu étre montrée a partir de
monocytes sanguins et de macrophages [161]. A I'image de ce qui a pu étre montré avec les cellules
dendritiques conventionnelles [162], il n'est pas exclu que les ostéoclastes générés lors de
I'inflammation rhumatoide puissent étre issus d’une transdifférenciation de macrophages
inflammatoires. Toutefois, la nature exacte du précurseur majoritairement impliqué dans la PR n’a pas
été élucidée. Ses origines supposées sont : le monocyte sanguin recruté en contexte inflammatoire, un
précurseur médullaire spécifique, un macrophage infiltrant trans-différencié. L’ostéoclastogénese est
induite en présence de M-CSF et RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) [163, 164].
La régulation de I'ostéoclastogénése dépend des ostéocytes, des ostéoblastes, de I'équilibre RANKL/M-
CSF/OPG (ostéoprotégérine) et de I'environnement induit par les cellules immunitaires [160]. Le
macrophage intervient donc a double titre dans I'ostéoclastogénése de la PR : d’une part en tant que
probable précurseur de I'ostéoclaste, d’autre part en tant que producteur de cytokines activant le

phénomene (TNF, IL-1 et IL-6) (Figure 19).
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Figure 19. Induction de I'ostéoclastogénése en contexte d’arthrite. IL interleukine, TNF-a : tumor necrosis
factor a, RANK : receptor activator of nuclear factor-kB, RANKL : RANK ligand, M-CSF : macrophage
colony stimulating factor, cFms : récepteur du M-CSF, CXCR/CCR : receptors des chimiokines. Issu de
Sucur et al., 2014 International Orthopaedics, Induction of osteoclast progenitors in inflammatory
conditions: key to bone destruction in arthritis [165].

2.2.5.5. Interaction avec les autres cellules immunitaires

Les neutrophiles (PNN) participent a la physiopathologie de la PR [166]. lls sont peu nombreux au sein
de la synoviale mais majoritaires dans la synovie. L'interaction PNN/macrophage entretient la synovite
rhumatoide. Il existe une résistance a I'apoptose des PNN [167], ce qui potentialiserait les dégats
tissulaires. Celle-ci semble notamment étre le fait de cytokines anti-apoptotiques (GM-CSF, IL-8 voire
TNF) potentiellement produites par les monocytes/macrophages et qui a certaines concentrations
promeuvent la survie des PNN [167]. Ces médiateurs induisent aussi un priming des PNN, majorant leur

potentiel de choc respiratoire lors d’une activation ultérieure [168, 169].

Les monocytes/macrophages favorisent I'afflux des PNN: leur production d’'IL8 favorise le
chimiotactisme des PNN, le TNF augmente I'expression des molécules d’adhésion du PNN et le GM-CSF

qui favorise I'extravasation des PNN [170].

La nétose, mort cellulaire propre aux PNN et servant de défense antibactérienne, est augmentée chez
les patients atteints de PR, y compris au sein de la synoviale [171]. Ce mécanisme est augmenté en

présence de TNF [171] et entretient I'inflammation. Les PNN influencent aussi les macrophages. La
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libération de MPO (myéloperoxydase) par le PNN favoriserait la production de ROS, cytokines
inflammatoires et GM-CSF par les macrophages. Le TNF produit par les PNN active les macrophages

[170].

Les macrophages contribuent a I'action pro-inflammatoire des lymphocytes T a plusieurs niveaux [172]
: (i) ils expriment les molécules HLA- et les molécules CD40, CD80, CD86, responsables respectivement
de la présentation d’antigenes et de la costimulation des lymphocytes T CD4; (ii) ils contribuent a la
polarisation Th1, Th17 d’une part et Treg d’autre part, via leur production de cytokines (IL-1, IL-6, IL-23,
IL-10, TGFB) [173]; (iii) ils peuvent orienter vers une réponse Th17 de maniere cytokine-indépendante
et contact-dépendante [174] ; (iv) leur production d’IL-15 et d’IL-18 est chimio-attractante pour les
cellules T et induit chez elles la production de TNF et d’IL17 [175, 176] ; (v) la production de CXCL16 par
les macrophages synoviaux participe au recrutement de lymphocytes T CXCR6+ [177] ;(vi) leur
production de ROS pourrait aussi moduler la réponse T auxiliaire, notamment les T régulateurs (Treg)

[145].

Les lymphocytes influencent aussi directement les macrophages (Figure 20) : (i) par leurs cytokines Thl
et Th17 favorisant la production de TNF, IL-1 et IL-6 par les macrophages [178] ; (ii) leur production de
RANKL favorisant I'ostéoclastogénese [179] ; (iii) les T effecteurs et Treg sont capables d’induire
I"apoptose des monocytes/macrophages par les voies FAS/FASL, TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related
Apoptosis Inducing Ligand) ou TWEAK (Tumor necrosis factor-like WEAK inducer of apoptosis) [180, 181]

; (iv) 'IL-10 produite par les Treg peut induire des macrophages pro-résolutifs [182].
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Figure 20. Proposition des mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels les lymphocytes T CD4*
peuvent moduler la fonction du monocyte/macrophage. Issu de Roberts et al. 2015 Frontiers in
Immunology, The interplay between monocytes/macrophages and CD4* T cells in rheumatoid arthritis
[172].

Les lymphocytes B interagissent aussi avec les macrophages. Le TNF et I'lL6, deux cytokines produites
en guantité par les macrophages inflammatoires, sont centrales dans la régulation des fonctions des
cellules B. Par ces cytokines, les macrophages exercent une action pro-inflammatoires sur les cellules B.
L'interaction est bidirectionnelle car les lymphocytes B modulent aussi la fonction des macrophages. Le
réle pathogéene des ACPA produits par les plasmocytes au cours de la PR est reconnu [183]. Les
complexes immuns contenant des ACPA induisent notamment une production de TNF par les
macrophages [131] et de médiateurs pro-inflammatoires par les monocytes [184]. De plus, la
production de cytokines inflammatoires et de RANKL par les lymphocytes B favorise |'ostéoclastogénése
[185]. Par ailleurs, les cellules B dites régulatrices pourraient avoir un potentiel immunomodulateur via

leur sécrétion d’IL-10 en induisant des macrophages alternatifs [186-188].
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2.2.5.6. Macrophage et résolution de I'inflammation

Outre leur potentiel inflammatoire, les macrophages interviennent aussi dans la résolution de
I'inflammation. Pendant longtemps, la résolution de I'inflammation a été vue comme un phénomene
passif. Nous savons aujourd’hui que les cellules immunitaires telles que les PNN et macrophages vy
jouent un role actif [189]. La constatation du caractere actif de la résolution de l'inflammation
impliquerait que I'inflammation chronique résulte d’une persistance de la phase inflammatoire mais
aussi d’une faillite des mécanismes de résolution. La mise en place de I'inflammation résulte de la
présence d’autacoides (amines actives type histamine, médiateurs lipidiques type prostaglandines ou
leucotriénes), de polypeptides (systeme du complément, chimiokines) et de protéines (cytokines). Ces
mémes familles de médiateurs sont impliquées dans la phase de résolution permettant la restauration
du tissu. Parmi ces médiateurs pro-résolutifs, nous retiendrons I'adénosine, la LXA4 (lipoxine A4), la
Marl (marésine 1), 'AnxA1l (annexine Al), la RvD1 (résolvine D1), a-MSH (a melanocyte-stimulating
hormone) et la Gal-1 (galectine-1). Plusieurs de ces médiateurs sont produits par les macrophages lors

de la phase de résolution de I'inflammation (lipoxine A4, résolvine D1, marésine 1 notamment).

La phase de résolution peut étre scindée en 7 étapes, ou les médiateurs pro-résolutifs jouent un role
fondamental (Figure 21) [189, 190]. (i) La premiére étape consiste en une diminution de la migration des
neutrophiles par déplétion en chimiokines. Cette déplétion est le fait d'un clivage par les
métalloprotéinases, telles que MMP-12 rendant non-fonctionnelles les CXC chimiokines produites par
les macrophages pour le chimiotactisme des neutrophiles, et générant des antagonistes de CCL-2, -7, -
8 et -13 [191]. La déplétion en chimiokines du chimiotactisme des neutrophiles est aussi liée a la
présence de récepteurs leurres D6, séquestrant les CC chimiokines [192], et DARC, séquestrant les CC
et CXC chimiokines (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) [193]. La diminution de linflux
neutrophilique est aussi la résultante de I'action des médiateurs pro-résolutifs [189, 194]. (ii) La
deuxiéme étape promeut un recrutement non-inflammatoire des monocytes [189]. (iii) La troisieme
étape consiste en I'apoptose des cellules immunes extravasées. Les facteurs inflammatoires tels que le
TNF, le GM-CSF et I'hypoxie peuvent promouvoir la survie des neutrophiles [195, 196]. A l'inverse, des
médiateurs tels que I'’AnxA1l induisent I'apoptose des neutrophiles [197]. (iv) La quatrieme étape est une
augmentation de la phagocytose des cellules apoptotiques, aussi appelée efférocytose, réalisée
essentiellement par les macrophages [198, 199]. Les neutrophiles apoptotiques promeuvent leur
propre clairance par I'expression de signaux « find me » (fractalkine/CX3CL1, nucléotides ATP et UTP,
sphingosine 1-phosphate, lysophosphatidyl-choline) et de signaux « eat me » (phosphatidylsérine)
exposés a la membrane du fait du processus de mort cellulaire [190]. La clairance est effectuée par
contact cellule-cellule par I'intermédiaire de protéines « d’'interface », telles que Gas6 et la protéine S

qui facilitent le contact entre la phosphatidylsérine et les récepteurs TAM (Tyro3, Axl, Mer) [200]. Il est
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intéressant de noter que ces mémes récepteurs TAM ont un réle immunomodulateur favorisant
notamment la résolution de I'arthrite murine [201, 202]. (v) La cinquiéme étape est le changement
phénotypique des macrophages favorisant le retour a I'homéostasie tissulaire [203]. Outre la présence
de médiateurs pro-résolutifs lors de cette étape, le processus d’efférocytose induit la production d’IL-
10 et de TGFP [204], cytokines majeures de |'activation alternative du macrophage. Lors de la résolution,
les macrophages murins présentent un phénotype distinct de celui induit par I'lFNy+LPS ou I'lL-4. Ces
macrophages « résolutifs » sont induits par un niveau intra-cellulaire élevé d’AMPc et caractérisés par
un enrichissement en molécules de présentation d’antigéne, de préparation antigénique et de chimio-
attraction T et B. Le profil est le suivant : expression des genes Timd4 et Tgfb2, marquage de surface
CD209* CD11b'" CD11c CMH* CD74* CD86", expression des chimiokines XCL1, CCL5, CXCL13, niveaux
élevés de COX2 (cyclooxygénase 2) et iNOS (NO synthase inductible), tendance a quitter le foyer
inflammatoire pour migrer vers la lymphe [205, 206]. (vi) La sixieme étape est la modulation
phénotypique du systéme immunitaire adaptatif pour 'orienter vers un phénotype tolérogéne et
mémoire. La présence de médiateurs pro-résolutifs assure, entre autres, une modulation de la réponse
Th1 vers un profil Th2 (Gal-1) [207], I'induction de lymphocytes Treg (Gal-1, Gal-9) [208] et de cellules
dendritiques tolérogenes (Gal-1) [209]. (vii) La septiéme et derniére étape est la régénération tissulaire

a proprement parler.

Plusieurs molécules de la résolution de I'inflammation ont été mises en évidence chez les patients
atteints de PR, en particulier dans le compartiment synovial, suggérant un réle fonctionnel [210, 211].
(i) L'approche métabolomique visant a identifier des médiateurs lipidiques pro-résolutifs au sein du
liquide articulaire de patients atteints de PR a notamment mis en évidence la présence de Mar-1, LXA4
et RvD5 [210]. L'expression de la LXA4 et la 15-épi-LXA4 est plus élevée dans le liquide synovial de
patients atteints de PR que dans celui de patients atteints d’arthrose [212]. Cette production semble
régulée au moins partiellement par I'lL-13 dont ’ARNm est augmenté au sein de la synoviale rhumatoide
comparativement a I'arthrose [212]. (i) Outre les médiateurs lipidiques, les galectines, B-galactosides
liant les lectines, sont aussi impliquées dans la pathogénie de la PR [213, 214]. Il a d’ailleurs été montré
que la Gal-9, présente dans le tissu synovial rhumatoide, induit I'apoptose des synoviocytes
fibroblastiques [215]. (iii) Les données concernant I'adénosine suggerent une implication dans le
contréle de linflammation rhumatoide [216]. L'expression lymphocytaires des récepteurs de
I'adénosine A et As est plus importante chez les patients atteints de PR que chez les contrdles sains.
La présence de ces récepteurs se traduit in vitro par une diminution des médiateurs inflammatoires TNF,
IL-1B, IL-6, MMP-1 et MMP-3. De plus, Leur expression est inversement corrélée a I'activité de la

maladie.
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Table | Examples of proresolving mediators and their bioactions

Effectors of resolution (mediator type) Proresolving bioaction

Step Step Step Step Step Step6 Step

1! 2 3 4 5 7
Adenosine (autacoid) Yes .- — Yes — — Yes
Hydrogen sulfide (autacoid; gaseous mediator?*) Yes — — Yes — — Yes
Lipoxin A, (autacoid:; lipid meditator*) Yes Yes — Yes Yes Yes Yes
Maresin 1 (autacoid; lipid mediator?*) Yes — — Yes Yes — Yes
a—MSH (peptide) Yes - — Yes — — Yes
Annexin Al (protein) Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Galectin-1 (protein) Yes — Yes — Yes Yes —

a-MSH, a-melanocyte-stimulating hormone. *Representative autacoids from the omega-3-derived and omega-6-derived
bioactive lipid mediators and gaseous mediators.

Figure 21. Actions clés des médiateurs pro-résolutifs durant la résulution de I'inflammation. AnxA1l :
annexine Al, Gal-1 : galectine-1, LXA4 : lipoxine A4, RvD1 : résolvine D1, a-MSH : o melanocyte-
stimulating hormone. Issu de Perretti et al. 2017 Nature Reviews Rheumatology, Immune resolution
mechanisms in inflammatory arthritis [189].

Le potentiel pro-résolutif des macrophages est décrit comme |'apanage des macrophages alternatifs. A
ce jour, aucune population de macrophage alternatif n’a clairement été identifiée dans la PR. Toutefois,
les macrophages résidents présentent des éléments associés au phénotype alternatif tels que la
production d’IL-1ra et d’IL-10, ou I'expression a leur surface de MerTK, CD64, CD14 [20, 110]. Ces

éléments en font de potentiels candidats effecteurs de la résolution de I'inflammation
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2.2.6. Monocyte/macrophage et évolution de la polyarthrite rhumatoide

2.2.6.1. Monocytes/macrophage et activité clinique

Les monocytes sanguins représentent une population phénotypiquement et fonctionnellement
hétérogene [90]. Plusieurs équipes de recherche se sont attachées a en évaluer le lien avec I'activité

clinique de la PR.

Il existe une bonne corrélation entre le pourcentage de monocytes CD14+ CD16+ circulant et I'activité
clinique (nombre d’articulations gonflées, douloureuses, score DAS28 VS), ou biologique (vitesse de
sédimentation, C Reactive Protein) des PR [95, 97, 217, 218]. Le corollaire de cette observation est la
diminution de la proportion de monocytes CD14" CD16" chez les patients répondeurs ACR20 a 3 mois

de traitement conventionnel, contrairement aux non répondeurs [95].

Par ailleurs, il semble aussi exister une relation entre le pourcentage de CD14* CD16" circulants et la
sévérité de la PR, les patients avec érosions échographiques présentant significativement plus de

monocytes CD14* CD16" circulants [217].

Certains auteurs ont proposé le ratio sanguin lymphocytes/monocytes comme biomarqueur de
I'inflammation systémique [219] et du pronostic oncologique [220]. Une corrélation négative entre ce
ratio lymphocyte/monocyte et I'activité de la PR (DAS28) a été observée, suggérant la encore un role

des monocytes comme marqueurs d’une maladie active [221].

Concernant plus spécifiqguement les macrophages CD68" de la couche bordante de la membrane
synoviale, leur analyse a montré que 'importance de l'infiltrat était significativement corrélée a I'activité
clinique (DAS28 VS) [222, 223]. Outre son association a l'activité clinique analysée de maniere
transversale, I'abondance de linfiltrat macrophagique est aussi un biomarqueur de la réponse
thérapeutique DAS28 [222-225]. En d’autres termes, ce parameétre a une bonne sensibilité au
changement en contexte thérapeutique. La variation de I'infiltrat macrophagique de la couche bordante

explique jusqu’a 3/4 de la variation de I'activité clinique (DAS28) [222].

Le degré dinfiltrat macrophagique est semble-t-il aussi corrélé positivement a la sévérité

radiographique [226].

Des marqueurs phénotypiques présents a la surface du macrophage et pouvant étre relargués dans le
plasma, ont été étudiés en termes de corrélation avec I'activité de la PR. Ainsi, le niveau plasmatique de
CD206, reflete le niveau d’activité clinique de la maladie chez les patients traités par méthotrexate et
adalimumab (mais pas chez ceux traités uniquement par méthotrexate) [227]. De plus, le niveau

plasmatique de CD163 soluble, est plus élevé chez les patients souffrant de PR que chez les sujets sains
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et est corrélé aux marqueurs d’activité de la maladie [228]. Il est a noter que ce clivage CD163 est réalisé
par TACE (TNF Alpha Converting Enzyme /ADAM-17), la métalloprotéinase responsable du clivage du
TNF membranaire [229]. Le CD14 soluble a aussi été étudié dans diverses pathologies. Bien que sa
concentration sérigue soit augmentée dans la PR [230], il est considéré par certains auteurs comme un
margueur non spécifique d’activation des monocytes [231], dont le niveau d’expression est corrélé a

celui aux protéines de la phase aigte de I'inflammation (IL-6, CRP) [232].

2.2.6.2. Monocyte/macrophage et prédiction de la réponse thérapeutique

Le pourcentage de patients mis en rémission par les traitements de fond synthétiques conventionnels
(csDMARD) de premiére intention est estimé a moins de 25% en routine, voire jusqu’a 65% en cas de
stratégie « agressive » de contréle serré [233-235]. Les progrées thérapeutiques de ces vingt dernieres
années avec l'avenement des biothérapies (bDMARD), et plus récemment des traitements de fond
synthétiques ciblées (tDMARD), ont permis de viser un taux de réponse thérapeutique d’environ 2/3 et
un taux de rémission de 20 a 50 % (Figure 22) [233]. Ces chiffres issus d’essais cliniques incluant des
patients sélectionnés avec un suivi régulier sont a relativiser et ne peuvent étre extrapolés sans
précaution en «vie réelle ». Par ailleurs ce bénéfice s’entend au prix d’un surrisque, notamment

infectieux, et d’un co(t financier important pour la société.

RA MTX-halve MTX-experlenced Antl-TNF-experienced
ACR20 ACR70 ACR20 ACR70 ACR20 ACR70

Anti-TNF

AntHL-1

AntHL-6

Patients fulfilling

Anti-Tcell ACR criteria
costimulation
[ >70-100%
[] >50-70%
Anti-Bcell
] >20-50%
B 10-20%
MTX B <10%
[ no

Figure 22. Réponses ACR20 et ACR70 aux différentes thérapies de la polyarthrite rhumatoide. Les
données sont basées sur les essais cliniques des agents anti-TNF, sur I'anakinra (anti-IL-1), le
tocilizumab (anti-IL-6), I'abatacept (anti-costimulation du lymphocyte T), du rituximab (anti-
lymphocyte B) et du méthotrexate (MTX, bras contréle MTX-naif des essais cliniques des
biothérapies). L’ACR20 et I’ACR70 indiquent une amélioration, selon les criteres ACR, 220% et
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>70% respectivement. ND : non réalisé. RA : polyarthrite rhumatoide. Smolen et al. 2015 Nature
Reviews Rheumatology, Rheumatoid arthritis therapy reappraisal: strategies, opportunities and
challenges [236].

Eu égard a ces limites, l'identification de biomarqueurs prédictifs de la réponse thérapeutique pour une
médecine personnalisée dans le domaine de la PR, est devenue une problématique prégnante. Je
n’aborderai pas dans cette partie la question de la prédiction par les facteurs cliniques (age, sexe,
tabagisme, échec d’une premiere ligne de traitement) et biologiques traditionnels (présence d’ACPA ou
de facteurs rhumatoides, CRP élevée) [237]. J'aborde, ici, plus spécifiquement la question des anti-TNF
qui sont au centre des résultats proposés dans mon travail. Plusieurs approches (non spécifiques des

macrophages) de prédiction de la réponse aux anti-TNF ont été proposées :

- Les biomarqueurs sériques. Le score MBDA (MultiBiomarker Disease Activity) intégre 12
marqueurs sériques : EGF (Epidermal Growth Factor), VEGF-A, IL-6, SAA (serum amyloid A), CRP,
(VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), MMP-1, MMP-3, TNF-RI (tumour necrosis factor
receptor 1), YKL-40 (human cartilage glycoprotein 39), leptin, resistin [238]. Parmi ces
marqueurs, VEGF-A, IL-6, VCAM-1, MMP-1 / -3 et TNF-RI sont directement impliqués dans la
biologie du macrophage. Ce score a été appliqué aux patients de I'étude de phase 3 RETRO,
pour prédire la rechute lors de la décroissance thérapeutique (arrét ou espacement du DMARD)
[239]. Le score a l'inclusion était significativement plus élevé chez les patients présentant une
rechute dans I'année. Cette étude a permis de montrer que le score MBDA combiné au statut
ACPA est un prédicteur indépendant de la rechute amenant a une prédiction correcte chez plus
de 80% des patients. Les patients avec un score MBDA faible et ACPA- rechutaient dans 13.0 %
des cas alors que les patients a MBDA élevé et ACPA+ rechutaient dans 76.4% des cas. Une
autre étude a mis en évidence I'utilité de la concentration sérique du complexe protéique
MRP8/14 (Myeloid-Related Proteins), un agoniste endogéne de TLR4, pour prédire la réponse
a I'adalimumab, a I'infliximab et au rituximab [240].

- La Pharmacogénomique. A ce jour, I'hypothése privilégiée est que plusieurs génes sont associés
a la réponse clinique mais que chacun a un impact modeste. De multiples études de prédiction
de la réponse aux anti-TNF dans la PR ont été réalisées et ont fait I'objet de revues de littérature
[241, 242]. Dans les approches par recherche de génes candidats, plusieurs SNPs (Single-
Nucleotide Polymorphism) concernant la biologie du macrophage ont été identifiés : le gene du
TNF, les genes impliqués dans la signalisation du TNF (p38 MAPK), la signalisation TLR2, la
signalisation NFkB (Nuclear Factor kappa B). Les études GWAS, qui offrent I'avantage de leur

puissance statistique. Toutefois les limites récurrentes de cette approche sont : le manque de
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reproductibilité et la pertinence clinique des faibles augmentation d’odds ratio lorsque les
effectifs sont faibles [242].

- LU'Epigénétique. L'étude OPERA visait a identifier, parmi 377 micro-RNA, ceux qui étaient
prédictifs de la réponse thérapeutique a I'adalimumab en combinaison au méthotrexate, chez
180 patients présentant un PR débutante [243]. Les taux sanguins bas de miR-22 et les taux
élevés de miR-886.3p, étaient associés a une bonne réponse a I'adalimumab. Par ailleurs, des
taux sanguins élevés de miR-125b, impliqué dans la régulation de I'activation du macrophage
et la régulation négative du TNF, sont associés a une bonne réponse au rituximab [244]. Une
étude évaluant le niveau cellulaire (PBMC) de miR-125b chez des patients souffrant de PR
récente et naifs de traitement de fond, a montré sa corrélation négative avec I'activité de la PR
(DAS28) [245]. De plus, miR-125b apparaissait comme un potentiel biomarqueur prédictif de la
réponse a 3 mois aux traitements de fond conventionnels (majoritairement méthotrexate), avec
un niveau plus élevé chez les futurs répondeurs [245]. Une autre étude réalisée sur des patients
atteints de PR récente et naifs de traitement de fond, a montré que le niveau de miR-223
circulant était négativement corrélé a la diminution de I'activité de la maladie (DAS28) a3 et 12
mois de traitement de fond conventionnel (majoritairement méthotrexate) [246]. Cette
observation n’était pas retrouvée chez les PR établies.

- La Transcriptomique. Du fait de la variabilité du matériel utilisé dans les études et la multiplicité
des genes identifiés par cette approche a haut débit, son utilisation n’est pas du domaine de la
routine de laboratoires [247]. Toutefois, elle représente un apport considérable en tant qu’outil
de screening. L'approche transcriptomique semble pour I'instant plus pertinente pour identifier
des cibles thérapeutiques que pour des cibles théranostiques dans le domaine de la PR.

- La Protéomique. Cette approche est plus récente dans le domaine de la PR. Elle a par exemple
permis d’identifier un profil plasmatique protéique spécifique de réponse a l'infliximab, ou
I"apolipoprotéine A-1 était associée a une bonne réponse alors que le Platelet factor 4 était
associé a la non réponse [248]. De méme un profil protéique spécifique, incluant les protéines
PROS (Vitamin K-dependent Protein S) et CO7 (COmplement component C7) est associé a la
réponse a 6 mois au traitement par méthotrexate + étanercept [249].

- La Meétabolomique. Une étude a permis d’identifier des profils caractéristiques de dérivés
carbohydratés chez les patients répondeurs a 6 mois d’anti-TNF [250]. Cette approche est

récente dans le domaine de la PR.

Quelques rares études se sont intéressées a I'intérét théranostique des monocytes/macrophages dans
la PR. Il apparait qu’une proportion élevée de monocytes CD14+ CD16+ circulants est associée a une

mauvaise réponse thérapeutique au méthotrexate (traitement conventionnel de premiere intention) a
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3 mois [251]. Par ailleurs, le nombre absolu de monocytes totaux et des différentes sous-populations
circulantes a 3 mois de traitement par méthotrexate + adalimumab (biothérapie anti-TNF) présente une
bonne valeur prédictive de I"évolution clinique a 6 mois [252]. Cette observation doit toutefois étre
pondérée par le fait que la réponse clinique a I'adalimumab est habituellement obtenue a 12 semaines
de traitement, ce qui limite I'intérét du résultat a la minorité de patients présentant un échappement
thérapeutique précoce (au 6° mois) ou présentant une réponse thérapeutique tardive (au-dela de la 12°
semaine). Les derniers travaux du groupe d’Ehrenstein ont mis en évidence que I'expression
membranaire du TNF a la surface des monocytes circulants, que la liaison de I'adalimumab aux cellules
sanguines CD14" et que l'augmentation ex vivo de la fréquence des lymphocytes Treg en présence
d’adalimumab étaient des biomarqueurs de la réponse a I’'adalimumab dans la PR [253]. D’un point de
vue mécanistique, I"augmentation du mTNF et l'induction associée de lymphocytes Treg seraient
dépendantes de la phosphorylation de p38 MAPK dans le monocyte et de la production d’IL-10 par les
monocytes. Ce travail confirme I'intérét théranostique des modeles cellulaires incluant les monocytes

pour prédire la réponse aux anti-TNF de type adalimumab.

Les données concernant I'intérét pronostique des macrophages infiltrant la synoviale rhumatoide sont
rares. En comparaison aux PR ACPA-, les PR ACPA + présentent un infiltrat synovial plus important de
lymphocytes B CD19+ et de lymphocytes T CD3+ et CD8+. Chez les PR ACPA+, un niveau élevé de
margueurs synoviaux macrophagiques (CD68+) et lymphocytaires (CD3+ et CD8+) est associé a une

meilleure réponse EULAR [225] aux biothérapies anti-TNF [254].

Les macrophages ont un réle majeur dans la synovite rhumatoide. Les données scientifiques établies
ces derniéres années nous permettent toutefois d’envisager cette cellule en tant gu’effecteur de
I'inflammation rhumatoide, mais aussi sous une autre perspective. La considération de son potentiel
immunorégulateur et pro-résolutif de linflammation nous ouvre de nouvelles perspectives

thérapeutiques.

La connaissance des divers aspects de la phase effectrice de cette maladie a évolué a un point suffisant
pour développer depuis 20 ans les biothérapies qui ont permis de révolutionner le pronostic des

patients atteints de PR sévere.
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2.3. Les biothérapies de la polyarthrite rhumatoide
Dans ce chapitre, j'ai pris le parti :

- De ne pas aborder les éléments cliniques usuels de la PR, en dehors de ceux dont le
commentaire me semblait enrichir la vision biologique du manuscrit.

- De ne pasrapporter les éléments biologiques spécifiques de I'effet des anti-TNF dans la maladie
de Crohn, le psoriasis cutané et les spondyloarthrites, lorsque ceux-ci n’avaient pas été

reproduits dans la PR : I'extrapolation systématique ne me paraissant pas pertinente.

2.3.1. Généralités

Les connaissances des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la PR ont permis le
développement des biothérapies (0DMARDs, biological Disease-Modifying AntiRheumatic Drug) de la
PR. L'avenement des biothérapies, a la fin des années 90, a révolutionné le pronostic de la PR en
proposant une solution thérapeutique efficace aux patients atteints de PR sévére, ayant une réponse
inadéquate ou une intolérance aux traitements de fonds synthétiques conventionnels (généralement
méthotrexate : MTX) [236]. Certains de ces traitements ont aussi trouvé une place de choix dans la prise
en charge d’autres maladies auto-immunes (sclérose en plaque, lupus, vascularites...), de maladies auto-
inflammatoires monogéniques (fievres familiales, ...), de maladies auto-inflammatoires polygéniques
(maladie de Crohn, rectocolite hémorragique, arthropathies microcristallines, ...) et de maladies

immunitaires a caractéristiques mixtes (spondyloarthrites, uvéites HLA-B27+, ...) [255, 256].

Les cibles thérapeutiques des bDMARDs de la PR permettent de distinguer deux grands types de

mécanismes d’action (Figure 23) :

- Les bDMARDs bloguant I'action de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans I'initiation et
la progression de la PR: TNF (IFX: infliximab, ETA : étanercept, ADA : adalimumab, GOL:
golimumab, CZP : certolizumab pégol), IL-6 (TCZ : tocilizumab, sarilumab), IL-1 (anakinra ; non
utilisé en pratique courante)

- Les bDMARDs ciblant les événements cellulaires d’amont : I'anti-CD20 (RTX : rituximab) ciblant
le lymphocyte B pourvoyeur d’auto-anticorps, le CTLA4-lg (ABA : abatacept) inhibiteur
compétitif de linteraction de costimulation CPA (Cellule Présentatrice d’Antigene) -

Lymphocyte T (CD80/86 — CD28), bloquant le 2¢ signal activateur du lymphocyte T.
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Figure 22. Traitements de fond non conventionnels de la polyarthrite rhumatoide. APC, antigen-presenting
cell ; BCR, B cell receptor ; CD, cluster of differentiation ; CD40L, CD40 ligand ; GM-CSF, granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor ; MHC, major histocompatibility complex ; RANK, receptor
activator of nuclear factor-kB ; RANKL, receptor activator of nuclear factor-kB ligand ; TCR, T cell receptor
, TFH, T follicular helper cell; TH, T helper cell. Issu de Smolen et al., 2018 Nature Reviews Disease Primers,
Rheumatoid arthritis [257].

Compte tenu des résultats obtenus lors de mon travail de thése, je focaliserai les paragraphes suivants

sur les agents anti-TNF.
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Découverte du réle du TNF dans la polyarthrite rhumatoide

2.3.2.

Le développement des agents anti-TNF est en grande partie d{ au travail de Sir Marc Feldmann et de

ses collaborateurs. En association avec Feldmann et de Raviner Maini (autre chercheur ayant collaboré

étroitement avec Feldmann et contribué de maniere majeure a la « success story » des anti-TNF),

I'industrie pharmaceutique s’est ensuite saisie de I'identification du réle central du TNF dans la PR pour

proposer une solution thérapeutique (Figure 24) [258].
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Figure 24. Développement des traitements anti-TNF pour les maladies inflammatoires chroniques. Ig :
Immunoglobuline ; IL : Interleukine ; TNF : Tumor Necrosis Factor ; TNFR : TNF receptor. Issu de Feldmann
2002 Nature Reviews Immunology, Development of anti-TNF therapy for rheumatoid arthritis [258].

La description initiale des effets du TNF repose sur les travaux :

- Du groupe de Lloyd Old, qui a identifié ce facteur sérique responsable de la nécrose tumorale
[259, 260]
- Du groupe d’Anthony Cerami qui a décrit ses effets métaboliques dans les maladies

inflammatoires (cancer, trypanosomiases), notamment la cachexie et I'anémie [261].
Le clonage du TNF a été réalisé ultérieurement par le groupe de Goeddel [262].

Le concept du réle central du TNF dans les pathologies inflammatoires telles que la PR est né du constat
de l'augmentation de l'expression de HLA-DR (Human Leucocyte Antigen-DR) dans les tissus
inflammatoires dont la synoviale rhumatoide [263]. L'expression de HLA-DR sur des cellules en étant
habituellement dépourvues suggére la présence d’inducteurs. Le concept alors formulé par Feldmann

et Londei était que :

- Dans un tissu atteint par une pathologie auto-immune, les cellules T auto-réactives activent les
effecteurs (lymphocytes B, macrophages) [264].

- Ces effecteurs sont responsables de dommages tissulaires, d’une production d’auto-anticorps
et d’'une production de cytokines.

- La production de cytokines telles que I'interféron, conjuguée aux dommages tissulaires induit
I’augmentation de I'expression du HLA de classe Il sur les CPA [265].

- Cette augmentation permet I'activation des lymphocytes T auto-réactifs par les CPA [266],

menant a un cercle vicieux d’auto-immunité.

Les expériences initiales ont été menées dans le contexte de la thyroidite auto-immune. Dans la mesure
ol I'expression des cytokines ne pouvait étre réalisée dans ce modeéle (biopsies réalisées chez des
patients avec une maladie quiescente), ou cette pathologie ne nécessitait pas un besoin urgent de

recherche biomédicale, Feldmann et Maini se sont tournés vers la PR.

La premiere étape a été de mesurer les cytokines (pro-inflammatoires, anti-inflammatoires,
chimiokines, facteurs de croissance) présentes dans la synoviale rhumatoide. Il est important de noter
que la production des anticorps monoclonaux pouvant cibler des cytokines a pris son essor a cette
époque. La premiere cible ayant fait 'objet d’une publication (Glenn Buchan, post-doc du groupe
Feldmann) a été I'lL-1a. Ce travail a montré une dysrégulation de la production d’IL-1 a au cours de la

PR, avec une sécrétion prolongée [267].

50



L'étape suivante a été réalisée par Fionula Brennan, une autre post-doc du groupe Feldmann. Son travail
a révélé le réle central du TNF dans la PR, au travers de I'inhibition de la production de I'lL-1 par les
cellules de synoviales rhumatoides en présence d’un anticorps anti-TNF. Ce phénomeéne n’était pas
observé avec les synoviales arthrosiques, ni en présence d’anticorps anti-lymphotoxine a [268]. La
caractérisation de la cascade inflammatoire de la PR a été réalisée dans les travaux ultérieurs du groupe

[269, 270]. Ces travaux ont confirmé un réle d’amont du TNF dans la PR.

Des travaux extérieurs au groupe ont montré en modele murin de challenge bactérien, que la
dépendance des cytokines « d’aval » au TNF, telle qu’observée avec I'lL-1 et I'IL-6 dans la PR, était en
fait un phénomene physiologique, indépendant de la PR [271]. L'augmentation aberrante des cytokines
inflammatoires dans la PR est en fait en lien avec 'augmentation de I'expression du TNF et du TNF

récepteur dans la synoviale rhumatoide [134, 272].

Les travaux issus de la collaboration avec Richard Williams (expertise modele animal) et Robert
Schreiber (expertise anticorps monoclonal anti-TNF) ont montré que l'inhibition du TNF réduisait
drastiquement I'arthrite induite au collagéne de souris génétiquement susceptibles DBA/1 [273]. A
partir de 1991, I'ensemble des travaux réalisés validait I'intérét thérapeutique du ciblage du TNF dans
la PR. Dés lors, I'industrie pharmaceutique a développé des agents thérapeutiques anti-TNF, avec le

succes que l'on connait.

2.3.3. Propriétés des agents anti-TNF

Dans ce paragraphe, jai pris le parti de ne pas aborder la question des TNF-kinoides [274]. Cette
approche vaccinale novatrice propose l'utilisation d’une immunothérapie anti-TNF a visée
thérapeutique dans la PR [275]. Toutefois au vu des résultats de I'étude clinique de phase Il, il ne s’agit

pour l'instant pas d’un traitement validé de la PR.

2.3.3.1. Les données pharmacologiques

Outre leurs différences de cible et de mécanisme d’action, les bDMARDs divergent aussi par leurs
structures et caractéristiques pharmacologiques. Les caractéristiques des agents anti-TNF sont

résumées dans le Tableau 2 [276].
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Properties of biologic TNF antagonists.
Infliximab Adalimumab Golimumab Certolizumab Etanercept
Structure Chimeric mAb Human mAb produced Human mAb produced PEGylated Fab TNFR2 Fc
by phage display in Transgenic mouse mAb fragment fusion protein
Molecular weight (kDa) 150 150 150 ~85 150
Half life 8-10 days 10-20 days 7-20 days ~14 days 4 days
Ligands sTNF, tmTNF sTNF, tmTNF sTNF, tmTNF sTNF, tmTNF sTNF, tmTNF
LT3, LTa2p31
Neutralisation potency +++ +++ +++ +++ +++
for sTNF
Route of administration Intravenous Subcutaneous Subcutaneous Subcutaneous Subcutaneous
Loading doses Every other week monthly Every other week Once weekly
weeks 0,2, and twice weekly
6 then approx dosing available
every 8 weeks
tmTNF binding +++ ++ ? +++ ++
(Presumed same as
other mAbs)
complement-dependent 4+ 4+ ? - ++/—
cytotoxicity
CcDC (Presumed same as
other mAbs)
Antibody dependent +++ +++ ? - ++/—
cellular cytotoxicity
ADCC (Presumed same as
other mAbs)
Reverse signaling and +++ ey ? - +—
cytokine suppression
(Presumed same as
other mAbs)

Tableau 2. Caractéristiques des biothérapies de la polyarthrite rhumatoide. ADCC : Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity ; CDC : Cell-Dependent Cytotoxicity ; LTa3 : lymphotoxin a; LTa281 : Lymphotoxin 6
, MmAb : monoclonal antibody ; TNF : Tumor Necrosis Factor, STNF : TNF soluble ; tmTNF : TNF trans-
membranaire. Issu de Taylor et al., 2010 Current Opinion in Pharmacology, Pharmacology of TNF
blockade in rheumatoid arthritis and other chronic inflammatory diseases [276].

La plupart des bDMARDs de la PR sont des anticorps monoclonaux. Toutefois, au sein des anti-

cytokines :

- L’étanercept est un récepteur soluble anti-TNF

- Letocilizumab est un anticorps monoclonal ciblant non pas la cytokine IL-6, mais son récepteur
IL-6R.

- L’anakinra est un antagoniste du récepteur de I'lL-1, inhibant donc la signalisation de I'lL-1a et

B.

Les anticorps monoclonaux peuvent étre chimériques (infliximab, rituximab), humanisés (certolizumab,

tocilizumab) ou totalement humains (adalimumab, golimumab, sarilumab, secukinumab).

En regle générale, les bDMARDs anti-TNF (sauf certolizumab) possedent un fragment constant d’lgG1.
Des améliorations pharmacologiques telles que I'addition d’un radical pegylé (certolizumab pégol)

permettent d’améliorer la demi-vie du traitement [277] voire d’en réduire 'immunogénicité [278].

La demi-vie des anti-TNF est variable de 4 jours (étanercept) a 20 jours (adalimumab, golimumab). Le

comportement pharmacocinétique des anticorps est caractérisé par une perméabilité cellulaire
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modérée (en dehors de certains anticorps antinucléaires par exemple), une filtration rénale minime,
une liaison au Fc récepteur néonatal (FcRn) et une distribution lymphatique dépendant notamment de
la cible [279]. La demi-vie des anticorps monoclonaux thérapeutiques est conditionnée par leur

destruction lysosomale et leur recyclage a la surface de la cellule par le FcRn [280, 281].

L'avidité de la liaison des anti-TNF au TNF varie d’'une molécule a I'autre [282]. Par exemple, chaque
molécule d’infliximab ou d’adalimumab peut lier jusqu’a 2 molécules de TNF [283], sous forme
monomeérique ou trimérique [284], formant des complexes stables avec le sTNF (TNF soluble) [284].
L’étanercept se lie exclusivement au TNF trimérique, avec un ratio 1:1, en formant un complexe moins
stable susceptible de libérer du TNF bioactif [284]. Son affinité pour le TNF est similaire a celle du TNFR2
(TNF récepteur 2). De plus, I'infliximab lie plus de molécules de mTNF (TNF membranaire), et avec une
meilleure affinité que I'étanercept. Je ne présente ici que peu d’études concernant la liaison des anti-
TNF au TNF. Il faut toutefois garder a I'esprit qu’il en existe de nombreuses autres, aves des résultats
discordants concernant l'avidité et I'affinité de la liaison (Tableau 3) [285]. Ces différences peuvent étre
expliquées par des cellules, des méthodes et des techniques différentes. Quoi qu’il en soit, ces
différences ne sont pas associées a une efficacité clinique différente dans la PR, mais pourraient
expliquer pour partie I'inefficacité de I’étanercept dans la maladie de Crohn et sa moindre efficacité

dans le psoriasis cutané.

Table 1 Comparison of affinity to tumor necrosis factor by Table 2 Comparison of avidity to tumor necrosis factor by

anti-tumor necrosis factor agents anti-tumor necrosis factor agents

Target Method /source Affinity Ref. Target Method/source Avidity Ref.

sINF SPR GOL =ETA >IFX > ADA [40] sTNF KinExA® ETA>ADA [41]

sTNF SPR ETA > ADA =IFX [41] (automated flow immunoassay system) IFX

mTNF mTNF-expressing cells (Sp2/ IFX = ADA =ETA [41] mTNF [44] IFX > ETA [44]
0-11A5-1 myeloma cells)

mTNF  mTNF-expressing cells (K2 IFX=GOL > ADA > ETA [40]
murine myeloma cells)

mTNF PBMCs (T cells) IFX = ADA > Certo >>  [42]
Flow cytometry No binding of ETA
mTNF PBL IFX >> No binding of ~ [43]
Flow cytometry ETA
sTNF Immunoassay IFX > ETA (rapid [44]
dissociation)

Tableau 3. Comparaison de I'affinité et de I'avidité des différents anti-TNF pour le TNF. ADA: Adalimumab;
ETA: Etanercept;, GOL: Golimumab; IFX: Infliximab, Certo: Certolizumab pegol; PBL: peripheral blood
lymphocytes; TNF: Tumor necrosis factor; mTNF: Membrane-bound TNF,; sTNF: Soluble TNF; SPR: Surface
plasmon resonance. Issu de Billmeier et al., 2016 World Journal of Gastroenterology, Molecular
mechanism of action of anti-tumor necrosis factor antibodies in inflammatory bowel diseases [285].

Outre sa capacité a lier le TNF, I'étanercept lie aussi la lymphotoxine a (connue aussi auparavant sous
le nom de TNFB) [282, 286]. Cette spécificité supplémentaire ne s’accompagne toutefois pas d’un

surcroit d’efficacité clinique par rapport aux anticorps monoclonaux pour traiter la PR.
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2.3.3.2. I'immunisation anti-biomédicament

Chez certains patients, le systéme immunitaire peut développer des anticorps anti-biomédicament
(AAB). Ce phénomene est une des causes d’échec thérapeutique sous anti-TNF [287, 288] en raison
d’une diminution de la concentration efficace du bDMARD [289] et de la diminution de fixation du

bDMARD sur sa cible. L'immunogénicité est influencée négativement par :

- Desfacteurs liés au patients : une immunisation préalable a un autre anti-TNF [290], une activité
plus élevée de la maladie a l'initiation du traitement [287].

- Des facteurs liés a la stratégie thérapeutique : I'absence de thérapeutique combinée avec un
DMARD conventionnel de type méthotrexate notamment [291].

- Des facteurs liés au traitement: la présence d’épitopes étrangers murins (infliximab vs
adalimumab), bien que les anticorps humains tels que 'adalimumab restent immunogénes

[287], la présence d'un fragment Fc, la présence d’épitopes ciblés par le lymphocytes B.

Le réle de la taille de I'immun complexe (anti-TNF-TNF) de grande taille [292] — avec un potentiel
« crosslinking » du récepteur des cellules B responsable d’une activation lymphocytaire B T-
indépendante reste a démontrer. Les données concernant le role de (i) la voie d’administration (i.v. vs
s.c), (ii) du génotype /L10 [293, 294], (iii) de certains alléles spécifiques du HLA, (iv) des épitopes
reconnaissables par les cellules T et leur lien avec I'haplotype HLA du patient, pour l'induction d’une
immunogénicité, sont contradictoires [295]. L’humanisation du bDMARD diminue théoriquement le
risque de développement d’AAB, optimisant potentiellement la tolérance et le maintien thérapeutique.
La capacité a détecter les AAB est dépendante de la technique utilisée (ELISA, antigen binding test, pH-

shift anti-idiotype antigen-binding test) [295]. Il est a noter :

- Que la présence d’AAB n’est pas nécessairement neutralisante a un niveau cliniquement
perceptible, les patients dits « répondeurs » au traitement pouvant présenter des AAB,
- Et que les patients en échec d’un premier agent anti-TNF avec des AAB répondent mieux a un

second anti-TNF que ceux en échec du premier traitement sans AAB [290].

2.3.3.3. Le potentiel immunosuppresseur

Dans les paragraphes suivants, j’ai choisi de ne pas aborder de maniére exhaustive les risques inhérents
a l'utilisation des anti-TNF, en considérant qu’une analyse exhaustive serait plus appropriée dans un
travail clinique. Compte tenu de leur caractere immunosuppresseur, |'utilisation des anti-TNF est
particulierement associée a un surrisque infectieux. Celui-ci est dominé par les infections bactériennes
avec une majoration des infections sévéres [296] et par les infections atypiques ou opportunistes au

premier rang desquelles se trouve la tuberculose [297].
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Le risque absolu de réactivation de tuberculose sous bDMARD est de |'ordre de 20 patients pour 10 000.
Ce risque dépend notamment du caractere endémique dans la région concernée et de la molécule
[296]. A titre indicatif, les données de déclaration spontanée de la FDA (Food and Drug Administration)
et des registres européens RATIO et BSRBR mettent en évidence un accroissement du risque encore
plus important sous anticorps monoclonal (infliximab, adalimumab) que sous récepteur soluble
(étanercept). Les éléments pouvant expliquer un risque plus important sous anticorps monoclonal
seraient : une inhibition plus importante ex vivo de la prolifération des lymphocytes T CD4+ en réponse
aux antigenes mycobactériens en présence d’anticorps monoclonal (vs étanercept) [298], une inhibition
plus importante de la production d’IFNg sur des cultures en sang total [299] et une modification de
I'expression du TNF membranaire [298]. Par ailleurs les anticorps monoclonaux induisent aussi plus
d’apoptose des monocytes (cell-mediated cytotoxicity : CDC; antibody-dependant cell-mediated

cytotoxicity : ADCC) [300].

La question de I'impact négatif des agents anti-TNF sur la défense anti-cancéreuse n’est pas résolue.
Ces traitements sont actuellement considérés comme augmentant le risque de carcinome cutané. Il est
toutefois intéressant de relever le réle potentiellement protecteur des anti-TNF sur le mélanome (qui
n’est pas un carcinome cutané) [301]. En effet, le TNF a un effet dual en situation oncologique. Outre
ses effets anti-cancéreuy, il peut induire (i) 'augmentation de I’AICD (Activation Induced Cell Death) des
lymphocytes T CD8* infiltrants [302], (ii) et I'augmentation I'expression de PD-L1 (Programmed Death
Ligand 1) des cellules cancéreuses [303], favorisant ainsi un environnement pro-tumoral. Des inhibiteurs
des checkpoints immunitaires, tels que les anti-PD-1 du mélanome, ont été développés [304]. Les
échecs thérapeutiques aux anti-PD-1 sont, semble-t-il, en partie liés a I'expression d’un checkpoint
immunitaire alternatif : TIM-3 (T-cell Immunoglobulin and Mucin domain-containing protein 3) [305].
De plus, les anti-PD-1 induisent une augmentation de I'expression de TNF dans les cellules de mélanome
[301]. Les questions de (i) la contribution de ce TNF (induit par I'anti-PD-1) dans I’évasion tumorale chez
les patients ne répondant pas aux anti-PD-1, (ii) et de ['utilisation d’agents anti-TNF en tant que
thérapeutique adjuvante inhibant les effets pro-tumoraux du TNF, prennent sens. Il a d’ailleurs été
montré sur modele murin de mélanome que le blocage du TNF et du TNFR1 (récepteur du TNF de type
1) associé a un traitement anti-PD-1, prévenait (i) I'expression des checkpoints immunitaires PD-L1 et
TIM-3, (ii) ainsi que la mort cellulaire des lymphocytes T CD8" infiltrants. Cette modulation permettait,
in fine, de surpasser la résistance aux anti-PD-1 dans le mélanome expérimental avec un gain de 55

points sur la survie globale a 120 jours avec la combo-thérapie versus anti-PD-1 seul [301].

2.3.3.4. Comparaison de |'efficacité des bDMARDs de la polyarthrite rhumatoide
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Il n"existe que peu d’études comparatives des bDMARDs de la PR [306-309]. Hors cas particuliers :
séronégativité rhumatoide [310], antécédent d’échec a une premiere ligne de bDMARD du méme type
[311], utilisation en monothérapie [306], ces traitements semblent présenter des profils d’efficacité
similaires. Il est toutefois important de noter les particularités de certains traitements en termes de
tolérance et d’action a I'échelle cellulaire et sub-cellulaire. Ces points seront abordés dans les

paragraphes ultérieurs.

2.3.4. Mécanismes d’action des agents anti-TNF

2.3.4.1. La signalisation des récepteurs du TNF

La biologie du TNF a fait I'objet de multiples revues [312, 313]. La transcription de '’ARNm du TNF est
régulée par NFkB, c-Jun, AP1 (Activator Protein 1) et NFAT (Nuclear Factor associated with Activated T
cells). La protéine est exprimée tout d’abord sous forme membranaire (mTNF, 26 kDa) et relarguée sous
forme soluble trimérique (sTNF, 17 kDa) apres clivage protéolytique par TACE (TNF Alpha Converting
Enzyme, aussi connue sous le nom ADAM17). A noter que TACE est aussi capable de générer du TNFR
soluble. Les 2 formes du TNF (sTNF, mTNF) sont capables de lier les TNFR1 et TNFR2. Toutefois, le STNF
semble avoir plus d’affinité pour le TNFR1, alors que le mTNF interagit préférentiellement avec le TNFR2

par le biais d’'une interaction cellule-cellule.

Les 2 types de TNFR different par leur structure (présence d’'un domaine de mort notamment) et par
leur signalisation (Figure 25). Schématiquement : (i) le TNFR1 lie le sTNF, voire le mTNF. Cette liaison
induit 'assemblage de différents complexes de signalisation générant une action pro-inflammatoire (via
NFkB, et des MAPK) voire le déclenchement d’une mort cellulaire (via la caspase 8 et MLKL (Mixed
Lineage Kinase domain-Like protein)). (ii) Le TNFR2, aprés engagement du mTNF, peut médier des effets
anti-inflammatoires en plus de ses effets pro-inflammatoires (via NFkB, des MAPK et AKT) et ne possede

pas de domaine de mort cellulaire.
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Figure 25. Signalisation et bioactivité d’aval des récepteurs du TNF. TNF : Tumor Necrosis Factor. TNFR :
TNF Receptor. TRADD : TNFR1-Associated Death Domain protein (protéine adaptatrice). NFkB : Nuclear
Factor kB. MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases. TRAF2 : TNFR-Associated factor 2. MLKL : Mixed
Lineage Kinase domain-Like protein. AKT aussi connue sous le nom de Protein Kinase B. Issu de Kalliolias
et al., 2016 Nature Reviews Rheumatology, TNF biology, pathogenic mechanisms and emerging
therapeutic strategies [312].

2.3.4.2. Mécanismes impliqués dans I'effet des anti-TNF

L'effet des agents anti-TNF s’explique par plusieurs mécanismes d’action, démontrés ou supposés

(Figure 26).

Le mécanisme d’action le plus évident est la neutralisation du TNF produit par les leucocytes, en premier
lieu monocytes/macrophages. Les anti-TNF lient le TNF circulant et soluble avec une forte affinité [282].

Les détails de cette liaison sont donnés plus haut dans la partie 3.3.2.

Un autre mécanisme d’action démontré est I'apoptose des leucocytes par CDC (Cell-Dependent
Cytotoxicity) et ADCC (Antibody- Dependent Cell-mediated Cytotoxicity). Des détails supplémentaires
sont fournis dans la partie 5.3.2 [300].

Les agents anti-TNF sont aussi capables de moduler le systéme immunitaire (Cf. parties 5.2 et 5.3). Ces

traitements sont a méme de modifier le phénotype des cellules immunes et synoviocytes en limitant
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leur production de médiateurs de la cascade inflammatoires (cytokines, chimiokines, facteurs
angiogéniques), mais aussi d’induire des cellules régulatrices au premier desquelles I'on trouve les Treg
[314]. La question de l'induction de macrophages régulateurs ou de lymphocytes B régulateurs dans la

PR n’est pas élucidée.

Bien que la surexpression des Fc récepteurs, en particulier CD16, soit associée a la maladie, aucun
bénéfice (ou effet négatif) de la liaison des anticorps monoclonaux anti-TNF aux Fc récepteurs n’a pour

I'instant été prouvée dans la PR.

Enfin, un mécanisme potentiel, dont la réalité clinique reste a démontrer est le « reverse signalling » ou
« outside-to-inside signalling ». Plusieurs travaux, dont des travaux de notre équipe (une partie est
détaillée dans la section Résultats) suggerent que la liaison des anti-TNF au mTNF induit une signalisation
dans la cellule exprimant le mTNF (Figure 26). Cette signalisation aboutirait a : (i) une résistance des
cellules monocytaires au LPS par une voie MAPK/ERK dépendante [315], (ii) une apoptose monocytaire
[316], (iii) une signalisation anti-inflammatoires avec protection contre le stress oxydatif et production

de TGFB [317, 318].

Antioxidant
Response

Anti-inflammatory

Figure 26. Représentation schématique du reverse-signalling induit par le certolizumab pegol. tmTNF : TNF
(trans)membranaire. ROS : Reactive oxygen species. CZP : Certolizumab pegol. LPS : Lipopolysaccharide.
TLR4 : Toll-like receptor 4. NRF2 : Hemeoxygenase 1. CD : Cluster of differentiation. IL : interleukine. Issu
de Boyer et al., 2016 Arthritis Research & Therapy, Anti-TNF certolizumab pegol induces antioxidant
response in human monocytes via reverse signaling [317].
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2.3.5. Effets anti-inflammatoires des agents anti-TNF dans la polyarthrite rhumatoide

Jai pris le parti de ne pas aborder ici les éléments cliniques (symptdémes, paramétres biologiques et
radiographiques usuels, risque cardiovasculaire et ostéoporose notamment) et de me limiter aux effets

cellulaires et subcellulaires en rapport avec la biologie du TNF.
2.3.5.1. U'inhibition de la cascade inflammatoire

Le TNF étant une cytokine centrale de la PR, son ciblage permet d’inhiber la plupart des événements de
la phase effectrice de la maladie. L'utilisation clinique des anti-TNF a validé les données murines et in
vitro (CF. paragraphe 3.2.) concernant I'inhibition subséquente des médiateurs inflammatoires d’aval :

IL-6, IL-1, etc [270, 319].

De plus l'inhibition cliniqgue du TNF diminue I'afflux des leucocytes [320, 321]. Cette diminution de
I'infiltrat cellulaire dans la membrane synoviale et le liquide synovial résulte (i) d’'une moindre
production de chimiokines impliquées telles que I'lL-8, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, MIP1B/CCL4 [321,
322] et du récepteur CCR2 [323], (ii) d’'une moindre expression des molécules d’adhésion ICAM-1
(InterCellular Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) et E-selectine [320,

324], (iii) et d’une réduction de 'angiogenése [325].
2.3.5.2. La modulation des phénotypes cellulaires

Outre l'inhibition attendue des médiateurs de I'inflammation rhumatoide, le ciblage du TNF est aussi
associé a un effet bénéfique sur le compartiment des lymphocytes T. Le TNF soluble est capable
d’inhiber les propriétés suppressives des Treg, de maniére TNFR2 dépendante [326]. Il est a noter que
les Treg expriment constitutivement des niveaux plus élevés de TNFR2 que les lymphocytes T effecteurs.
Le mTNF lie préférentiellement ce TNFR2 et donc active et expand les lymphocytes Treg [327]. Les Treg
des patients atteints de PR présentent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles altérées,
potentiellement en lien avec la dérégulation du TNF dans cette pathologie. Sur le plan phénotypique, le
compartiment Treg des patients atteints de PR présente plus de cellules TNFR2* et GITR*
(Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor-related Receptor), mais par contre expriment un niveau
plus faible de FOXP3 (ARNm et protéine) [326]. En termes fonctionnels, ces Treg présentent une
capacité réduite a inhiber la production de cytokines inflammatoires des lymphocytes T et monocytes
activés et a induire un phénotype régulateur chez les lymphocytes T conventionnels [314]. L’exposition
a un traitement anti-TNF restaure ces capacités et est associée a une augmentation des Treg circulants
chez les patients répondeurs [314]. Des travaux plus récents du groupe Ehrenstein ont montré que
I’adalimumab, au contraire de I'étanercept, favorisait 'interaction monocytes/Treg de patients atteints

de PR, en (i) liant le mTNF des monocytes, (ii) et en induisant sa surexpression et sa liaison au TNFR2 sur
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les Treg [328]. La conséquence de ce phénomene était l'induction de Treg foxp3*, avec un effet
suppresseur sur les Th17, de maniére IL-2/STAT5 dépendante. L'observation du potentiel des agents
anti-TNF a induire des cellules Treg a été reproduite a de multiples reprises dans la PR, mais aussi dans

la maladie de Crohn.

Les autres populations cellulaires impliquées dans la pathogénie de la PR sont elles aussi modifiées par
les anti-TNF. Nous retiendrons notamment I'induction d’une apoptose des synoviocytes fibroblastiques
par la voie PTEN/FAK (Phosphatase and TEnsin homologue deleted on chromosome 10/Focal Adhesion
Kinase) [329], la déplétion des structures folliculaires lymphoides synoviales [330], un possible effet sur
les lymphocytes B (données discordantes) [331], I'induction de cellules dendritiques dérivées de

monocytes tolérogenes [332] et I'inhibition de I'ostéoclastogénese [333].
2.3.5.3. Effet adverse de l'inhibition de la signalisation du TNF récepteur 2

Les anti-TNF sont déconseillés en cas de risque accru, d’antécédent ou de survenue récente d’une
pathologie démyélinisante. La survenue d’une pathologie démyélinisante sous anti-TNF reste rare et
renvoie a la biologie du TNF [334]. Le TNF est impliqué dans le processus de démyélinisation, et I'on
aurait donc pu s’attendre au contraire a un bénéfice des anti-TNF dans les pathologies démyélinisantes.
Parmi les hypothéses proposées [334], nous retiendrons (i) I'absence de passage de la barriere hémato-
méningée qui favoriserait I'afflux des T auto-réactifs et un maintien de niveau élevé de TNF dans le
systéme nerveux central, (i) la modulation du profil cytokinique devenant similaire a la sclérose en
plagues (IL-10 faible, IL-12 et IFNy élevés), (iii) la diminution du TNFR2 sous anti-TNF, le TNFR2 étant
nécessaire a la prolifération des oligodendrocytes immatures et a la réparation de myéline. Il est
intéressant de noter que dans cette derniere hypothése, les macrophages résidents (microglie) et les
monocytes/macrophages hors du systéme nerveux central présentent un comportement différent, le
TNFR2 de la microglie contribuant a protéger de la neuro-inflammation alors que le TNFR2 des
monocytes/macrophages « périphériques » y participe [335]. Le bénéfice du ciblage du TNFR2 dépend
donc du compartiment macrophagique considéré. Les effets spécifiques des anti-TNF sur les

monocytes/macrophages sont abordés dans la partie suivante.

2.3.6. Effets des agents anti-TNF sur les monocytes/macrophages

2.3.6.1. L'effet anti-cytokines

J'ai évoqué a plusieurs reprises précédemment la diminution des cytokines inflammatoires d’aval du
TNF. Les monocytes/macrophages sont les principaux pourvoyeurs de ces cytokines. L'inhibition

thérapeutique du TNF réduit la contribution des monocytes/macrophages a la production de

60



médiateurs inflammatoires. Cet effet suggére 'induction d’un phénotype monocytaire/macrophagique
moins inflammatoire. La question de l'induction thérapeutique d’une polarisation alternative reste

entiere.

2.3.6.2. L’apoptose des monocytes/macrophages

Les patients traités par anti-TNF présentent une réduction du nombre de macrophages synoviaux [222].
Les mécanismes supposés de cette réduction sont : une diminution de I'influx de monocytes dans la

synoviale, une augmentation de la mort cellulaire in situ, un efflux des macrophages.

Les données générées in vitro sur des monocytes circulants CD14" montrent un niveau modéré
d’apoptose en présence d’infliximab, d’adalimumab, dans une moindre mesure d’étanercept, mais pas
en présence de certolizumab [300]. Environ 10% des monocytes étaient susceptibles a I'apoptose
(Annexine V+) aux doses correspondant aux concentrations résiduelles a I'état d’équilibre sous
traitement (1 a 10 ug/L) et de 20 a 40% des cellules aux doses de |'ordre de grandeur des pics sériques
(100 pg/mL). La mort de cellules cibles TNF6.5 (lignée cellulaire murine myélomateuse exprimant le TNF
humain) mettait en jeu la CDC et I’ADCC, mais de maniére moins intense en présence d’étanercept (Cf.
Tableau 2) [300]. De maniere attendue, le certolizumab, dépourvu de fragment Fc, n’induit pas de mort

cellulaire par ces mécanismes.

L’'examen de biopsies synoviales de patients atteints de PR a permis de montrer que l'infliximab est
responsable d’une diminution de plus de 50% de l'infiltrat inflammatoire CD68+, a 24h [336], 48h et 4
semaines [337] de son initiation. Cette réduction de l'infiltrat macrophagique est corrélée a I'activité de

la maladie sous traitement [223].

Contrairement aux constatations in vitro faites sur des monocytes et des lignées cellulaires, I'inhibition
thérapeutique du TNF par 'infliximab ne s’accompagne pas d’une induction d’apoptose des cellules
monocytaires. Cette observation est valable dans le compartiment sanguin [338] et dans le tissu
synovial, avec une évaluation (TUNEL, caspase 3 active, nucléosomes plasmatiques, fractions C4b/c du
complément) faite a 24h [336, 338], 48h ou 4 semaines [337] post-initiation de I'infliximab. Toutefois,
les données de la littérature concernant I'induction d’une apoptose des macrophages sont discordantes,
puisqu’au moins une étude décrit une augmentation de |'apoptose des macrophages synoviaux
(TUNELY) en présence d’infliximab et d’étanercept [339]. Ces discordances soulevent la question de la
contribution de la modification de migration des monocytes et macrophages dans la réduction de

I'infiltrat macrophagique.

61



2.3.6.3. La migration des monocytes

L'analyse de I'effet d’un traitement par infliximab sur (i) la localisation de granulocytes radiomarqués a
I'Indium®?, (ii) la quantification des populations leucocytaires synoviales, (i) et I'expression synoviale
et sérique de chimiokines (IL-8 et CCL2/MCP1 notamment), a permis de confirmer le réle du TNF dans
la migration des leucocytes lors de la PR [321]. Quinze jours aprés l'initiation du traitement, (i)
I'infiltration des neutrophiles radiomarqués, (ii) I'infiltrat synovial CD3+, CD22+ et CD68+, (iii) et les
niveaux synoviaux et sériques d’IL8 et CCL2/MCP1 avaient significativement diminués. Contrairement a
la diminution sous infliximab de linflux articulaire des neutrophiles [321], 14 jours d’inhibition
thérapeutique du TNF par I'adalimumab ne réduit pas I'influx monocytaire (marquage technétium 99m)
[340]. Cet élément concourt a I’hypothése d’une réduction de l'infiltrat macrophagique essentiellement
basée sur I'efflux macrophagique. Pourtant, il a récemment été montré en modeéle murin transgénique
(hTNF-Tg) gu’un traitement par infliximab (i) augmentait I'apoptose des macrophages Ly6C+ (dérivant
des monocytes recrutés) synoviaux et lymphatiques, (ii) et réduisait I'influx monocytaire synovial en

réponse a la diminution de CCL2 [338].

Outre la diminution de linflux des leucocytes observée sous anti-TNF, il existe aussi (i) une
augmentation de I'expression de CCR3 sur les monocytes et lymphocytes T CD4, (ii) associée a une
augmentation de la réponse IFN et IL-4 en réponse a la stimulation in vitro de PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) de patients traités par infliximab. Ces résultats suggerent que le traitement inhibe
I'influx synovial de cellules immunitaires, tout en favorisant les fonctions des cellules immunitaires

périphériques [341].

La problématique de I'effet des agents anti-TNF sur la migration des monocytes/macrophages dans le
compartiment synovial, tout comme celle de I'effet sur la survie des monocytes/macrophages, n’est pas
élucidée. Les données concernant l'influx des monocytes en présence d’anti-TNF (infliximab,
adalimumab) sont discordantes. L’hypothése d’une diminution de linfiltrat macrophagique par
augmentation de I'efflux a émergé. Les résultats récents de I'étude murine vont a I’encontre de cette
hypothese formulée chez 'Homme. Il est possible que ces apparentes discordances soient le reflet les
spécificités des modeles d’études (humain/murin, ex vivo/in vivo, type de modeéle murin) et

éventuellement des différences de mécanismes d’action entre agents anti-TNF.
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Résultats expérimentaux
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3. RESULTATS EXPERIMENTAUX

3.1. Objectifs globaux du travail de thése
L’objectif de ce travail de these, était de répondre a deux problématiques :

La premiere était d’évaluer si le concept de polarisation du macrophage permettait de rendre compte des
effets thérapeutiques des traitements validés (biothérapies) ou potentiel (dendrimére ABP) de la PR. Le
macrophage est caractérisé par sa plasticité phénotypique, qui est notamment reflétée par les diverses
polarisaitons décrites dans la littérature. Il joue aussi un rdle central dans la pathogénie de la PR.
Toutefois, la description de sa contribution a cette maladie a longtemps été limitée a son réle pro-
inflammatoire. Les avancées dans la connaissance de la biologie du macrophage ont permis de mettre
en avant (i) l'influence de I'ontogénie sur son comportement tissulaire, (ii) et sa participation a d’autres
phénomenes que la génération de l'inflammation, notamment sa résolution. Ces concepts ont
contribué a enrichir notre vision de la plasticité du macrophage. A la lumiere de ces éléments, il nous a
paru important d’évaluer si les traitements de la PR modulaient la polarisation du macrophage

rhumatoide.

La seconde problématique était d’identifier le mode d’action des traitements de la PR sur le macrophage.
Les biothérapies de la PR, en particulier anti-cytokines, inhibent I'environnement inflammatoire induit
lors de la maladie. De ce fait, un effet inhibiteur sur la polarisation pro-inflammatoire du macrophage
(« M1 ») est attendu. Toutefois, compte tenu de la plasticité de cette cellule et de sa contribution a la
résolution de I'inflammation, il est cohérent de supposer que I'effet des traitements de la PR ne se limite
pas a une simple inhibition de la polarisation inflammatoire du macrophage. Nous nous sommes

attachés a évaluer s'il existait une induction d’un phénotype dit alternatif (« M2 »).

Ces deux problématiques ont été abordées au cours de 3 études présentées ci-apres.
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3.2. Article 1 - Polarization of Rheumatoid Macrophages by TNF Targeting through an IL-10/STAT3
Mechanism. Page 61.

Article soumis, « under review ». Le manuscrit original est inclus ci-dessous. Il n’a pas été modifié,

hormis la mise en page, afin de limiter I'espace utilisé et de faciliter la lecture.

3.3. Article 2 - Anti-TNF certolizumab pegol induces antioxidant response in human monocytes via reverse

signaling. Page 96.

Arthritis Res Ther. 2016; 18: 56. Published online 2016 Mar 1. doi: 10.1186/s13075-016-0955-8

3.4. Modulation of pro-inflammatory activation of monocytes and dendritic cells by aza-bis-phosphonate

dendrimer as an experimental therapeutic agent. Page 105.

Arthritis Res Ther. 2014 Apr 18;16(2):R98. doi: 10.1186/ar4546.
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ABSTRACT

Macrophages contribute to the pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA). They can display different
states of activation or “polarization”, notably the so-called inflammatory “M1” and the various
alternative “M2” polarizations, characterized by distinct functions. Data regarding the effects of RA
anti-cytokine biological disease-modifying anti-rheumatic drugs (bDMARDs) on macrophage
polarization are scarce. We aimed to assess in vitro modulation of macrophage polarization by
bDMARD:s targeting pro-inflammatory cytokines in RA.

We generated monocyte derived macrophages using blood samples from 20 RA patients with active RA
and 30 healthy controls. We evaluated in vitro the impact on M1 inflammatory macrophages of:
etanercept (ETA), adalimumab (ADA), certolizumab (CZP), tocilizumab (TCZ), and rituximab (RTX).
We assessed the impact on macrophage polarization using flow cytometry and RTgPCR to study the
expression of surface markers and perform functional studies of cytokine production, phagocytosis, and
negative feedback control of inflammation.

Among evaluated bDMARDs, anti-TNF agents modulated the polarization of inflammatory
macrophages by decreasing inflammatory surface markers (CD40, CD80) and favoring alternative
markers (CD16, CD163, MerTK). Anti-TNF agents also induced alternative functions in macrophages
activated in inflammatory condition with (i) the inhibition of inflammatory cytokines (TNF, IL-6, IL-
12), (ii) an increase in phagocytosis. These findings were mechanistically related to an increase in early
IL-10 production, responsible for higher negative feedback control of inflammation involving SOCS3
and Gas6. This IL-10 effect was STAT3-dependent.

Anti-TNF agents not only inhibit in vitro inflammatory functions of macrophages, but also favor
resolution of inflammation through polarization towards alternative features specifically involving the
IL-10/STAT3 axis.

INTRODUCTION chemokines (CCL2, CCL3, CCL5, IL-8,

CX3CL1) (8), by producing angiogenic factors
Plasticity is a key feature of macrophages. They (Vascular  Endothelial ~ Growth  Factor,
can be activated by many stimuli, depending on Fibroblast Growth Factor-, Platelet-Derived
their environment, resulting in specific states of Growth Factor) (9-12), and by inducing
pOIarization. Their plaStICIty is illustrated by oXidative damage through reactive oxygen
various profiles including the so-called M1 pro- species(13). Macrophages crosstalk with CD4 T
inflammatory polarization, and M2 alternative cells is able to induce Thl and Thi7
polarizations driving immunoregulatory and commitment as identified in RA (14, 15).
wound-healing functions (1, 2). The M1/M2 Moreover,  they  activate  fibroblastic
historical classification is far too Slmpllstlc to Synoviocytes and induce Osteoclastogenesis
describe the variety of macrophage phenotypes thus contributing to joint destruction in RA (16,
(3), especially with regards to rheumatoid 17). In addition to their well described role in
arthritis (RA). the effector phase of RA, macrophages may also

contribute to the disease onset, especially by

Although a few studies on synovial tissue failed generating arthritogenic citrullinated peptides

to identify specific macrophage polarization (18, 19)

surface markers in RA synovium (4, 5), several T

studies have clearly demonstrated that Synovitis in active RA is fueled by
infiltrating synovial macrophages display a pro- macrophages  generated from newly
inflammatory profile (6). Macrophages play a differentiated blood monocytes. In therapeutic
central effector role in rheumatoid SynOVitiS. context, those monocytes-derived macrophages
They contribute to the inflammatory are concomitantly exposed to differentiating
environment: by producing pro-inflammatory and activating stimuli as well as to drugs.
cytokines, especially TNF (7), by enhancing Infiltration of the synovial sublining by CD68+
synovial homing of immune cells through macrophages is a biomarker of disease severity
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and therapeutic response (20). However, data
concerning the effects of RA biological disease-
modifying anti-rheumatic drugs (bDMARDS)
on macrophage polarization are scarce. Anti-
cytokine bDMARDs have been shown to
reduce the inflammatory burden provided
especially by  recruited  inflammatory
monocytes/macrophages (21-23). Whether or
not an alternative polarization of macrophages
is related to the therapeutic response in RA
remains unknown. This issue is a key point to
better understand the mechanism of action of
bDMARDs in RA, and to tailor the therapeutic
targeting of macrophages in RA.

In the current study, we aimed to assess in vitro
modulation of monocyte-derived macrophage
polarization of RA patients by bDMARDs,
especially anti-TNF agents. We found that anti-
TNF polarize macrophage towards an
alternative pro-resolving phenotype.

METHODS
Study participants

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were obtained from 20 RA patients and 30
healthy controls. RA patients were recruited in
the Rheumatology Centre of the Toulouse
University Hospital (CHU Toulouse, France).
Inclusion criteria were: age >18 years old, RA
diagnosis according to the ACR/EULAR 2010
criteria, active RA (DAS28 >2.6) and indication
for a first or second bDMARD initiation. Blood
samples of RA patients were collected before
initiation of the bDMARD. Due to the potential
effects of corticosteroids on macrophage
polarization, we excluded steroid (GC) use > 10
mg prednisone equivalent/day, IV use of
steroids, or intra-articular injection of steroids
less than 2 weeks before. Healthy controls were
recruited from the Etablissement Francais du
Sang (Toulouse, France). Informed written
consent was obtained, and the study protocol
regarding RA patients was approved by the
local ethics committee (CHU Toulouse —
BioTOUL DC 2016-2804).

Generation of macrophages

CD14+ monocytes were purified by positive
magnetic sorting (Affymetrix), from PBMC
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isolated on Pancoll (Pan Biotech). Purity was
measured by flow cytometry (MACSQuant 10,
Miltenyi), using a CD14-FITC antibody (clone
HCD14, BiolLegend). Sample purity was
routinely > 95%. Macrophages were derived
from monocytes (MDM). Monocytes (0.5 x
10%/ml) were differentiated into macrophages in
the presence of recombinant M-CSF (50 ng/ml;
BioLegend) for 5 days. Cells were cultivated at
37°C/5% CO, in RPMI medium 1640 +
Glutamax (Gibco), supplemented with 10%
fetal calf serum (Gibco), Penicillin G (Gibco)
and Streptomycin (Gibco).

Activation of macrophages

MDM were activated or not for 24h as either
M1 pro-inflammatory MDM using LPS from E.
coli (20 ng/ml; Sigma-Aldrich) and IFNy (25
ng/ml; Peprotech), or M(IL10) alternative
MDM using IL-10 (50 ng/ml; Peprotech), or
M(IL4) alternative MDM using IL-4 (25 ng/ml;
Peprotech) (24).

M1 MDM were cultivated with or without
bDMARDs, during the 24h activation phase.
The bDMARDs were used at 10 pg/ml. We
evaluated 2 anti-TNF agents (etanercept (ETA),
adalimumab (ADA)), 1 anti-IL6-receptor agent
(tocilizumab (TCZ)), and 1 anti-CD20 agent
(rituximab (RTX); as a control of unspecific
impact of the Fc fragment). Certolizumab
(CZP) was used in some experiments.

Flow cytometry analysis

We assessed the effects of bDMARDs on M1
activation by a flow cytometric analysis of
membrane markers. Before labelling, MDM
were blocked with a Fc receptor blocking
solution: Human TruStain FcX (BioLegend).
Surface staining was performed using the
following murine anti-human antibodies: CD40
APC/Cy7 (clone 5C3, BiolLegend), CD80
BV421 (clone 2D10, BiolLegend), CD206
AF488 (clone 15-2, BiolLegend), CD200R PE
(clone OX-108, BioLegend), CD64 PC7 (clone
10.1, BiolLegend), MER proto-oncogene
tyrosine kinase (MerTK) PE (clone 125518,
R&D systems), CD163 FITC (clone GHI/61.1,
Miltenyi), CD16 V500 (clone 3G8, BD
Biosciences). We  evaluated median
fluorescence intensity (MFI). Given the high
auto-fluorescence of the macrophages, and the



variability of this auto-fluorescence depending
on the stimulation, fluorescence levels were
expressed as ratio (specific labelling /
corresponding isotype).

For intra-cellular staining of phospho-STATS,
cells were fixed and permeabilized with a
Transcription Factor Buffer Set (BD), following
the manufacturer’s protocol. We performed a
primary labelling with a rabbit anti-human
phospho-Stat3 (Tyr705) (clone D3A7, Cell
Signaling Technology) and a secondary
labelling with an anti-Rabbit 1gG (H+L),
F(ab')zFragment (Alexa Fluor 647 Conjugate;

Cell Signaling Technology).

Cells were analyzed on a MACSQuant 10
(Miltenyi). Data were analyzed using FlowJo
v7.6.5 (Tree Star).

Cytokine measurements

Culture supernatants were collected and kept at
-80°C until analysis. Concentrations of IL-6,
IL-10, IL-12 and TNF were determined
simultaneously using Cytometric Bead Array
(Human Flex set, BD Biosciences). Data
acquisition was performed on a LSRIl (BD
Biosciences) and analysis was performed using
FCAP Array v3 (Soft Flow). TGFB was
guantitated by ELISA (Ready-SET-Go,
eBioscience, San Diego, CA, USA) on a
Varioskan ~ Flash ~ (Thermo  Scientific)
spectrophotometer and analyzed using the
SkanIt™ (Thermo Scientific) program.

Gene expression analysis

Total RNA from 1.5 x 10° monocytes was
isolated using High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) and complementary DNA (cDNA)
synthesized with RevertAid Minus Reverse
Transcriptase  (Thermo Fisher  Scientific,
Waltham, MA, USA). Gene expression was
performed using LightCycler 480 SYBR Green
Master Mix (Roche Diagnostics GmbH) and a
LightCycler 480 System instrument (Roche
Diagnostics GmbH). All primers were designed
using ProbeFinder Software (Roche Applied
Science website), and synthesized by Sigma
Life Science (St Quentin Fallavier, France).
GAPDH forward: 5’-acccactcctccacctttgac-3°,
GAPDH reverse: 5’-ctgttgctgtagccaaattcgt-3°.
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TNFa forward:.5’-cagcctcttctecttectga-3°,
TNFa reverse: 5’-acccactcctccacctttgac-3’
IL10 forward: 5’-aacaagagcaaggccgtgg -3°,
IL10 reverse: 5°-gaagatgtcaaactcactcatggc-3’
GAS6 forward: 5°- acctcatgggcaacttcttc-3°,
GASG6 reverse: 5°-ggctgcattcgttgacatc-3°
SOCS3 forward: 5’-agacttcgattcgggacca-3°,
SOCS3 reverse: 5’-aacttgctgtgggtgaccat-3°

Phagocytosis assay

Phagocytosis ability was assessed by flow
cytometry using pHrodo green E.coli
bioparticles®,  following the  protocol
recommended by the manufacturer. Briefly,
100 000 cells (1000 000/mL) per well were
cultivated in a 96-well plate. They were
activated for 24h as M1 in the presence or
absence of bDMARD. Then, culture medium
was replaced by 100 pL of pHrodo bioparticles
resuspended in Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (DPBS, Gibco), and incubated for 90 min
at 37°C / 5% CO,. Cells were then harvested
after 10 min of incubation on ice in cold DPBS
and assessed by flow cytometry (MACSQuant
Q10). In some experiments, inhibition of CD16-
dependent phagocytosis was performed during
the activation phase, with a LEAF purified anti-
human CD16 antibody (clone 3G8, BioLegend)
used at 10 pg/ml. All conditions were
performed in duplicate.

Pharmacological inhibition of STAT3

MDM activated for 24h as M1 MDM were
cultivated during this activation phase with
cucurbitacin 1 (50 mM, Sigma) a selective
JAK2/STATS inhibitor, or with STATTIC (1
UM, Selleckchem) an inhibitor of phospho-
tyrosine binding to the SH2 domain of STAT3.

Statistical analysis

In most of the experiments, non-activated
MDM and M1 MDM cultivated in the presence
of bDMARDs were compared to untreated M1
MDM by Sigma Plot v12.5 (Systat Software
Inc.). We tested whether values had a gaussian
distribution (Shapiro-Wilk test). In case of
Gaussian distribution, samples were compared
using a Student paired t-test; otherwise,
medians were compared by a Wilcoxon



matched pairs test. Multiple groups comparison
was performed by a One-way ANOVA and
Bonferroni’s post-test, or Kruskal-Wallis test
and Dunn’s post-test in case of non-Gaussian
distribution. We evaluated the correlation
between CD16 membrane expression in MDM
and DAS28 ESR at inclusion by the Pearson r
correlation coefficient. We evaluated the
association between CD16 expression in MDM
(categorized as low i.e. <2.1 versus high i.e.
>2.1) and DAS28 ESR at inclusion (categorized
as low-to-moderate i.e. <5.1 versus high i.e.
>5.1) by a Fisher’s exact test and evaluated the
strength of this association with odds ratio (OR)
calculation. We assessed the influence of the
background  treatment  regimen  (GC,
methotrexate (MTX)) on the expression of
polarization markers in the different conditions
of activation, by a two-way ANOVA. A p
value<0.05 was considered to be significant,
with: ***: p value <0.001, **: 0.001<p< 0.1, *:
0.01<p<0.05.

RESULTS
Patient characteristics

We included 20 RA patients with active RA and
30 healthy controls. Blood samples were
collected in 15/20 patients (75%) before
initiation of the first bDMARD, and in 5/20
patients (25%) before initiation of the second
bDMARD. Choice of bDMARD therapy was
determined by the treating physician: etanercept
in 9 patients, adalimumab in 3 patients,
rituximab in 3 patients, tocilizumab in 2
patients, abatacept in 1 patient, golimumab in 1
patient, and certolizumab in 1 patient. At
inclusion, 9 patients (45.0%) had MTX
background, and 6 patients (30.0%) had GC
background. The patient characteristics are
provided in Table 1.

Validation of surface markers of

macrophage polarization

PBMC from 16 RA patients and 20 controls
were differentiated into MDM and activated or
not as M1 pro-inflammatory macrophages,
M(IL4) alternative macrophages, and M(IL10)
alternative macrophages (Figure 1A). The
possibility of using surface markers to
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discriminate these different polarization states
was assessed by flow cytometry. In RA patients,
CD40 and CD80 were highly expressed in M1
macrophages, but poorly expressed in MDM
and M2 macrophages. We considered these
markers as M1 markers. CD16 and CD163 were
highly expressed in M(IL10), expressed at an
intermediate level in MDM and M(IL4), and
poorly expressed in M1 macrophages. We thus
considered CD16 and CD163 as M(IL10)
markers. MerTK was expressed at a similar
level, i.e. intermediate, in MDM, M(IL4), and
M(IL10), and at lower level in M1, leading us
to consider MerTK as a pan-M2 marker. CD206
and CD200R were expressed at high level in
M(IL4), at low-to-intermediate level in MDM
and M(IL10), and at lower level in M1
macrophages, leading us to consider them as
M(IL4) markers. CD64 was associated with
both M1 and M(IL10) polarization states, thus
non-discriminative for further experiments.

When compared to controls, RA patients
macrophages displayed a biased plasticity.
They were prone to express higher level of
inflammatory markers after M1 activation
(CD40, CD80, CD64), and lower level of
M(IL4) markers (CD206, CD200R) and
M(IL10) markers (CD16, CD64) in the ad hoc
activation condition. Surprisingly, CD163
expression was higher in macrophages from RA
patients. Despite these differences,
discrimination using selected surface markers
was similar in RA patients and in healthy
controls.

We next confirmed the functional relevance of
those polarization markers in RA patients.
Among the selected markers, only CD16
membrane expression in MDM was specifically
correlated with disease activity measured at
inclusion by the DAS28 ESR and DAS28 CRP
(Figure 1B). In our model, CD16 was
considered as a marker of alternative
polarization (M(IL10)). We categorized and
CD16 expression as high (>2.1) and low (<2.1),
and disease activity as high (DAS28 ESR>5.1)
and low-to-moderate (2.6<DAS28 ESR<5.1).
We observed a significant association between
high CD16 expression in MDM and low-to-
moderate disease activity at inclusion (Fisher’s
exact test p value = 0.0406, OR = 17.5 [1.2-
250.5]; Figure 1C).



Anti-TNF agents favor alternative over pro-
inflammatory surface markers

We then assessed the impact of anti-TNF agents
(ADA, ETA), the anti-IL-6 receptor drug
(TCZ), and RTX used as control on polarization
surface markers in MDM from 16 RA patients
and 21 healthy controls activated as M1 pro-
inflammatory  macrophages  (Figure 2,
supplemental Figure S1-S2). In RA patients as
well as in controls, compared to M1 untreated
macrophages, anti-TNF agents induced a
significant modulation of polarization surface
markers: (i) a decrease in M1 markers (CD40
and CD80), (ii) an increase in M(IL10) markers
(CD16, CD163) and in the pan M2 marker
MerTK (Figure 2, supplemental Figure S1) and
(iii) no effect on M(IL4) markers (CD206 and
CD200R) (supplemental Figure S2). Although
the modulation of polarization markers by anti-
TNF agents was similar in RA patients and
controls, decrease in CD40 was observed with a
greater extent in RA patients and increase in
CD16 was observed with a greater extent in
controls.

TCZ induced a slight but significant CD40
decrease in controls, and a slight but significant
increase in CD206 in RA patients and controls.
The anti-CD20 drug (RTX) slightly but
significantly reduced CD40 in controls.

To take into account the possible impact of
background treatment regimen at inclusion on
our results, we evaluated the influence of prior
exposure to GC<10 mg/day, MTX and
bDMARD on the in vitro modulation of
membrane polarization markers by bDMARDs
(supplemental Figure S3). Prior exposure to GC
and MTX slightly impacted the expression of
polarization  markers. GC  background
(supplemental Figure S3A) accounted for: (i)
5.7% of the total variance of CD80 expression
(p=0.0053), (ii) and 7.6% of the total variance
of MerTK expression (p=0.0146). MTX
background  (supplemental Figure S3B)
accounted for: (i) 16.0% of the total variance of
CD206 expression (p<0.0001), (ii) and 3.4% of

the total variance of CD64 expression
(p=0.0168). Prior exposure to bDMARD
impacted the expression of polarization

markers. bDMARD background (supplemental
Figure S3C) accounted for: (i) 6.7% of the total
variance of CD163 expression (p=0.0225), (ii)
41.0% of the total variance of MerTK
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expression (p<0.0001), (iii) and 9.9% of the
total variance of CD64 (p=0.0015).

To take into account the contribution of the Fc
fragment of the fusion protein or monoclonal
antibodies used in our experiments on
polarization, we compared ETA and ADA to
CZP (Fc-free PEGylated TNF inhibitor fab
fragment), and RTX (with Fc but not relevant
for macrophages, because it targets CD20).
Since we observed similar surface marker
patterns with ETA, ADA and CZP, but not with
RTX, we considered the modulation of
polarization surface markers by anti-TNF
agents to be independent of the presence of Fc
(supplemental Figure S4).

Anti-TNF agents decrease the production of
pro-inflammatory cytokines

We next investigated whether phenotypic
changes were associated with functional
changes.

We evaluated the impact of bDMARDSs on the
secretion  of  soluble  pro-inflammatory
cytokines (TNF, IL-6, IL-12) in cell culture
supernatants, and on mRNA expression (TNF).
Cytokine secretion was assessed in MDM from
10 RA patients and 12 healthy controls
activated as M1 pro-inflammatory macrophages
(Figure 3A, supplemental Table S1). In RA
patients as well as in controls, anti-TNF agents
induced a significant decrease in pro-
inflammatory cytokines compared to M1
untreated macrophages. Notably, we observed a
strong decrease in IL-12 and IL-6.

ADA competed with antibodies in TNF
detection assays and thus prevented the
detection of soluble TNF in supernatants
(supplemental Figure S5A). However, tnf
MRNA decreased from 6 hours post-activation
in M1 MDM treated with ADA when compared
to non-treated M1 MDM, indicating thus an
inhibition of TNF gene expression by ADA
(Figure 3B).

The concentration of ETA was set to inhibit pro-
inflammatory cytokines production and inhibit
the pro-inflammatory phenotype. TNF secretion
was decreased by ETA from the first hours of
M1 activation (supplemental Figure S6). At 24
hours post-activation, we observed a dose-



dependent inhibition of TNF concentration by
ETA. ETA at 10 pg/mL did not affect TNF
secretion in RA patients, and significantly
decreased TNF in controls, who notably
secreted lower levels of TNF (supplemental
Table S1). However, a high concentration of
ETA (100 pg/mL) was associated with a
reduced secretion of TNF in cell culture
supernatants from controls (supplemental
Figure S5B).

TCZ significantly decreased IL6 and TNF
production in healthy controls but not in RA
patients.

RTX slightly, but significantly decreased TNF
in RA patients.

Anti-TNF increase

capacity

agents phagocytic

Phagocytosis is the hallmark of macrophages.
Clearance of debris and apoptotic bodies
contributes to resolve of inflammation. We
assessed the impact of bDMARDs on the
phagocytic capacity of MDM from 5 healthy
controls activated as M1 pro-inflammatory
MDM. Phagocytosis was higher in M(IL10) and
M(IL4) activated MDM than in M1 MDM
(Figure 3C). Anti-TNF agents, but neither TCZ
nor RTX, induced an increase of phagocytosis
in M1 MDM (Figure 3D). Considering that
CD16 is known to be implicated in
phagocytosis, and that surface expression of
CD16 is increased in our study by anti-TNF
agents, we assessed its contribution to in vitro
phagocytosis by a specific inhibition with a
blocking anti-CD16 antibody. The results
showed that this increase in phagocytosis by
ADA treatment was, at least in part, CD16-
dependent (Figure 3E).

The impact of anti-TNF agents on
macrophage polarization involves 1L10

In the presence of anti-TNF agents, we observed
a selective preservation of M(IL10) markers
(but not M(IL4) markers), associated with
functional modifications including a lower
production of inflammatory cytokines and a
higher phagocytic capacity. IL-10 is a major
cytokine of the negative feedback control of
inflammation and increases phagocytosis. We

72

thus assessed the implication of IL-10 in the
modulation of macrophage polarization induced
by anti-TNF agents in an M1 inflammatory
context (Figure 4A-D, supplemental Figure
S7A-C). 1110 mRNA was induced by M1
activation with fast kinetics. We observed a
biphasic modulation of IL-10 in the presence of
anti-TNF agents in M1 MDM. First, at an early
time-point 110 mRNA was increased in the
presence of anti-TNF agents (2 hours post-
activation) (Figure 4A). This finding was
consistent with the higher IL-10 secretion in cell
culture supernatants, in the presence of anti-
TNF agents, notably between 2 and 6 hours
post-activation (Figure 4B). Second, at 24h of
M1 activation, we observed a decrease in I1L-10
with anti-TNF agents but not with TCZ and
RTX (Figure 4C, supplemental Figure S7A).
This decrease was potentially related to the
neutralization of the inflammatory environment
by anti-TNF agents. This biphasic modulation
suggested a critical role for early IL-10
production in macrophage polarization in the
presence of a TNF blockade. Therefore, we next
assessed the impact of the early neutralization
of IL-10 on the anti-TNF agents-induced
polarization (supplemental Figure S7B). I1L-10
inhibition from the start of the 24h activation
phase resulted in a dramatic decrease in M2
alternative surface markers and an increase in
M1 inflammatory surface markers (Figure 4D,
supplemental Figure S7C).

Anti-TNF agents amplify IL-10-related
negative control of inflammation

IL-10 controls the inflammatory process
through induction of various proteins including
Suppressors of cytokine signaling (SOCS),
MerTK and its ligand Gas6 (25, 26). SOCS are
a family of intracellular cytokine-inducible
proteins known to be major regulators of
macrophage phenotypes (27). SOCS3 can act
downstream from MerTK, which plays a major
role in phagocytosis of apoptotic cells and
controls many other functions such as
immunoregulation. Notably, MerTK inhibits
the Toll-like receptors-mediated innate immune
response via its ligand Gas6, and via an increase
in SOCS3 level (28, 29). Using RTgPCR, we
aimed to assess the contribution of the negative
feedback control of inflammation by Gas6 and
SOCS3, on the modulation of macrophage



polarization induced by anti-TNF agents. Gas6
was expressed at baseline. M1 inflammatory
activation decreased gas6 expression. Anti-
TNF agents maintained the level of gas6
expression over time until 24 hours post-
activation (Figure 4E), with a higher level in the
presence of ADA than ETA. M1 activation
induced socs3 expression. Anti-TNF agents
enhanced this expression in the first hours post-
activation (Figure 4F).

Anti-TNF  agent-induced switch  from
inflammatory to alternative macrophage
polarization involves STAT3

Given that IL-10 is involved in the impact of
anti-TNF agents on polarization, and that
STAT3 is a key transcription factor in M(IL10)
commitment, we evaluated the implication of
STAT3 in the modulation of macrophage
polarization induced by anti-TNF agents in an
M1 inflammatory context. In addition to its
implication in 1L10 signaling, STAT3 is also a
key transcription factor in IL-6 signaling. In the
presence of LPS, STAT3 activation is transient
in the presence of IL-6, whereas it is sustained
with IL-10 (30). We observed after 24h of M1
activation that intracellular expression of
phospho-STAT3 (pSTAT3) was higher in the
presence of anti-TNF than in M1 untreated cells
(Figure 5A). Both anti-TNF agents displayed a
decreased induction of M(1L10) markers in the
presence of selective inhibitors of STAT3:
cucurbitacin | and STATTIC (Figure 5B-C).

DISCUSSION

This study demonstrates that anti-TNF agents
downregulate surface markers and cytokines
associated with an inflammatory phenotype in
macrophages, and favor properties such as

phagocytosis and negative feedback of
inflammation supporting the resolution of
inflammation  through an IL-10/STAT3
pathway.

Studies addressing the impact of pro-
inflammatory cytokine blockades on
monocyte/macrophage phenotypes and

functions are scarce (21, 31-33). Herein, we
provide new data based on macrophages from
RA patients that provide new concept of the
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mode of action of bDMARDs. This is of help to
understand the action of anti-TNF bDMARDs
in RA.

Infiltrating synovial macrophages originate
from blood monocytes. These macrophages are
considered as short lifespan cells constantly
recruited in the inflammatory synovium: they
experience activation-induced cell death (34,
35), apoptosis induced by therapeutic agents
(22, 32, 36), and eventually efflux from
synovium (37). We used monocyte-derived
macrophages submitted to pro-inflammatory
conditioning to model the contribution of these
infiltrating  macrophages to rheumatoid
synovitis. In therapeutic condition, newly
generated infiltrating macrophages are exposed
to the drug from their maturation to their death.
Considering the constant turnover of non-
resident inflammatory macrophages, it appears
that blocking the polarization of macrophages
toward an inflammatory phenotype in the
presence of anti-TNF is relevant.

Here we have provided data concerning the
plasticity of macrophages and discriminative
markers of polarization. Some authors opposed
M-CSF and granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF) as respectively
M2 and M1 stimuli. However, this concept is
debated (2, 24, 38, 39). Notably, M-CSF may
contribute to the inflammatory milieu, with an
involvement in collagen induced arthritis (40)
and with the induction in macrophages of a high
pro-inflammatory response to rheumatoid
arthritis-specific immune complex containing
ACPA (41). Interestingly, drugs targeting M-
CSF are able to inhibit arthritis in murine
models of RA (42, 43). As widely proposed (2),
we used M-CSF which is known to be the main
growth factor involved in macrophages
differentiation in homeostasis. As expected, the
differentiation process with M-CSF induced a
partial M2 “alternative” phenotype bias in
MDM that was reversible with pro-
inflammatory activation provided by TLR4
ligand + IFNy.

Anti-TNF agents are commonly used in RA
patients. In the current study, we took ADA as
a representative of anti-TNF monoclonal
antibodies, ETA as a soluble anti-TNF receptor,
and CZP as an anti-TNF agent devoid of the Fc
fragment. Anti-TNF agents were used at 10



pg/ml, a concentration corresponding to the
steady-state level in clinical studies.

Our current study demonstrated that in
inflammatory conditions, anti-TNF agents but
not TCZ favor CD16, CD163 and MerTK
expression while decreasing CD40 and CD80.
Ambarus et al. (44) depicted the impact of
polarizing cytokines on macrophage surface
markers of monocyte-derived macrophages
from healthy controls. Even though the
experimental protocols were different, our
results for polarization markers were consistent
with their study. Moreover, we have discovered
suitable surface markers of macrophage
polarization in RA patients. The discriminative
ability of our selected polarization surface
markers was similar in RA patients and in
controls. To our knowledge, this work is the
first to provide such data for RA patients.

A functional hallmark of macrophages is the
production of cytokines. As expected from
treatments neutralizing a major inflammatory
cytokine, anti-TNF agents decreased the
production of inflammatory cytokines (IL-6,
IL-12, TNF). This decrease is probably due to a
blockade of the inflammatory positive loop. In
most of the experiments, anti-TNF agents
displayed similar properties. Only high
concentrations of ETA were able to drastically
inhibit TNF production in cell culture
supernatants, suggesting a positive loop of TNF
regulation that is lost only when TNF is
completely neutralized.

Regarding I1L-10, we observed a biphasic
modulation of IL10 production in the presence
of anti-TNF agents: (i) early increase in IL-10,
(ii) a decrease at later time-points. Given that
IL-10 is a major cytokine of the negative
feedback control of inflammation, these
findings suggested an implication of I1L-10 in
the modulation of the M1 MDM phenotype in
the presence of anti-TNF agents. This
hypothesis was confirmed by the antagonization
of anti-TNF agents effects by IL-10
neutralization. We propose that the early
increase in IL-10 is a major contributor to the
modulation of inflammatory macrophages’
polarization by anti-TNF (Figure 6). We
observed a decrease in IL-10 at 24 hours post-
activation. We considered that this decrease was
a consequence of the inhibition of the
inflammatory milieu provided by the TNF. We
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have previously shown that CZP, an anti-TNF
agent, induce NRF2 activation (21), a marker
involved in the anti-inflammatory pathways
(45) and IL-10 production (our current study).
On the contrary, anti-IL-6R does neither induce
NRF2 nor IL-10 production (46-48). Our
findings, showing a specific IL-10-dependent
modulation of macrophages polarization by
anti-TNF agents, thus reflect the differences
between bDMARDs on IL-10 regulation. We
provide here additional evidence to the concept
that a TNF blockade induce a regulatory
phenotype in immune cells (49).

Another hallmark of macrophage function is
phagocytosis. M1 MDM activated in the
presence of anti-TNF agents displayed higher
surface expression of phagocytic receptors
(CD16, CD163, MerTK) and higher levels of
phagocytosis. Clearance of apoptotic bodies,
notably involving MerTK, is a critical point for
homeostasis and resolution of inflammation.
M(IL10) polarization potentiates clearance of
apoptotic bodies through MerTK (26). Our data
emphasize that anti-TNF agents orientate
inflammatory macrophages towards a pro-
resolving phenotype.

In addition to the increase in phagocytosis by
anti-TNF agents, we observed an increase in
MerTK surface expression, and in gasé mRNA.
MerTK is, like other TAM receptors, involved
in negative regulation of TLR-mediated
inflammation by antigen presenting (28).
MerTK expression is linked to M2(IL-10)
alternative polarization. GAS6, a TAM receptor
ligand, has been shown to inhibit TNF, IL-6,
and IL-1 secretion in human monocytes (50).
Overexpression of TAM ligands is known to
increase SOCS3 levels and contributes to
dampen murine arthritis (29). Moreover, IL-10
favors efferocytosis via MerTK/Gas6, and Gas6
is known to be able to drive anti-inflammatory
effects through IL-10 induction (26). Our
results emphasize an upregulation of MerTK,
gas6, and phagocytosis in the presence of anti-
TNF agents, consistent with an upregulation of
the negative feedback control of inflammation
by TNF blockade involving MerTK and its
counterparts.

IL-10 is known to signal through Jak1/STAT3
pathway. We have shown that modulation of
macrophages’ polarization by anti-TNF agents
was IL-10/STAT3 dependent. The implication



of the IL-10/STAT3 axis may be related to the
increase in IL-10 (MRNA and protein) at early
time-points.

In conclusion, we showed that anti-TNF agents
not only inhibit in vitro inflammatory functions
of macrophages, but also favor pro-resolving
features of macrophages specifically involving
the I1L-10/STAT3 axis. Such a shift in
macrophage polarization in inflammatory
context is expected to contribute to the clinical
benefit of anti-TNF agents in RA.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Surface polarization markers on macrophages
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS
+ IFNy. M2(IL4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10) alternative
macrophages activated by IL-10. RA: rheumatoid arthritis. HC: healthy controls. DAS28:
disease activity score 28. ESR: Erythrocyte sedimentation rate. CRP: C reactive protein. NS:
non-significant. (A) Surface markers on macrophages from up to 16 RA patients (grey circles)
and 20 healthy controls (open circles) were analyzed by flow cytometry, after differentiation
(MDM) and subsequent 24h activation as M1, or M2(IL4), or M2(IL10). (B) Correlation
(Pearson) between CD16 membrane expression in MDM and RA activity assessed by the
DAS28 ESR and DAS28 CRP scores. (C) CD16 membrane expression in MDM from patients
with active RA, according to disease activity (DAS28 ESR). ***: p value <0.001, **: 0.001<p<
0.01, *: 0.01<p< 0.05 (One-way ANOVA and Bonferroni’s post-test, or Kruskal-Wallis test and
Dunn’s post-test).
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Figure 2. Anti-TNF agents favor alternative polarization of macrophages
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS
+ IFNy. M2(IL4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10): alternative
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macrophages activated by IL-10. ADA: adalimumab. ETA: etanercept. TCZ: tocilizumab. RTX:
rituximab. RA: rheumatoid arthritis. (A-C) Monocyte-derived macrophages were activated for
24h as M1, M2(IL4), and M2(IL10) with or without the indicated bDMARD. Surface
polarization markers on macrophages from up to 16 RA patients (A, C) and 21 healthy controls
(B) were analyzed by flow cytometry. Results are standardized to the level of surface markers
expressed in M1 untreated condition. Non-activated MDM and M1 MDM activated in the
presence of the indicated bDMARD were compared to M1 MDM. ***: p value <0.001, **:
0.001<p< 0.01, *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-test or Wilcoxon matched pairs test).
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Figure 3. Anti-TNF agents modulate macrophages functions by inhibiting pro-
inflammatory cytokine production and enhancing phagocytosis
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS
+ IFNy. M2(IL4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10): alternative
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macrophages activated by IL-10. RA: rheumatoid arthritis. ADA: adalimumab. ETA:
etanercept. TCZ: tocilizumab. RTX: rituximab. RA: rheumatoid arthritis. Monocytes derived
macrophages were activated for 24h as M1, M2(IL4), and M2(IL10) with or without the
indicated bDMARD. (A) Cytokines production was measured in cell culture supernatant after
1 day of activation by cytometric bead array. Results are standardized to cytokine level in M1
untreated condition. (B) Tnf mRNA was analyzed in non-activated MDM (Baseline) and in M1
inflammatory macrophages activated 6h with or without anti-TNF agents. Results are
normalized to mRNA level in M1 macrophages (up to 5 healthy controls). (C-E) Phagocytosis
of green-labelled E.coli particles was assessed by flow cytometry. All experiments were
performed in duplicate. Macrophages incubated on ice were used as negative control. (C)
Phagocytosis was assessed in 24h activated M1, M2(1L4) and M2(IL10). Data representative
for 3 healthy controls. (D) The effect of bDMARD on phagocytosis by M1 macrophages was
assessed by flow cytometry (5 healthy controls). (E) The impact of CD16 blockade on
phagocytosis was assessed by flow cytometry. MDM were activated as M1 macrophages for
24h in the presence or not of ADA and an anti-CD16 blocking antibody (10 pg/ml). Data
representative for 4 healthy controls. Non-activated MDM and M1 MDM activated in the
presence of bDMARDs were compared to untreated M1 MDM. ***: p value <0.001, **:
0.001<p< 0.01, *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-test or Wilcoxon matched pairs test).
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Figure 4. The impact of anti-TNF agents on macrophage polarization involves 1L10
negative feedback control of inflammation
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS
+ IFNy. ADA: adalimumab. ETA: etanercept. Anti-1L10: anti-IL-10 neutralizing antibody. (A)
110 mRNA were analyzed in non-activated MDM and in M1 inflammatory macrophages
activated or not in the presence of anti-TNF agents. Results are normalized to mRNA level in
M1 macrophages (4 healthy donors). (B) Early IL-10 secretion was measured in cell culture
supernatants of treated and untreated M1 macrophages by cytometric bead array (3 healthy
donors). (C) IL-10 secretion was measured in cell culture supernatants, after 1 day of M1
activation in the presence of the indicated bDMARD, by cytometric bead array (10 RA patients
and 11 healthy donors). Results are standardized to IL-10 level in M1 condition. (D) M1
macrophages were cultivated 24h in the presence or not of the indicated anti-TNF and
neutralizing anti-IL10 monoclonal antibody (10 pg/mL). The impact on M2 polarization
markers modulated by anti-TNF agents was assessed by flow cytometry. (E) Expression of gasé
mRNA over time, normalized to gapdh expression, and its variation at 24h time point, in M1
macrophages activated or not in the presence of anti-TNF agents (up to 6 healthy controls).
(F) Variation of socs3 mRNA at 2h time point, in M1 macrophages activated or not in the
presence of anti-TNF agents (up to 6 healthy controls). Basal MDM and M1 MDM cultivated
in the presence of bDMARDs were compared to M1 MDM. *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-
test or Wilcoxon matched pairs test).
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Figure 5. Anti-TNF agent-driven polarization involves STAT3
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Figure 6. Mode of action of anti-TNF agents in rheumatoid macrophages
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IL-10: interleukin 10. STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3. Inflammatory
conditions such as rheumatoid arthritis (RA) induce macrophages with a pro-inflammatory
phenotype. This phenomenon is counterbalanced by a negative feedback implicating IL-10.
However, in RA the negative feedback on inflammation is overcame, thus leading to a self-
maintained inflammation. In the presence of anti-TNF agents, we observed an early and strong
negative feedback on inflammation through an IL-10/STAT3 axis resulting in a M(IL10)

alternative polarization of macrophages.
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TABLES
Table 1. Characteristics of patients with rheumatoid arthritis at b DMARD initiation

bDMARD: biological disease-modifying anti-rheumatic drugs. csDMARDs: conventional
synthetic disease-modifying anti-rheumatic drugs. CCP: cyclic citrullinated peptides. CRP: C
reactive protein. DAS28ESR: disease activity score 28 ESR. ESR: erythrocyte sedimentation
rate. IQR: interquartile range. MTX: methotrexate. RA: rheumatoid arthritis. RF: rheumatoid
factor. SD: standard deviation.

RA population (N=20)

Demographic data

Age (year), mean (SD) 63.4 (13.2)
Women (%) 12 (60)
Disease duration (year), mean (SD) 11.3(9.7)
Clinical data

DAS28 ESR, mean (SD) 4.63 (1.32)
Erosive RA (%) 14 (73.7)
Steroid use (%) 6 (30.0)

Daily steroid dose (mg prednisone/day), median (IQR) 7.5 (5.0-10.0)
csDMARDs, MTX (%) 9 (45.0)

Biological data

ESR (mm/h), median (IQR) 16.0 (12.0 - 25.0)
CRP (mg/L), median (IQR) 6.7 (1.8 —15.5)
RF+ (%) 18 (94.7)
Anti-CCP+ (%) 18 (94.7)
Leucocytes/mm?2, mean (SD) 8252 (3058)
Monocytes/mm?, mean (SD) 578 (315)
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Polarization of Rheumatoid Macrophages by TNF Targeting
through an IL-10/STAT3 Mechanism.
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Page 2. Supplemental Figure S1. Anti-TNF agents favor alternative polarization of
macrophages

Page 4. Supplemental Figure S2. Effect of bDMARDs on surface markers on inflammatory
macrophages.

Page 5. Supplemental Figure S3. Impact of treatment regimen at inclusion, on the in vitro
modulation of polarization markers by bDMARD:s.

Page 7. Supplemental Figure S4. The modulation of macrophage polarization markers by anti-
TNF agents is Fc-independent.

Page 8. Supplemental Table S1. Anti-TNF agents decrease macrophage inflammatory
cytokines associated with inflammatory activation.

Page 9. Supplemental Figure S5. Effect of anti-TNF agents on TNF detection and secretion.

Page 10. Supplemental Figure S6. Etanercept modulates macrophage function by inhibiting
TNF production.

Page 11. Supplemental Figure S7. The impact of anti-TNF agents on macrophage polarization
involves IL-10.
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RESULTS

Supplemental Figure S1. Anti-TNF agents favor alternative polarization of macrophages
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS + IFNy.
M2(IL4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10): alternative macrophages activated by
IL-10. ADA: adalimumab. ETA: etanercept TCZ: tocilizumab. RTX: rituximab. RA: rheumatoid
arthritis.

(A, B) Monocyte-derived macrophages were activated for 24h (as M1, M2(IL4) and M2(1L10) with or
without the indicated bDMARD. Surface polarization markers on macrophages from up to 16 RA
patients (A) and 20 healthy controls (B) were analyzed by flow cytometry. Non-activated MDM and
M1 MDM activated in the presence of bDMARDs were compared to M1 MDM. ***: p value
<0.001, **: 0.001<p< 0.01, *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-test or Wilcoxon matched pairs

test).
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Supplemental Figure S2. Effect of bDMARDs on surface markers on inflammatory macrophages.
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MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS + IFNy.
M2(1L4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10): alternative macrophages activated by
IL-10. ADA: adalimumab. ETA: etanercept. TCZ: tocilizumab. RTX: rituximab. RA: rheumatoid

arthritis.

(A, B) Monocyte-derived macrophages were activated for 24h (as M1, M2(IL4) and M2(1L10) with or
without the indicated bDMARD. Surface polarization markers on macrophages from up to 16 RA
patients (A) and 20 healthy controls (B) were analyzed by flow cytometry. Non-activated MDM and M1
MDM activated in the presence of bDMARDs were compared to M1 MDM. ***: p value <0.001, **:

RA patients
CD206
500 ** * a
250- * &
2501 o
200{ 8 . a
-
1504 52 aa v * *e OaD egf
QO " s _‘_ a4
1004---2. o onsee . . A e 1) s Aa
o0 ML veT e L34
50 s 4
v
c ) L) T ) T L] L)
S oY TP S
Q' N
FFEIE &y
CD200R
400-
a
300- °
—a—
200 a
T o
1004502 it 2o —%~«~r-“§f
[+]
c T T T L] T T L]
S \alP\ SIS R R S S
TPy

B Healthy controls
CD206
1000- kKK * *
800- o
600- g
4004 a °
= 3000, 0 a
B 200 oog ng Aﬁ
{%8e T ae * o A
' Y 'y
T e - —— o
i Q Ad a
c T T L T T T T
S Ul Ao g4 »n S
) < W N
F P & A Y
ér\ \‘\\ \‘:\ \“\ & &
CD200R
12004 * a
9001 a
500
4 =]
400+ B
s &
3007 A
200 ©° N
4 v ‘ -
100 - R g
4 O .
c T T T L T T L]
PR SPC S TR S NN
Q AN & A
R AR 2RO SN Y
EE AR S O e

0.001<p< 0.01, *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-test or Wilcoxon matched pairs test).
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Supplemental Figure S3. Impact of treatment regimen at inclusion on the in vitro
modulation of polarization markers by bDMARDs.
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**x: bDMARD use accounts for: (i) 6.7% of the total variance of CD163 expression (p=0.0225), (ii) 41.0% of the total variance of MerTK expression (p<0.0001),
(iif) 9.9% of the total variance of CD64 (p=0.0015)

MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS + IFNy.
GC: steroids use. MTX: methotrexate use. bDMARD: biologics use. ADA: adalimumab. ETA:
etanercept. TCZ: tocilizumab. RTX: rituximab. RA: rheumatoid arthritis. Representation of membrane
expression of polarization markers according background treatment regimen i.e. GC (A), MTX (B), and
bDMARD (C).The influence was assessed by a two-way ANOVA test.
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Supplemental Figure S4. The modulation of macrophage polarization markers by anti-TNF agents is

Fc-independent.
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ADA: adalimumab. ETA: etanercept. CZP: certolizumab. RTX: rituximab. M1: pro-inflammatory
macrophages activated by LPS + IFNy. Macrophages from RA patients (grey symbols) and healthy
controls (open symbols) were obtained after 5 days of differentiation with M-CSF and then activated
for 24h as M1 (LPS + IFNy) with or without the indicated bDMARD. Surface markers were assessed by
flow cytometry.
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Supplemental Table S1. Anti-TNF agents decrease macrophage inflammatory cytokines associated

with inflammatory activation.

A RA patients

Median (IQR) pg/mL IL6 iL12 TNF
17.4 0.0 3.4
Non activated MDM
on actlvate (8.9-86.4) (0.0-1.6) (0.0-16.1)
- 6904.0 26.3 3936.0
(2955.0 - 11337.0) (9.6-138.9) (1715.0 - 8700.0)
3702.0 17.0 19.9
M1 ADA
(2122.0 - 4334.0) (6.1-30.8) (13.8-33.7)
2238.0 9.9 4668.0
M1ETA
(1354.0 - 6168.0) (6.2-43.5) (3219.0 - 8406.0)
6309.0 34.6 4402.0
M1TCZ
(3620.0 — 8265.0) (15.6 - 94.6) (2756.0 — 6023.0)
3592.0 412 4840.0
M1 RTX
(2515.0 - 7315.0) (14.3-91.9) (2199.0 - 6818.0)
B Healthy controls
Median (IQR) pg/mL IL6 iL12 TNF
5.1 0.0 0.0
Non activated MDM
on actlvate (1.9-22.2) (0.0-0.7) (0.0-9.1)
- 2214.0 141 1318.0
(946.4 - 3265.0) (9.1-28.8) (898.7 — 4684.0)
1317.0 3.4 56
M1 ADA
(574.1-2140.0) (1.0-4.5) (1.1-12.8)
833.8 47 1421.0
M1ETA
(542.2 - 2607.0) (2.4-6.4) (516.9 - 2419.0)
713.1 126 976.7
M1TCZ
(620.9 - 2244.0) (8.7-19.4) (656.1 - 2396.0)
1048.0 122 1099.0
M1 RTX
(716.2 - 2416.0) (6.2-21.6) (1019.0 - 3519.0)

MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS +
IFNy. M2(IL4): alternative macrophages activated by IL-4. M2(IL10): alternative macrophages
activated by IL-10. RA: rheumatoid arthritis. ADA: adalimumab. ETA: etanercept. TCZ: tocilizumab.
RTX: rituximab. RA: rheumatoid arthritis. Cytokine secretion was measured by cytometric bead array
in cell culture supernatants, after 24h of activation of macrophages from RA patients (A) and healthy

controls (B).
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Supplemental Figure S5. Effect of anti-TNF agents on TNF detection and secretion.
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(A) TNF detection by cytometric bead array in M1 macrophages supernatant was competed by ADA
100 pg/mL (3 healthy controls). (B) Influence of ETA on TNF secretion by inflammatory macrophages
was assessed at 10 pg/mL and at a higher dose of ETA (100 pug/mL; 3 healthy controls).
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Supplemental Figure S6. Etanercept modulates macrophage function by inhibiting TNF
production.
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Early TNF secretion was measured in cell culture supernatants of treated (etanercept) and
untreated M1 macrophages by cytometric bead array (3 healthy controls).
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Supplemental Figure S7. The impact of anti-TNF agents on macrophage polarization involves IL-10.

IL-10
Non activated
Median (IQR) onactivate M1 M1ADA M1ETA M1TCZ M1RTX
MDM
pg/mL
RA atients 12,1 2741.0 719.3 505.7 1873.0 4307.0
p (9.8-22.4) (1322.0-4381.0)  (528.6-805.3) (354.2-633.7)  (1111.0-25410)  (1726.0- 4868.0)
Healthy 6.6 986.7 205.4 190.7 746.0 563.1
controls (5.7-10.6) (471.8-1195.0) (141.3-242.1) (154.9 - 261.6) (673.0-1033.0) (348.0-850.1)
IL-10
500, CD40 CD80
150- * 1200 %
4004
o 100 8
0. (ml
_, 3004 100 . —
E —
E) s 0,0 v o %% = bt —
Zo— . 80 o [u]
= 2004 S o0 =) o g ©go —] [u]
=] o [m]
50 o o o
1004 601 ®o®
, , i \ ol— . . . 40— . T T
&S & » \Q‘? \V»Q <& \\/'\/0 X \V»Q <& \QQ
& & & ¥ > & &
N N \at A \at <X
o & N

MDM: monocyte-derived macrophages. M1: pro-inflammatory macrophages activated by LPS + IFNy.
ETA: etanercept. ADA: adalimumab. TCZ: tocilizumab. RTX: rituximab. (A) IL-10 secretion was
measured in cell culture supernatants, after 1 day of M1 activation in the presence of the indicated
bDMARD, using cytometric bead array (10 RA patients and 11 healthy donors). (B) Quantification of
IL-10 secretion after 1L-10 neutralization (4 healthy donors). (C) Surface marker expression assessed
by flow cytometry, in M1 MDM, treated or not with the indicated anti-TNF, in the presence or not of IL-
10 neutralizing antibody. Results are standardized to M1 MDM treated by anti-TNF agent (RA patients
and healthy donors). Non-activated MDM and M1 MDM cultivated in the presence of the indicated
bDMARDs were compared to M1 MDM *: 0.01<p< 0.05 (Student paired t-test or Wilcoxon matched

pairs test).
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Background: Anti TNF drugs have been widely used in rheurnatoid arthritis (RA) but only 70 to 80 % of patients
respond to this therapy. Exploring the mode of action of anti-TNF drugs rermains important in order to improve the
efficiency of the treatment and enhance our knowledge of inflammation TNF-a exists as classical soluble cytokine as
well as transmembrane protein (tmTNF-a). Evidence suggests that tmTMF-a can induce reverse signaling. In the present
study, we have explored consequences of reverse signaling in human monocytes using certolizumab pegol (CZP).
Methods: Monocytes were purified from healthy blood donors and were incubated with CZP. Nuclear translocation of
Mudlear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) was evaluated by wide-field microscopy and cell fractionation. Heme
oxygenase 1 (HO-1) was assessed by RT-qPCR and western blot. Monocytes were stimulated with lipopolysaccharide
(LPS). IL-1[3 was quantitated by RT-qPCR Reactive oxygen species [ROS) were evaluated by flow cytometry using the

Results: CZP induced rapid minimal ROS production and Nrf2 nuclear translocation This was followed by HO-1 mRENA
and protein production. IL-13 induction by LPS was inhibited at the mRNA and protein level. At a later time-point, CZP
was able to counteract the strong preduction of ROS induced by LPS.

Reverse signaling was suggested by short kinetics of Nif2 translocation, extensive washing of CZP and the use of

Conclusion: Our data suggest a novel mechanism of ROS modulation by CZP. This observation sheds new light on the
function of reverse signaling and on potential mechanisms of action of anti-TNF drugs.

Keywords: Transmembrane TNF-g, Reverse signaling, Anti-TNF, Monocytes, Nrf2, Reactive oxygen species,

Background

Anti-TNF drugs have been widely used in rheumatoid
arthritis (RA) for more than 15 years [1]. Only 70-80 %
of patients respond to this therapy. To date, there is no
explanation for this lack of efficacy [2]. Further under-
standing of the mode of action of anti-TNF drugs is
much needed to improve the efficacy of the treatment
and enhance our knowledge of inflammation.
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The rationale for anti-TNF therapy in RA is the in-
hibition of the cytokine cascade, such as IL1, IL6 and
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor {GM-
CSF) [1]. In addition to neutralizing soluble TNF-a, anti-
TNF may also induce signal reverse via transmembrane
TNF- o (tm TNF-ar) [3]. TNF-a, and most of the other
members of the TNF superfamily are also transmembrane
proteins. Evidence suggests that the membrane-integrated
ligands can receive signals and act as receptors, which can
transmit feedback signals, called reverse signaling, into the
cell [4, 5]. A previous study showed that pre-treatment of
monocytes with anti- TNF induces the resistance of mono-
cytes to lipopolysaccharide (LPS) [6]. In monocytes from

© 2016 Bayer et al Open Access This artide is digibuted under the terms af the Crative Commans Attribution 40
International License (i oeatiecomma ns.omficenses @00, which permits unrestricted use, digribution, and
repradudion in any medium, pravided you give appropriate credit ta the adginal authory and the source, pravide a link ta

the Creathve Cammaons license, and indicate f changes were made. The Creative Cammans Public Domain Dedication wateer
{htt pedfereat e ommeans.ongpubliclomainzena | 0F) applies to the data made available in this article, urkess othenwise stated.
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patients with RA, anti-TNF stimulation was shown to
decrease the secretion of inflammatory cytokine and
to induce apoptosis [7]. These observations were at-
tributed to reverse signaling. The role of reverse sig-
naling in the initiation and perpetuation of arthritis is
not established.

Monocytes are attractive targets for the treatment of RA
[8]. Our laboratory is interested in the characterization of
the role of tm-TNF-a in monocytes as a possible cell tar-
get of anti-TNF, which is now commonly used in the treat-
ment of RA. In a previous study, we investigated the role
of TNF-a and adalimumab on CD36 expression in human
monocytes. F(ab')2 fragment obtained from adalimumab
induced an increase in CD36 expression due to reverse
signaling depending on reactive oxygen species (ROS) [9].
As nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) is in-
duced upon ROS production [10-14] and is involved in
CD36 induction [15, 16], we hypothesized that it could be
induced by anti-TNF. Nrf2 is a redox-sensitive basic leu-
cine zipper transcription factor involved in the transcrip-
tional regulation of many antioxidant and cell protective
genes. It plays a role in the control of inflammation. For
example, genetic disruption of Nif2 in different mouse
models increases the mortality of mice in response to sep-
tic shock, increases the severity of arthritis, and leads to
severe allergen-driven airway inflammation and hyper-
responsiveness [17, 18].

HO-1 is an enzyme regulated by Nrf2 [19]. In inflamma-
tion, heme oxygenase 1 (HO-1) protects cells from oxida-
tive damage during stress [20]. In a model of genetic
inactivation of HO-1, mice are vulnerable to mortality and
hepatic necrosis when challenged with endotoxin [21]. In
a human case of HO-1 deficiency the patient presented
with growth retardation, anemia, iron deposition, and vul-
nerability to stressful injury [22]. Endothelial cells from
mice with HO-1 knockout (KO) have enhanced sensitivity
to complement [23]. Anti-inflammatory effects of HO-1
usually result from the degradation of pro-inflammatory
free heme, and the production of the anti-inflammatory
compounds as carbon monoxide (CO), biliverdin/bilirubin
and free iron [24]. HO-1 could thus be a therapeutic
target in RA.

In this work we thus used certolizumab pegol (CZP)
to investigate the induction of Nrf2 through tmTNF-a.
CZP was chosen because it is a monovalent Fab anti-
TNF antibody linked with a polyethylene glycol (PEG)
fragment that has no Fc fragment [7, 25]. We showed
that CZP induced rapid ROS induction and nuclear
translocation of Nrf2 and expression of HO-1. Moreover,
LP5-induced ROS expression and IL-1 production were
attenuated by CZP, suggesting an effect on toll-like re-
ceptor (TLR}4-induced inflammation. Qur data point to
a mechanism, which, due to reverse signaling, may regu-
late inflammation.
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Methods

Reagents

LPS from Eschericia coli 055B5 was purchased from
Sigma (5t Louis, MO, USA). Nif2 (H300) antibodies
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
TX, USA), antirabbit IgG horse radish peroxidase
(HREP)-linked antibodies, Alexa Fluor 488 F(ab"2 anti-
rabbit Ig(3, tatabox binding protein (TBP) and HO-1
(P249) antibodies were purchased from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA) and glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) (ABS16) antibodies
were purchased from Millipore (Temecula, CA, USA).
Blocking antibodies against TNF receptor 1 (TNFR1)
{clone #16805) and TNFR2 (clone #22210) were pur-
chased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
Anti-CD14 (HCD14) antibody was from Biolegend, San
Diego, CA, USA. H,DCFDA (C-2938) was purchased
from Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). The 4'6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) was purchased from
Biolegend (San Diego, CA, USA). The diphenyleneiodo-
nium chloride (DPI) and wortmannin inhibitors were
purchased from Sigma.

Preparation of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and monocyte purification

PBMC were isolated from healthy blood donors (Etablis-
sement Frangais du Sang Transfusion Center, Toulouse,
France). Ethical approval was obtained from the Transfu-
sion Center. Informed consent was obtained from blood
donors. PBMC were separated by ficoll density gradient
centrifugation at 700 g for 20 minutes. They were then re-
suspended in PBS 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and thoroughly washed (centrifugation at 350 g
for 8 minutes six times). The percentage of monocytes
was evaluated by flow cytometry on a FACSCalibur cyt-
ometer (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) with an
anti-CD14 (HCD14) antibody (Biolegend, San Diego, CA,
USA)). CD14+ monocytes were purified by negative
immunomagnetic bead separation wusing Dynabeads
Untouched Human Monocytes kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Purity of CD14+ monocytes
was >90 %. Monocytes were then incubated in Macro-
phage SFM medium (Life Technologies) and plated one
hour before applying any treatment. Cells were incubated
with CZP (5 pg/ml) for the indicated times, then thor-
oughly washed as described [6, 25].

Quantitative real-time PCR

Total RNA from 4x 10° monocytes was isolated using
High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) and complementary DNA (cDNA)
synthesized with RevertAid Minus Reverse Transcriptase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Gene
expression was performed using LightCycler 480 SYBR
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Green Master Mix and LightCydler 480 System instrument
{Roche Diagnostics GmbH). All primers were designed
using ProbeFinder Software (Roche Applied Science
website), and synthetized by Sigma Life Science (St Quentin
Fallavier, France) (Table 1).

ROS measurements

For intracellular ROS measurement, we used the
H,DCFDA compound. Monocytes (4x 10° cells) were
grown in a 24 well-plate in 0.5 ml Macrophage SFM
medium. All treatment conditions were performed in
duplicate. Monocytes were incubated, or not, for 5, 15
and 30 minutes with 5 pg/ml of CZP. Then, culture
medium was discarded and replaced by PBS containing
2 pM H,DCFDA. Monocytes were incubated for 30 mi-
nutes and then detached from the well in 300 pl of PBS
5 mM EDTA at 4 °C. The level of fluorescence (geomet-
ric mean) was measured by flow cytometry on a FACS-
Calibur cytometer.

In another experiment, monocytes were incubated, or
not, for 1 h with 5 pg/ml of CZP, washed three times
with medium to remove unfixed CZP, and then incu-
bated for 18 h in medium containing LPS. The ROS pro-
duction was then measured. All cytometry data were
analyzed by FlowJo (TreeStar Inc, Ashland, OR, USA).

Western blot analysis

Total extracts from 4 x 10° monocytes lysed in 50 pl of
Laemmli buffer were denatured at 95 °C for 10 minutes
and sonicated: 15-20 pl were run on Novex NuPAGE
4-12 % Bis-Tris mini gels and transferred on nitrocellulose
membrane with X-Cell blot module (Life Technologies).
After incubation with primary and secondary HRP-
coupled antibodies, labeled proteins were visualized
by enhanced chemiluminescence with ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) on a ChemiDoc XRS5+ imaging
system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
All images were analyzed with the Image Lab 5.0
software (Bio-Rad). Antibodies to GAPDH and TBP
were used to normalize the loading quantities of pro-
tein in the different lanes of the gels.

Preparation of nuclear extracts

Monocytes (4-5 x 10%) grown in 6-well plates and 2 ml
of Macrophage SFM medium were scraped in 1 ml of

Table 1 Primers sequences used for gPCR

Gene  Aocession Forward primer Reverse primer
number

gapdh 040381 cagodtcaagatcattagca gQEmMOgggrigcagrgat

hmoxl NM_ 0021332 ggoagagogrgatagaagagg  agotcCtjoaactoctoaaa

18 NM 0005762 aaagoitggtgatgtctogic  ggacatggagaacaccactty
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ice-cold PBS supplemented by protease inhibitor cocktail
(PIC, P8340, Sigma) at 1:100 dilution and harvested at
800 g and 4 °C for 4 minutes. Cells were resuspended in
50 pl of lysis buffer (10 mM TRIS pH 7.3, 1 mM MgCl2,
250 mM sucrose, 0.25 % NP40, 1:50 PIC) and left on ice
for 10 minutes. After centrifugation at 1500 g for 4 mi-
nutes at 4 *C, the nuclear enriched pellet was lysed in
50 pl of Laemmli buffer. The lysates were denatured for
8 minutes at 95 *C and sonicated before westemm blot
analysis.

Immunoflucrescence microscopy

Monocytes (3 x 10° cells) in 0.5 ml of Macrophage SFM
medium were plated for 1 h on a glass coverslip in a 24~
well plate and incubated, or not, by 5 pg/ml CZP. After
30 minutes, the medium was removed by aspiration and
cells were fixed and permeabilized with 250 pl methanol
at 80 % over 4 minutes at —20 *C. After washing with
PBES and PBS 0.25 % BSA, cells were incubated with the
Nif2 (H300) antibedy at 1:250 dilution for 1 h. Cells
were rinsed three times with PB5-B5SA and then incu-
bated with secondary anti-rabbit AF488 antibody for an-
other 1 h. DAPI at a final concentration of 0.3 pM was
added for 10 minutes and cells were washed another
three times with PBS-BSA. The coverslip glass was
mounted on a microscopic slide with Mowiol mounting
medium. All observations were made on an Apotome
Zeiss device equipped with ax 63 objective. Images were
obtained using Zen software (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Germany).

Statistics

All experiments were performed more than three times.
The values are expressed as the mean + standard devi-
ation (SD). The ¢ test was used to assess the significance
of differences between two conditions. All p values are
two-sided, and p values equal to or below 0.05 were con-
sidered significant.

Results

Anti-TNF induces RO5 production and nuclear
translocation of Nrf2 translocation in human monocytes
In a previous report, we observed that the increase in
CD36 expression induced by the anti-TNF agent adali-
mumab was dependent on nicotinamide adenine di-
nucleotide phosphate-oxidase (NADPH) activation [9].
We showed that CZP induces cytoplasmic ROS produc-
tion shortly after incubation (within 5-30 minutes) with
monocytes (Fig. 1a). As Nrf2 is involved in the response
to ROS and is involved in the regulation of CD36 ex-
pression [16], we assessed its nuclear translocation in
monocytes. As shown in Fig. 1b, the anti-TNF CZP in-
duced the nuclear translocation of Nirf2. Nuclear trans-
location was also confinmed by western blot of cellular
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and nuclear extracts (Fig. 1c). Expression of Nrf2 in the
nucleus increased rapidly after incubation with anti-TNF
(Fig. 1d).

Anti-TNF induces HO-1

To further illustrate the functionality of the targeting of
Nrf2 by anti-TNF we assessed the messenger RNA
(mRNA) production of HO-1, a key enzyme implicated
in heme degradation and regulated by Nrf2 [19]. As
shown in Fig. 2a, CZP induced a twofold increase of
HO-1 mRNA after 4 h of cell culture. A similar increase
in HO-1 protein was also observed after 6 and 16 h of
cell culture (Fig. 2b-d).

Induction of HO-1 by anti-TNF is dependent upen ROS
preduction and PI3 kinase activity

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
[NADPH] is a major source of ROS [26] which, as a
source of stress, are involved in the activation of Nrf?
[11-13]. To test if NADPH was implicated in HO-1 in-
duced by anti-TNF, we used an inhibitor of ROS produc-
tion induced by NADPH, DPL Figure 3a and b show
that DPI used alone induced ROS on its own, as already
described [27]. However, DPI consistently inhibited the
induction of HO-1 observed with CZP, indicating a role
for NADPH in the induction of HO-1. PI3k is activated
by calcium flux and has been reported to activate
NADPH oxydase [28]. As shown in Fig. 3a and b,
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wortmannin, a PI3K inhibitor, completely blocked the
induction of HO-1 observed with anti-TNF CZP. This
suggests that PI3K is involved in the induction of HO-1
by CZP.

Induction of HO-1 is not due to TNFR and results from
reverse signaling

Induction of HO-1 may result from blocking the inter-
action of TNF-a with its receptors. To elucidate whether
the induction of HO-1 by anti-TNF results from a re-
verse signaling phenomenon we inhibited the TNFR1
and TNFR2 by specific blocking antibodies. As shown in
Fig. 4, the anti-TNF-induced increase in HO-1 expres-
sion was still observed in the presence of the anti-
TNFR1 and TNFR2 blocking antibody. This suggests
that the induction of HO-1 by CZP was not mediated by
TNFR and thus, resulted from reverse signaling.

CZP inhibits LPS-induced IL-1[5 and ROS production

Previous studies have shown that anti-TNF decreases
the sensitivity of TLR signaling in monocytes [6, 29].
The mechanism has not been reported in detail As HO-
1 and Nrf2 are reported to be involved in the regulation
of TLR4 signaling [30, 31], we investigated the impact of
anti-TNF on TLR-4-induced ROS production. In a first
step, we validated the repression of LPS-induced IL1p by
anti-TNF. After short incubation of monocytes with
CZP, cells were extensively washed and analyzed. As
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shown in Fig. 5, CZP induced a decrease in LPS-induced
IL1f production at the mRNA (Fig. 5a) and protein
(Fig. 5b), levels. This suggested that CZP modulated the
TLR4mediated inflammatory signal. We then evaluated
the modulation of LPS-induced ROS by CZP. We ob-
served (Fig. 5¢) that pre-treatment of monocytes with
CZP, significantly inhibited the ROS production in-
duced by TLR4 stimulation with LPS. A representa-
tive cytometry experiment is shown in Fig. 5d. This
suggests that engaging tmTNF-a modified the mono-
cyte response to LPS.

Discussion
In this work, we showed that anti-TNF CZP induced rapid
ROS production and subsequent nuclear translocation of
Nrf2 in human monocytes. As a consequence, HO-1 ex-
pression was increased. Moreover, LPS-induced IL18 and
ROS production were inhibited by CZP. To our know-
ledge, this is the first description of Nrf2 activation and
ROS modulation by anti-TNF via reverse signaling.
Reverse signaling has been characterized on the basis
of several factors. First, induction of HO-1 was still ob-
served in the presence of specific anti-TNF receptors 1
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and 2 blocking antibodies and thus, did not result from
TNF-u neutralization by CZP. Second, TNF-a itself is
known to induce Nrf2 [32]. If our results were due to
mere neutralization of soluble TNE results opposite to
ours would have rather been observed on HO-1 and
Nif2. Third, the kinetics of the induction of ROS were
rapid and inhibition of TLR signaling after washing away
the anti-TNF was still observed. A more direct approach
would probably be to test monocytes with knocked
down TNFR1/2 and with expression of non-cleavable
TNE. However, we observed that these cells express high
levels of Nrf2 when transfected with small interfering
RNA (siRNA) or infected with viruses (our unpublished
data), making this approach difficult.

The mechanism leading to Nif2 activation is likely to
be due to the relatively small amount of induced ROS as
early as 5 minutes after stimulation with anti-TNF (10—
50 % increase). Qur data suggest that reverse signaling
in monocytes is an immediate or early event that con-
trols subsequent monocyte activation. LPS stimulation
induced a much stronger increase (400 %) in ROS that
was potently reduced by CZP in a 16-h timeframe.
Moreover, CZP, like adalimumab [9], induced CD36 ex-
pression (see Additional file 1). Altogether, the induction
of CD36, the resistance to LPS and the rapid induction
of Nif2 by anti-TNF may represent features of macro-
phage polarization to an anti-inflaimmatory activation
phenotype. As a comparison, IL4 has been shown to de-
liver a signal that counteracts LPS-induced polarization
and induces CD36 [33, 34]. Future experiments will
determinethe consequences of reverse signaling induced
by anti-TNF on monocyte polarization.

Besides playing a role in the removal of ROS-induced
electrophiles and protection of cells from injuries, Nrf2
play a role in the control of inflammation [35]. In a
mouse model of colitis, inflammation was increased in
the colonic tissues of Nrf2-/- mice compared with their
wild-type Nif2+/+ counterparts [36]. Nrf2 is activated in
the joints of arthritic mice and of patients with RA [18].
Data exploring the existence of a link between response
to anti-TNF and induction of Nrf2 in RA are needed.

Induction of HO-1 in arthritis has been the topic of a
large number of publications. A study reported that
infliimab, an anti-TNF agent, increased HO-1 expres-
sion in human monocytes from patients with RA [37].
The authors suggest that it resulted from the inhibition
of the downregulation of HO-1 by TNF-a. However, the
persistence of HO-1 induction with anti-TNF-R blocking
antibodies observed in our study suggests an active
mechanism of anti-TNF in HO-1 induction [32]. At the
cellular level, HO-1 decreases the secretion of metallo-
proteases by chondrocytes [38]. It has also been shown
to inhibit phospholipase A2 induced by TNF-a in syn-
ovial fibroblasts in RA [39] and has been reported to
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favor protection of the endothelial cells to complement
injury [23]. Thus, HO-1 may be related to the resolution
of inflammation and arthritis.

An important result of this work appears to be the
inhibition of the TLR pathway reverse signaling in-
duced by anti-TNF. Such inhibition has previously
been reported, but no clear mechanism was proposed
[5]. Our present data on the decreased IL-1p produc-
tion by CZP confirm those published by Nesbitt et al.
and further show that inhibition occurs at the level of
specific mRNA production [25]. A recent publication
reported that IL-6 is also inhibited in mouse macro-
phages [40]. This needs to be explored in human
macrophages.

Conclusions

Figure 6 depicts our data and our current view of reverse
signaling induced by CZP. Our current study describes
antioxidant response induced by anti-TNF-induced re-
verse signaling in monocytes. Induction of Nrf2 and
HO-1, and decrease of LPS-induced ROS and IL-1p in
monocytes, may contribute to the therapeutic effects of
anti-TNF agents in inflammatory conditions.

Antioxidant
Response

Anti-inflammatery

Fig. 6 Schematic representation of certalzumab pegal (C47 action on
trarsmembrane TNF {im{NF) and subsequent regulation. The Anti-TNF
agent CZP induces rapid reactive oxygen species (R0S) production
through its binding to tmTNF-a. Muclear factor (erythroid-derved
2-like 2 (N2} is translocated to the nucleus. Heme oxygenase 1

(HO3-1) and C038 are induced. The tolHike receptor 4 (1LA4) ligand
lipopolysaccharide (LPS), which mimics some of the tiggers of meuma-
taid arthritis {RA), induces srong production of ROS and IL-16, which
are both inhibited by pretreatment with CZP
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Additional file

Additional file 1: Induction of C036 by cerolzumab pegol (CZP)L
Human manocoyties were incubated for 24 hours with 5 po/ml CZP. (D35
expression was evaluated by flow cytometry using antHCD36-PE antibody.
Summary of five independent experiments: @ <001, M geometric mean of
fluorescence intensity. (TF 97 ko)
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Abstract

receptor 4 (TLR4) and interferon y (IFMN- v stimulation.

MoDC.

Introduction: Our chjective was to assess the capacity of dendrimer aza-bis-phosphonate (ABF) to modulate
phenotype of menocytes (Mo) and monocytes derived dendritic cells (MoDC) activated in response to toll-ike

Methods: Mo (n = 12) and MoDC (n = 11) from peripheral blood of healthy donors were prepared. Cells were
preincubated or not for 1 hour with dendrimer ABP, then incubated with lipopolysaccharide (LPS; as a TLR4 ligand)
and (IFM-y) for 38 hours. Secretion of tumor necrosis factor a (TNFa), interleukin {IL) -1, IL-6, IL-12, IL-10 and IL-23 in
the culture medium was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and Cytokine Bead Array.
Differentiation and subsequent maturation of MoDC from nine donors in the presence of LPS were analyzed by
flow cytometry using CO80, CO86, COA3 and CD1a surface expression as markers.

Results: Mo and MoDC were orientated to a pro-inflammatory state. In activated Mo, TNFa, IL-13 and IL-23 levels
were significantly lower after prior incubation with dendrimer ABP. In activated MeDC, dendrimer ABP promoted
IL-10 secretion while decreasing dramatically the level of IL-12. TNFa and IL-6 secretion were significantly lower in
the presence of dendrimer ABP. LPS driven maturation of MoDC was impaired by dendrimer ABP treatment, as
attested by the significantly lower expression of CDBD and CDEA.

Conclusion: Our data indicate that dendrimer ABP possesses immunomodulatory properties on human Mo and
MoDC, in TLR4 + IFMN-y stimulation model, by inducing M2 alternative activation of Mo and promoting tolerogenic

Introduction

Cells from the myelo-monocytic lineage are involved in
the pathophysiology of rheumatoid arthritis {(RA) [1]. Mac-
rophages and dendritic cells are thought to present arthri-
togenic peptides during the initial phase of the disease,
leading to the activation of CD4+ T lymphocytes [2]. Mac-
rophages also secrete pro-inflammatory cytokines (TNFg,
IL-1 and IL-6), which are responsible for the inflammation
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symptoms. Macrophage-like synoviocytes (MLS) are de-
rived from the monocytic lineage and participate in the
production of cytokines and chemokines in siti, thus con-
tributing to the proteolytic degradation of the cartilage [3].
In addition, osteoclasts are derived from a monocytic pre-
cursor [4].

Polarization of monocytes is a current concept derived
from that of T cell polarization. Classically, the prototyp-
ical pro-inflammatory M1 polarization is obtained by acti-
vation mediated by LPS + IFN-y or TNFa. Conversely,
M2 polarization corresponds to a series of phenotypes ob-
tained after a so-called “alternative” activation by IL-4 or
IL-13 [5,6]. Although M1 produces IL-12, the different
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M2 phenotypes share high levels of IL-10 production. On
a functional point of view, M2 macrophages are involved
in immunoregulation and tissue reparation. Considering
the characteristics of M1 and M2 phenotypes with regard
to cytokine production, the IL-12:IL-10 balance has been
proposed to evaluate the polarization of macrophages in
inflammatory conditions [5].

Although their precise role in RA is not completely
understood, dendritic cells (DCs) are most important in
the initiation of the immune response. They are pro-
fessional antigen presenting cells and ako secrete pro-
inflammatory cytokines, depending on the stimulation [7].
Besides their role in inflammation, tolerogenic DCs par-
ticipate in immunoregulation through the production of
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), the production of IL-
10, and the regulated expression of their co-stimulatory
malecules, such as CD80 and CD86 [8]. Their role in RA
could thus be different according to the pattern of stimu-
lation in their environment.

Toll-like receptors (TLR) expressed at the surface of Mo
and DC are responsible for early, powerful and non-
specific immune reaction in response to danger signals.
They are capable of initiating adaptive immune response
as well as regulating co-stimulation, cytokine and chemo-
kine secretion [9]. A central role of TLR in the initiation
and/or maintenance of RA has been proposed On the one
hand, TLR2 and 4 are capable of recognizing endogenous
proteins among which some are of synovial origin (Hsp60,
fibrinogen, hyaluronic acid) [10-16]. On the other hand,
TLR2 and 4 recognize infectious targets either latent or
persistent in the organism [17-22]. TLRs have the capacity
to initiate and maintain an inflaimmatory reaction in re-
sponse to endogenous danger signals and thus represent
good candidates for the long-term inflimmation of RA
[23]. The induction of co-stimulation molecules on APC
by TLR may contribute to the initiation phase of the dis-
ease as well as to the vicious circle of inflammation follow-
ing the as yet unidentified triggering phenomenon [23].

Dendrimer ABP (aza-bis-phosphonate) is a synthetic
hyper-branched nanomolecule which belongs to the family
of phosphorus-containing dendrimers (Figure 1) [24].
Dendrimer ABP has shown promising results in the
treatment of experimental arthritis [25]. We have demon-
strated in two murine models that this dendrimer inhibits
arthritis and bone erosion by decreasing pro-inflammatory
cytokines, increasing anti-inflammatoryeytokines as well
as inhibiting osteoclastogenesis [25]. Moreover, in human
cultures, dendrimer ABP has shown immunomodulatory
properties targeted to Mo leading to M2 activation [26],
amplification of IL-10 producing CD4 T cells [26]. However,
this has not been previously tested in pro-inflammatory
conditions.

IFN-y has been shown to prime cells for TLR4 induc-
tion of pro-inflammatory cytokines [27]. In this current
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study, we have analyzed the potential mechanism through
which dendrimer ABP may act to modulate inflammation.
We thus have chosen to orientate Mo as well as DC to-
wards an anti-inflaimmatory state using dendrimer ABP
before applying a classical pro-inflammatory protocol
using TLR4 ligand LPS in the presence of IFN-y. Pro-
inflammatory cytokines supposed to be involved in RA,
such as TNFaq, IL-1p, IL-6, IL-12 and IL-23, were studied.
Anti-inflammatory cytokine IL-10 involved in regulation
of the immune response and in tolerogenic phenotype of
DC was also examined.

Materials and methods

Isolation of monocytes

Peripheral blood mononucleated cells (PBMCs) were ob-
tained from normal blood donors of the Etablissement
Francais du Sang (EFS), Toulouse, France. Informed writ-
ten consent was obtained from all blood donors, and the
study protocol was approved by the INSERM-EFS ethical
committee. Briefly, CD14+ monocytes were purified
from PBMC isolated on Pancoll (Pan Biotech, Aidenbach,
Germany) by negative sorting using Dynabeads (Dynabeads
Untouched Human Monocytes, Invitrogen, Oslo, Norway).
Purity was measured by flow cytometry (FC-500 Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) using a CD14-FITC antibody
(clone HCD14, Bio Legend, San Diego, CA, USA). Data
were analyzed using FlowJo (Tree Star). Purity was >90%.

Culture and activation of monocytes

Menocytes were cultured at 37°C, 5% CO», 100% humidity
in RPMI-1640-Glutamax (Gibco; Paisley, UK) containing
10% fetal calf serum (FCS) (Gibeo), penicillin (100 U/ml;
Gibeo), streptomycin (100 pg/ml; Gibeo), non-essential
amino acids (1%; PAA, Pasching, Austria), and sodium
pyruvate (1%; Sigma-Aldrich).

Monocytes were first incubated with dendrimer ABP
(10 pM) for one hour. They were then activated in the
presence of LPS from E coli (20 ng/ml; Sigma-Aldrich)
and IFN-y (250 U/ml) [28] for 38 hours for optimal
cytokine production. No cell death was observed in the
presence of dendrimer ABP, as expected from the study
by Poupot et al. [24], using flow cytometry Forward
Scatter and Side Scatter.

Generation and activation of monocyte-derived dendritic
cells (MoDC)

Immature MoDC were generated according to Sallusto
and Lanzavecchia [29]. Briefly, monocytes (0.8 x 10%/ml)
were cultured in the presence of rIL-4 (50 ng/ml; Pepro-
Tech, Rocky Hill, NJ, USA) and rGM-CSF (100 ng/ml;
PeproTech) for six days. Culture media was complete 10%
FCS RPMI-1640. The phenotype was analyzed on FC-500
Coulter flow cytometer using the following antibodies anti
CD14-FITC (clone HCD14, BD Biosciences), CD11c-APC
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(clone 3.9, Bio Legend), CD1a-APC (clone HI149, BD
Biosciences), CD80-PE (clone 2D10, Bio Legend), CD83-
PerCP Cy5.5 (clone HB15e, Bio Legend), CD86-Alexa
Fluor 488 (clone IT2.2, Bio Legend) and corresponding
isotype controls. Data were analyzed using Flow]o
{Tree Star).

MoDC were cultured at the final concentration of
02%10%ml in complete 10% FCS RPMI-1640 media
and treated as Mo with regard to activation.

Production of cytokines

Cultured supernatants were collected and kept at -80°C
until analysis. Concentrations of IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12
and TNFux were determined simultaneously using Cytomet-
ric Bead Array (Human Inflimmatory Cytokine Kit, BD
Biosciences). Data acquisition was performed on a FACSCa-
libur (BD Biosciences) and analysis was performed using
FCAP Array v3 (Soft Flow). IL-23 was quantitated by ELISA
(Ready-SET-Go, eBioscience, San Diego, CA, USA) on a
Varioskan Flash (Thermo Scientific) spectrophotometer and
analyzed using the SkanIt™ (Thermo Scientific) program.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Stata 12
{Statacorp LP). A bilateral paired Student's ¢ test was
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performed when variables followed a Gaussian distribu-
tion (Shapiro-Wilk test). A paired rank Wilcoxon test
was used when applicable. Statistically, P <0.05 was con-
sidered as significant with 95% interval confidence.

Box plots (Figures 2 and 3) represent the 250 and 750
percentiles (interquartile range, IQR). The ends of the
whiskers are the lowest and highest values, respectively.

When data did not follow normal distribution (Figure 4C)
SD or SEM could not be calculated. Bars represent the 75™
percentile.

Results
Actions of dendrimer ABP on pro-inflammatory cytokine
production by activated monocytes
The structure of dendrimer ABP (mw = 5,820 Da) is
shown in Figure 1 [24-26]. We evaluated the secretion of
TNF, IL-1B, IL-6, IL-23 and IL-12 by monocytes from 12
healthy blood donors in 12 independent experiments.
Monocytes were pre-incubated in the presence or the ab-
sence of dendrimer ABD, and then activated by IFN-y, LPS
and the association of LPS + IFN-y, which is known to in-
duce a typical M1 phenotype [5]. Data are presented as
box plots in Figure 2 and in Table 1.

IFN-y alone was not able to induce any studied cyto-
kine. Dendrimer ABP alone induced only a modest and
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non-statistically significant production of IL-6. LPS LPS + IFN-y was required to obtain higher production of
alone was sufficient to induce significant secretion of TNFa. IL-12 secretion was obtained only with the com-
TNFx , IL-1p and IL-6 by monocytes, but the association  bination of LPS + IFNy, as expected from references
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[30,31], with a very heterogeneous response among the
different samples.

Dendrimer ABP at 10 pM induced a profound inhib-
ition of the production of TNFx (P = 0.0005) but also a
significant decrease of the secretion of IL-1f (P =
0.0186). On the opposite side, we cbserved a slight but
non-significant increase of IL-6 under the action of den-
drimer ABP after stimulation of monocytes by LPS and
by LPS + IFN-y. IL-12 production was completely inhib-
ited by dendrimer ABP (P = 0.0159).

IL-25 production is mostly due to monocytes and DC
activated by danger signals, such as those provided by
TLRs [32]. Due to the importance of Thl7 in arthritis,
IL-23 production was investigated. Secretion of IL-23 by
monocytes was induced in eight independent experi-
ments (Figure 2 and Table 1). Stimulation with LPS and
with LPS + IFN-y induced IL-23 secretion. In both

Table 1 Summary of cytokine secretion by Mo and MoDC

cages, pre-incubation with dendrimer ABP induced a
significantly lower production (respectively, P = 0.0431
and P = 0.05360). Stimulation by IFN-y alone did not in-
duce IL-23 production above control. Dendrimer alone
did notinduce IL-23 secretion.

Actions of dendrimer ABP on pro-inflammatory cytokine
production by MoDC

Cytokine production by activated MoDC in 11 donors
was measured in the same conditions as with monocytes
{(Figure 3) but IL-1p production was never observed,
whatever the conditions (Table 1). LPS alone induced
significant production of TNFx and IL-6. Dendrimer
alone was never able to induce the secretion of the dif-
ferent cytokines. Again, dendrimer ABP has a clear-cut
effect on TNFa, decreasing the production induced by
LPS + IFN-y (P = 0.0033).

Cytokines (pgfmil) Control; median (IQR) LP5 + IFN-y; median (IQR) LP5 + IFN-y + ABP; median [IQR) P

Mo IL-12 o (00 10010 oo o 00158
Mo IL-10 O (0 5) 205 (110; 340) 328 (205 355) ns
Mo TNFa o (&) 617 (302,913 147 (82:195) 0.0008
Mo IL-1B 00 448 (232, 953) 251 (155 £83) D085
Mo IL-6 175 (57: 403) 10,068 (5074; 13,251) 11682 (7537; 17.425) ns
Mo IL-23 115 (53 181) 277 (188, 521) 184 (137 244) 0036
MoDC IL-12 o (o) 45 (9 166) oo, 5) 00038
MoDC IL-10 o (00 117 (53: 176) 278 (157 2&0) 0001
MoDC THFa o (0 5) A58 (374; 7EE) 241 (145, 481) 00033
MeDC IL-1f 000 0o 010, 8 ns
MeDC IL-6 13 (@ 25) 10,255 (7,262, 12,854) 8131 (5,060, 11,310 ns
MoDC IL-22 130 (41; 152) 172 (104; 385 134 (53; 245 ns

Cytokines were measured in the supernatant of Mo and MoDC cultures. Concentrations were measured in the absence af stimulation {contral} and after activation
with LPS 4 IFN-y with or without prior incubation with dendrimer ABP. Results are fram 12 {Ma} and 11 (MaDC} blood donors, respectively. ABP, aza-bis-phasphonats;

IR~y interfe ron-gamma; IL, interdeuking KR, interquartile rangs; LPS, lipopalysaccharide; Ma, monooytes MalC, monocyte derived dandritic calls.
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Only the LPS + IFN-y stimulation was able to induce
IL-23 production. However, this production was not
significantly diminished by dendrimer ABP. As we ob-
served with monocytes, MoDC produced IL-12 after
stimulation with LPS and IFN-y, with a heterogeneous
response, and this production was totally inhibited by
dendrimer ABP.

Stimulation by LPS or LPS + IFN-y induced a signifi-
cant IL-6 production. However, no significant decrease
of IL-6 was observed in the presence of dendrimer ABP.

Dendrimer ABP favors IL-10 over IL-12 production in
MoDC

In DC, the production of IL-10 is characteristic of tol-
erogenic DC which possess an immunomodulatory anti-
inflammatory activity. We have analyzed the secretion of
both cytokines in MoDC from 11 bloed donors, in 11
independent experiments (Figure 5 and Table 1). In ac-
cordance with the literature, the level of IL-10 produc-
tion by MoDC was weakest in the presence of IFN-y,
which is known to inhibit IL-10 [33]. The effect of
dendrimer was different according to the mode of cell
activation. In the absence of IFN-y (LPS alone) the pro-
duction of IL-10 by MoDC was significantly diminished
(P = 0.0135). However, in the LPS + IFN-y stimulation,
IL-10 production was down-regulated by IFN-y com-
pared to LPS alone. Dendrimer ABP prevented down-
regulation of IL-10 induced in the presence of IFN-y
during TLR4 stimulation (P = 0.001).

Similar to Mo, IL-12 production was obtained only in
the presence of LPS + IFNy; the level of IL-12 was
significantly lower in the presence of dendrimer ABP.

The resulting IL-12:IL-10 ratio was significantly de-
creased in MoDC stimulated by LPS + IFN-y and pre-
treated by dendrimer ABP (P = 0.0051) (Figure 4B). This
is strongly in favor of an anti-inflammatory activity.

In monocytes, a decrease of the IL-12:AL-10 ratio in
the presence of dendrimer was observed but did not
reach statistical significance although donors with the
highest initial IL-12:IL-10 ratios were the ones which
were the most affected by dendrimer ABP (Figure 44).

Dendrimer ABP affects the phenotype of TLR4-activated
MoDC

In addition to the TCR stimulation, two other signals
are indispensable for the activation of T lymphocytes:
engagement of co-stimulation molecules and cytokine
signaling. We thus have looked at the expression of
CD80 and CD86 by MoDC in flow cytometry ex-
periments. A decrease of CDla and an increase of
CD83 were also examined as markers of maturation.
Phenotype of MoDC was controlled and found to
be CD14-, CD11lc+, CDl1a+, CDROlow and CDB86low
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{Figure 5A). The maturation phenotype of MoDC in the
presence of LPS + IFN-y was assessed. Figure 5 shows
the classical maturation phenotype obtained from nine
donors in nine independent experiments (decrease of
CD1a, induction of CD83, CD80, CD86). CD80 and
CD86 expression was significantly lower in the presence
of dendrimer ABP (P <0.05) (Figure 5B, C). The expres-
sion of CD83 and CD1a was not altered by dendrimer
ABP. Thus, co-stimulation may be diminished in DC in
the presence of the immunomodulatory agent dendri-
mer ABP.

Discussion

In this current work, we have studied how ABP dendri-
mer can orientate Mo and MoDC toward phenotypes
capable of fighting classical pro-inflammatory stimulus
mediated by LPS and IFN-y. We showed that dendrimer
ABP displays an anti-inflammatory activity by favoring
the M2 phenotype and by preventing TNFx and IL-23
production by Mo in the context of pro-inflimmatory
stimulus, In MoDC, dendrimer ABP induced a tolero-
genic phenotype by favoring the secretion of IL-10 and
decreasing that of IL-12 and TNFa. Reduced expression
of CD80 and CD86 was also observed Our data suggest
an immunomodulatory role of dendrimer ABP on both
Mo and MoDC. This may be of importance in breaking
the vicious circle of inflammation in the treatment of
arthritis.

Activated monocytes/macrophages are the main pro-
ducers of TNFa and IL-1p in the rheumatoid synovium.
The decrease of TNFa production by Mo and MaDC is
of importance with regard to RA treatment. On the one
hand, TNFx is a key mediator of synovial inflammation
and bone erosion [4,34]. On the other hand, it induces
the production of IL-1f, which is also responsible of
bone loss [35]. Whatever the mechanism, by a direct ef-
fect on IL-1B production or an indirect action through
the inhibition of TNFx, dendrimer ABP induced a de-
crease of IL-1f production in Mo.

In Mo and MoDC put in the presence of LPS + IFN-y,
dendrimer ABP also decreased the production of IL-12
and increased IL-10, although the IL-12:IL-10 ratio was
significantly decreased only in MoDC. The decrease of
the IL-12:1-10 ratio may also be in part responsible for
the decrease of CD80 and CDB86 expression in MoDC.
In Mo, IL-12:IL-10 ratios were much lower than in
MoDC and may have been difficult to modulate. Indeed,
only blood donors with the highest IL-12:IL-10 ratio in
Mo showed a decrease after ABP treatment. Thus, an
alternative activation of Mo and MoDC is induced by
dendrimer ABP. This is in accordance with previous
publications on mENA expression in Mo [28].

IL-10 is an anti-inflammatory cytokine which induces,
among others, regulatory T cells Trl [36] and, in DC,
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Figure 5 Modulation of MoDC maturation by dendrimer ABP. A the phenotype of immature MoDC was determined by flow cytometny.
Expression of C014, CD1a, (D11¢, C0B3, C020 and C0AS was evaluated after six days of differentiation in the presence of IL-4 and granulooyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)L These results are representative of nine donors. B. Phenotype of mature MoDC was detemined
by flowr cytametny. Markers of MoDC were evaluated after incubation for 38 howrs in the presence or in the absence of dendrimer ABP and

LPS + IFN-y. The phenotype af non-manipulated, immature Mol s shown as the control. These results are representative of nine donars. Mean
Fluorescence Intensity (MFI) differences between staining and isotype control are shown, C Varation of expression of MoD:Z maturation markers
C01a, (D83, CO20 and CO25. MFl was used to maasure the level of expression of markers. Data are presentad as the relative percentage of
expression, as compared to controls obtained in the absence of stimulation {100%). Bars comespond to the 75™ perentile (K2R). Data are from
nine donars. *F <0.05. ABP, aza-bis-phosphonatey IFN-y, interferon-gamma; IQR, interquartile rangs; LPS, lipopolysacchanides; MoDC, monooyte
denved dendritic cells.

the decrease of co-stimulatory molecules, the inhibition dependent production of IL-10 by blocking the STAT3
of mammton, of antigen presentation and of pro- signaling [27,37]. IL-10 production by MoDC was in-
inflammatory cytokines production [33]. There is a com-  creased by dendrimer ABP in the context of LPS + IFN-
petition between intracellular signaling of IL-10 and v signaling. We may thus hypothesize that dendrimer
IEN-y. IL-10 has been shown to inhibit STAT1 signaling  ABP decreases the inhibitory action of IFN-y on IL-10
and the transcription of genes of the “IFN-y signature”.  production. This is particularly illusteated by the fact
On the opposite side, [FN-y inhibits the ERK- and p38-  that, in MoDC, ABP alone (or in the presence of LPS)
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did not induce significant production of IL-10 in the
abzence of IFN-y. If the orientation of dendrimer ABD-
treated MoDC is tolerogenie, this should have a benefi-
cial effect with regard to anti-RA therapeutic objectives.
Thus, our current data are more informative with regard
to MoDC, which are highly relevant cells in RA [38].
This trend towards 1L-10 production has already been
observed in arthritic mice treated with dendrimer ABP
[25] and in a rat model of uveitiz [39]. We make the hy-
pothesis that dendrimer ABP possesses stronger immu-
nomodulatory properties when IFN-y stimulation is
engaged. This is supported by the observation of dendri-
mer ABP effect on IL-1P in Mo and IL-6 in McDC in
the LPS + IFN-y, but not in the context of LPS alone.
The mechanism of action of dendrimer ABP on the
JAK-STAT pathway remains to be investigated.

DC are most important in antigen presentation and
orientation of the T cell immune response. Dendrimer
ABP may participate in the immunomodulation as well,
by acting on co-stimulation (decrease of CDB80 and
CD86) and decrease of cytokine secretion. Future experi-
ments will determine whether the decrease of CD80 and
CD86 and the decrease of IL-12 production have an im-
pact on the T helper cell compartment.

The role of IFN-y in RA is controversial. On the one
hand, IFN-y activates Mo/macrophages in the synovium
[1]. On the other hand, mice deficient in IFN-y receptors
have accelerated collagen-induced arthritis [40] and IFN-y
inhibits the development of osteoclasts [4] and of Thi17
cells [41], which are major players in arthritis. In this
current study, we have used IFN-y along with the TLR4
agonist LPS as classical tools to activate Mo to M1
polarization and induce cytokine production. Whether
this reflects precizely the activation i vive in RA is be-
yond the scope of our study.

Most of the cwrrent treatments for RA are aimed at
neutralizing inflammatory cytokines. Blocking TNFux was
shown in early publications to result in the inhibition of
IL-1B, IL-6 and IL-8 production, thus putting TNFe at
the center stage of inflammatory cytokine regulation and
providing a rationale for the use of anti-TNF reagents. It
is thus of interest that inhibition of TNFx production
was a prominent feature of the effect of dendrimer ABP
on both Mo and MoDC, although it was not followed by
inhibition of IL-1p in MeDC and by inhibition of IL-6.
It is of note that our setting allows for the analysis of
isolated populations. However, in our previous study, the
resulting effect of dendrimer ABP action in arthritic
mice was a dramatic decrease of both IL-1p and IL-6
[25], suggesting a strong in vive capability to decrease
inflammatory cytokines involved in arthritis. In addition,
our current work shows that IL-12 production was de-
creased in Mo and MoDC. However, IL-23 was signifi-
cantly decreased only in Mo.
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Condusion

We have added to the understanding of mechanisms of ac-
tion of a potential therapeutic agent dendrimer ABP. We
have confirmed that dendrimer ABP orientates Mo to-
wards an M2 phenotype and shown that orientation of
MoDC is towards a tolerogenic phenotype. Our data are in
accordance with previous obzervations from our laboratory
showing immunomodulatory and anti-osteoclastic effects
[25,26]. Our data add further arguments for dendrimer
ABP as a potential therapeutic agent ofor RA.
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Résultats supplémentaires
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4. RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Le tri des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) a partir de sang de patients atteints de PR et buffy
coats de sujets sains, la sélection positive des monocytes, la génération des macrophages dérivés de
monocytes, I'activation des macrophages, le dosage des cytokines et le marquage membranaire pour la

cytométrie de flux sont détaillés dans le Chapitre Résultats - Article 1.

Le schéma général expérimental est le suivant (Figure 27).
Macrophage
Monocyte MDM inflammatoire (M1)

+LPS + IFNy
+/- bDMARD

Marqueurs membranaires

Marqueurs membranaires Marqueurs membranaires
de polarisation (C™mF) de polarisation (CmF)

Figure 27. Schéma expérimental. MDM : Macrophage dérivé de monocytes. bDMARD : biothérapie (ADA,
ETA, TCZ, RTX, ABA) utilisée a 10 ug/mL. CMF : Cytométrie de flux.

de polarisation (CMF)
Cytokines (CMF)

4.1. Viabilité des macrophages en présence de bDMARDs
4.1.1. Objectif

Evaluer la mortalité cellulaire induite en présence des différents bDMARDs utilisés au cours de la

différenciation ou de I'activation inflammatoire des macrophages.

41.2. Matériels et méthodes

Les macrophages (MDM) ont été générés a partir de monocytes de 20 patients atteints de PR et de 30
sujets sains. Ces MDM ont été exposés aux différents bDMARDs (ADA, ETA, TCZ, abatacept/ABA, RTX)
utilisés a 10 ug/mL durant : (i) les 5 jours de la phase de différenciation, (ii) ou les 24h d’activation

inflammatoire ultérieure par LPS et IFNy.
La viabilité a été évaluée :

- Morphologiquement sur les parametres cytométriques FSC et SSC (tous les PR et sujets sains).
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- Parmarquage annexine V + iodure de propidium (Apoptosis detection kit, BD Pharmigen), selon

les recommandations du fournisseur (n = 3 sujets sains).

4.1.3. Résultats

Evaluation de la viabilité des macrophages (Figure 28).

L’évaluation concomitante morphologique et par marquage fonctionnel (annexine V/iodure de
propidium) a été réalisée chez 3 donneurs sains, en conditions de différenciation et d’activation

inflammatoire.

L’évaluation morphologique des macrophages en cytométrie de flux a révélé 2 sous populations :
- Une sous-population avec FSC (taille) élevée et SSC (granulosité) élevée
- Une sous-population avec FSC faible (lo) et SSC élevée (hi).

La sous population FSC" SSC" correspondait majoritairement aux cellules viables doubles négatives pour

le marquage annexine V/iodure de propidium.

La sous-population FSC"° SSC" correspondait majoritairement aux cellules non viables positives pour le

marquage annexine V/iodure de propidium.

Il existait donc une bonne corrélation entre la viabilité des macrophages évaluée par |'aspect
morphologique en cytométrie de flux et |a viabilité évaluée par double marquage annexine V/iodure de

propidium en cytométrie de flux.
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Figure 28. Evaluation de la viabilité des macrophages. Expérience représentative (n=3 expériences).

Viabilité des macrophages différenciés en présence de bDMARDs (Figure 29)

Le processus de différenciation en présence ce M-CSF induit une mortalité cellulaire modérée de I'ordre

de 10%.

La présence de bDMARDs ne modulait pas cette mortalité faible.
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Figure 29. Evaluation de la viabilité des macrophages différenciés en présence de bDMARDs. Expérience

représentative (n=3 expériences).

Viabilité des macrophages inflammatoires activés en présence de bDMARDs (Figure 30)

Contrairement au processus de différenciation, le processus d’activation inflammatoires (M1) induisait

une mortalité importante de I'ordre de 50%.

Lors de I'évaluation au terme des 24h d’activation, les cellules susceptibles a I'apoptose étaient en phase

d’apoptose tardive (annexine V* iodure de propidium*)

Les anti-TNF diminuaient de maniére importante (facteur 3) le niveau d’apoptose.

Les autres bDMARDSs n’avaient pas d’impact majeur sur I'apoptose induite par 'activation inflammatoire

des macrophages.
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Figure 30. Evaluation de la viabilité des macrophages inflammatoires activés en présence de bDMARDs.
Expérience représentative (n=3 expériences).

4.1.4. Discussion

A 10 pg/mL, les bDMARDs de la PR n’induisaient pas d’apoptose directe des MDM, que ce soit lors d’une
exposition longue (5j de différenciation) ou plus courte (24h d’activation). Il semblait exister un effet
protecteur des anti-TNF qui limitaient I'apoptose des macrophages inflammatoires. Ce phénomene peut
étre expliqué par une protection contre I’AICD. En effet, les macrophages inflammatoires produisent du
TNF et la liaison de celui-ci au TNFR1, exprimé en abondance sur les macrophages, permet une
signalisation par son domaine de mort, aboutissant a la mort cellulaire [23, 24]. La neutralisation du TNF
limiterait cette signalisation. L'on ne peut toutefois pas exclure la possibilité d’une apoptose induite par
ADCC ou CDC qui nécessiterait un systeme incluant respectivement des cellules NK et du complément

[300].
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4.2. Effet des bDMARDs sur les marqueurs membranaires de polarisation exprimés au décours de la

différenciation de macrophages issus de patients atteints de PR (Figure 31)
4.2.1. Objectif

Evaluer I'effet des bDMARDSs sur la polarisation des macrophages obtenus au terme de la différenciation

in vitro en présence de M-CSF.

4.2.2. Matériels et méthodes

Les MDM ont été différenciés a partir de monocytes de 13 patients atteints de PR. Ces MDM ont été
exposés aux différents bDMARDs (ADA, ETA, TCZ, RTX) utilisés a 10 ug/mL durant les 5 jours de la phase

de différenciation.

La polarisation obtenue au terme des 5j de différenciation a été évaluée par cytométrie de flux en

analysant les marqueurs membranaires CD40, CD80, CD64, CD16, CD163, MerTK, CD206, CD200R.

4.2.3. Résultats

Les MDM obtenus en présence de M-CSF présentaient des caractéristiques de macrophages alternatifs :

CD40" CD80" CD64* CD16* CD163" MerTK" CD206™ CD200R*.

L’ADA et le RTX diminuaient significativement la faible expression de CD40. Il n’y avait pas d’'impact des

traitements sur I'expression extrémement faible de CD&0.

Les anti-TNF ne modulaient pas de maniere similaire les FcR. L'ADA augmentait |'expression
membranaire de CD64 et diminuait celle de CD16 alors que I'ETA diminuait significativement le CD64 et
n"avait pas d’impact significatif sur CD16. Le TCZ et le RTX augmentaient significativement I'expression

de CD64.

Nous n’avons pas observé de modulation franche de I'expression de CD163 et MerTK en présence des

différents traitements.

Nous avons par contre observé une augmentation des marqueurs M2 associés a I'lL.-4 (CD206 et

CD200R), en présence d’anti-TNF.
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Figure 31. Effet des bDMARD:s sur les marqueurs membranaires de polarisation exprimés au décours de la
différenciation de macrophages de patients atteints de PR.
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4.2.4. Discussion

En I'absence de contexte inflammatoire, les anti-TNF semblaient favoriser une polarisation alternative
des macrophages en augmentant I'expression des marqueurs membranaires associés a I'lL-4. Il n’y avait
pas d’effet franc sur les marqueurs M2 associés a I'lL-10 (CD16, CD163, MerTK) comme cela a été

observé en contexte inflammatoire M1 (Chapitre Résultats). Cette discordance suggere que :

- L'observation faite en contexte inflammatoire était la résultante de la modulation du
rétrocontrble négatif de I'inflammation par les anti-TNF, dépendant de I'axe IL-10/STAT3 et de
SOCS3 (Chapitre Résultats), qui théoriguement ne sont pas mis en jeu dans la situation de
différenciation.

- Linduction de marqueurs alternatifs liés a I'lL-4 n"était pas observée en situation inflammatoire
potentiellement du fait d’une stimulation inflammatoire in vitro intense (> 50% mortalité
cellulaire) et de I'orientation vers un autre phénotype (lié a I'lL-10) dont les caractéristiques et

programmes transcriptionnels sont in vitro théoriguement mutuellement exclusifs.
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4.3, Effet des bDMARDs sur les marqueurs membranaires de polarisation exprimés au décours de la

différenciation de macrophages issus de sujets sains (Figure 32)
4.3.1. Objectif

Evaluer I'effet des bDMARDSs sur la polarisation des macrophages obtenus au terme de la différenciation

in vitro en présence de M-CSF.

4.3.2. Matériels et méthodes

Les MDM ont été différenciés a partir de monocytes de 19 sujets sains. Ces MDM ont été exposés aux
différents bDMARDs (ADA, ETA, TCZ, RTX) utilisés a 10 pg/mL durant les 5 jours de la phase de

différenciation.

La polarisation obtenue au terme des 5j de différenciation a été évaluée par cytométrie de flux en

analysant les marqueurs membranaires CD40, CD80, CD64, CD16, CD163, MerTK, CD206, CD200R.

4.3.3. Résultats

Les MDM obtenus en présence de M-CSF présentaient des caractéristiques de macrophages alternatifs :

CD40'"° CD80 CD64* CD16* CD163™ MerTK" CD206" CD200R".

L’ADA, 'ETA et le RTX diminuaient significativement la faible expression de CD40. Il n’y avait pas d’impact

des traitements sur |'expression extrémement faible de CD80.

Les anti-TNF ne modulaient pas de maniere similaire les FcR. L'ADA augmentait |'expression
membranaire de CD64 et de CD16 alors que I'ETA diminuait significativement le CD64 et n’avait pas
d’impact significatif sur CD16. L’ADA avait un effet opposé sur I'expression de CD16 chez les patients et

les sujets sains. Le TCZ et le RTX augmentaient significativement I'expression de CD64.

Nous n’avons pas observé de modulation significative de I'expression de CD163 en présence des
différents traitements. Toutefois I'absence de significativité de I'augmentation avec les anti-TNF

semblait lié a un manque de puissance statistique.

Comme pour les patients, nous avons observé une augmentation des marqueurs M2 associés a I'lL-4

(CD206 et CD200R), en présence d’anti-TNF.
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Figure 32. Effet des bDMARDs sur les marqueurs membranaires de polarisation exprimés au décours de la
différenciation de macrophages de sujets sains.
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4.3.4. Discussion

En I'absence de contexte inflammatoire, les anti-TNF semblaient favoriser une polarisation alternative
des macrophages en augmentant |'expression des marqueurs membranaires associés a |'lL-4. De
maniere intéressante, la modulation du CD16 par I’ADA n’était pas similaire entre patients et sujets
sains, laissant suggérer que |'expression de ce marqueur n’'a pas les mémes significations et
conséqguences biologiques dans les 2 populations. Nos expériences n‘ont pas été élaborées pour

répondre a cette question.
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4.4, Effet de I'abatacept sur les marqueurs membranaires de polarisation des macrophages issus de

monocytes de sujets sains (Figure 33, Tableau 4)
4.4.1. Objectifs

Evaluer l'effet de I'ABA sur les marqueurs membranaires et cytokiniques de polarisation des

macrophages différenciés et activés (M1) en présence de ce traitement.

4.4.2. Matériels et méthodes

Les MDM ont été différenciés a partir de monocytes de 19 sujets sains. Ces MDM ont été exposés a ABA
utilisé a 10 pg/mL, durant les 5 jours de la phase de différenciation ou les 24h de la phase d’activation

inflammatoire (LPS + IFNy) subséquente.

La polarisation a été évaluée par cytométrie de flux en analysant les marqueurs membranaires CD40,

CD80, CD64, CD16, CD163, MerTK, CD206, CD200R.

La concentration des cytokines (TNF, IL-6, IL-12, IL-10) des surnageants de culture de MDM ayant eu
une activation inflammatoire durant 24h, a été évaluée en cytométrie (Cytometric Bead Array), selon

les recommandations du fournisseur.

4.4.3. Résultats

En condition de différenciation (Figure 33A), ' ABA n’avait pas d’'impact sur I'expression virtuellement
nulle de CD80, mais diminuait significativement I'expression modérée de CD64. Il n’y avait aucune
modulation des autres marqueurs étudiés. En condition inflammatoire (Figure 33B), I'ABA diminuait
drastiquement I'expression des marqueurs CD80 et CD64. Il n’y avait aucune modulation des autres

margueurs membranaires étudiés.
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Figure 33. Effet de I'abatacept sur les marqueurs de polarisation exprimés par les macrophages différenciés
(A) et activés (B) en présence du traitement.

L’ABA diminuait significativement 'expression des cytokines de linflammation TNF, IL-6 et IL-10
(rétrocontrole négatif) (Tableau 4). || n’avait pas d'impact significatif sur la faible production d’IL-12 en

condition inflammatoire.

(N=11) TNF IL-6 IL-12 IL-10

MDM 3.4 (5.4) 17.5 (25.4) 0.4 (0.7) 8.7 (5.4)

M1 3237 (3019) 2228 (1526) 18.1(11.3) 875.2 (453.4)
M1 ABA 2042 (2130) 1595 (1177) 16.0 (11.3) 741.2 (367.1)
P-value 0.0186 0.0049 NS 0.0312

Tableau 4. Sécrétion de cytokines par les macrophages en présence d’abatacept. ABA : abatacept ; MDM :
macrophages dérivés de monocytes. M1 : macrophages inflammatoires activés par LPS + IFNy. IL :
interleukine. Les concentrations sont exprimées en pg/mL (moyenne et écart type). N= 11 sujets sains. P
value de la comparaison par un test de Wilcoxon apparié, des concentrations obtenues avec les
macrophages inflammatoires (M1) et les macrophages inflammatoires traités par abatacept (M1 ABA).

4.4.4. Discussion

La diminution de I'expression de CD80 et CD64, marqueurs augmentés en situation inflammatoire
suggere une réduction de la polarisation inflammatoire du macrophage par I’ABA avec donc un effet
direct du CTLA4-Ig sur la CPA exprimant CD80/86. Nos résultats concernant I'expression de CD80 sont
concordants avec les observations de Cutolo et al. obtenues sur des macrophages synoviaux, des
cellules THP-1, ainsi qu’en coculture THP-1/Jurkat [342, 343]. Toutefois, la réduction du marquage de
CD80 peut aussi étre interprétée comme une compétition entre le CTLA4-Ig et I'anticorps anti-CD80

utilisé. Une analyse de I'expression de ’ARNm de CD80 permettra de répondre a cette question.

L'induction d’une polarisation moins inflammatoire en présence d’ABA est confirmée fonctionnellement
par la réduction significative de la production des cytokines inflammatoires (TNF, IL-6). Ces résultats
concordent avec ceux du groupe de Cutolo qui a montré que des concentrations élevées d’ABA (100 et
500 pg/mL) permettait (i) une diminution des ARNm du TNF et de I'IL-6, (ii) et une réduction de ces

cytokines visualisées en immunohistochimie [342, 343].
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4.5. Sous-populations monocytaires de patients atteints de PR et de sujets sains (Figure 34)

45.1. Objectif

Quantifier les différentes sous-populations monocytes de patients atteints de PR et de sujets sains.

4,5.2. Matériels et méthodes

Les PBMC de patients atteints de 16 PR et 21 sujets sains ont été marqués par un anticorps anti-CD16
et un anticorps anti-CD14 afin d’identifier les différentes sous-populations monocytaires en cytométrie

de flux.

4,5.3. Résultats

Les patients atteints de PR présentent une augmentation de la sous-population de monocytes

intermédiaires CD14* CD16%, aux dépens des monocytes classiques CD14** CD16 (Figure 34).
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Figure 33. Sous-populations monocytaires circulantes des patients atteints de PR et de sujets sains. HC :
sujets sains. RA : patients atteints de PR. CD : Cluster of differentiation.

4.5.4. Discussion

Notre observation d’'une augmentation de la population de monocytes intermédiaires au cours de la PR

est concordante avec les données de la littérature [94, 95].
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4.6. Corrélation activité clinique /marqueurs membranaires des monocytes/macrophages (Figure 34)
4.6.1. Objectifs

Evaluer la corrélation entre les marqueurs membranaires des monocytes/macrophages et I'activité

clinique de la PR au moment du prélevement.

4.6.2. Matériels et méthodes

Pour cette analyse, nous avons aussi inclus les patients avec un DAS28 <3.2.
Nous avons évalué par cytométrie de flux :

- Ausein des monocytes (PBMC) de patients atteints de PR : les 3 sous-populations monocytaires
discriminées par le CD14 et le CD16, le pourcentage de cellules CD16+, l'intensité de
fluorescence de CD16.

- Le niveau d’expression des marqueurs membranaires CD40, CD80, CD64, CD16, CD163, MerTK,
CD206, CD200R de macrophages non activés (MDM) et de macrophages inflammatoires (M1)

ou alternatifs (M2(IL4) et M2(IL10)) de patients atteints de PR

Les patients inclus ont bénéficié d’une évaluation de I'activité de la PR (Disease Activity Score : DAS28
ESR et DAS28 CRP) le jour du prélévement (v1). Le DAS28 est un score composite d’activité de la PR
incluant un parametre inflammatoire biologique courant : la vitesse de sédimentation (ESR) ou la C
Reactive Protein (CRP). Le détail des critéres d’inclusion/exclusion est fourni au Chapitre Résultats —
Article 1. Nota bene : pour cette analyse, nous avons aussi inclus des patients avec un DAS28 a l'inclusion

<3.2 (activité faible de la maladie).

La corrélation entre le niveau d’expression des marqueurs membranaires et du DAS28 a I'inclusion a été
évaluée par le coefficient de corrélation R de Pearson en cas de variables de distribution gaussienne, et

par le coefficient de corrélation R de Spearman en cas de variables a distribution non gaussienne.

4.6.3. Résultats

Dix-sept patients étaient éligibles pour une évaluation de la corrélation entre l'activité clinique a
I'inclusion et I’'expression des marqueurs monocytaires (3 sous-populations discriminées par le CD14 et
le CD16, pourcentage de cellules CD16%, intensité de fluorescence de CD16). Aucun des paramétres

cytométriques des monocytes n’était significativement corrélé a I'activité clinique a l'inclusion. Le
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coefficient R de Pearson de I'association avec le pourcentage de cellules CD16+ était de 0.3972 avec le
DAS28 ESR (p=0.1426) et 0.3798 avec le DAS28 CRP (p=0.1327). Le coefficient de R de Spearman de
I’association avec le pourcentage de monocytes intermédiaires était de 0.0945 pour le DAS28 ESR

(p=0.7479) et de 0.2384 pour le DAS28 CRP (p=0.3739).

Seize patients étaient éligibles pour une évaluation de la corrélation entre |'activité clinique a I'inclusion
et I'expression des marqueurs macrophagiques. Parmi les marqueurs de polarisation étudiés dans les 4
conditions (MDM, M1, M2(IL4), M2(IL10)), seul le niveau d’expression membranaire de CD16 était
significativement corrélé a I'activité clinique de la PR (Figure 34A). Le niveau d’expression de CD16 était
significativement plus faible lors de I'activation inflammatoire M1 et augmenté apres activation

alternative M2(I1L10).
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Figure 34. Corrélation entre les marqueurs de polarisation des macrophages et I'activité de la maladie a
linclusion. RA : patients atteints de PR. CD : Cluster of differentiation. v1 : visite d’inclusion. R : coefficient
de corrélation de Pearson. (A) Niveau d’expression de CD16 sur les macrophages non activés et activés.
(B) Corrélation entre I'expression de CD16 des macrophages non activés et I'activité de la maladie a
I'inclusion (score DAS28 ESR et DAS28 CRP).

136



4.6.4. Discussion

Contrairement aux travaux de certains auteurs [95, 97, 217, 218], nous n’avons pas observé de
corrélation entre la fréguence des monocytes intermédiaires et I'activité de la maladie a I'inclusion
(données non présentées). Cette discordance pourrait étre expliquée par un manque de puissance
(effectifs plus élevés certaines de ces études), par des méthodologies d’analyse différentes
(positionnement des fenétres de cytométrie, analyse dichotomique actif vs non actif plutét que
régression linéaire, corrélation avec la CRP et non le DAS28) et par des populations différentes (criteres

ACR 1987, sous prednisone, ancienneté de la PR, ligne thérapeutique).

Nous considérons que la corrélation négative entre 'expression du CD16 sur les macrophages et
I'activité de la PR est cohérente la modulation de ce marqueur en fonction de I'environnement
cytokinique. L'expression de CD16 sur le macrophage est spécifiquement induite en condition
alternative en présence d’IL-10 et réduite en condition inflammatoire M1. Un niveau faible serait donc

représentatif d’'un environnement plus inflammatoire, compatible avec une PR plus active.
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4.7. Corrélation pronostic clinique/margueurs membranaires (Figure 34)
4.7.1. Objectifs

Evaluer la corrélation entre marqueurs membranaires et cytokiniques de polarisation des

monocytes/macrophages et |'activité clinique aprés 3 mois de traitement.

4,7.2. Matériels et méthodes

Nous avons évalué par cytométrie de flux :

- Au sein des monocytes (PBMC) les 3 sous-populations monocytaires discriminées par le CD14
et le CD16, le pourcentage de cellules CD16%, I'intensité de fluorescence de CD16 de patients
atteints de PR.

- Leniveau d’expression des marqueurs membranaires CD40, CD80, CD64, CD16, CD163, MerTK,
CD206, CD200R de macrophages non activés (MDM) et de macrophages inflammatoires (M1)
ou alternatifs (M2(IL4) et M2(IL10)) de patients atteints de PR.

Les patients inclus ont bénéficié d’une évaluation de I'activité de la PR (score DAS28 ESR et DAS28 CRP)
le jour du prélevement et aprés 3 mois de traitement. Le détail des critéres d’inclusion/exclusion est
fourni au Chapitre Résultats — Article 1. Nota bene : seuls les patients avec un DAS28 initial > 3.2 ont été

retenus pour cette analyse.

La corrélation entre le niveau d’expression des marqueurs membranaires et du DAS28 aprés 3 mois de
traitement a été évaluée par le coefficient de corrélation R de Pearson en cas de variables de distribution
gaussienne, et par le coefficient de corrélation R de Spearman en cas de variables a distribution non

gaussienne.

4.7.3. Résultats

Douze patients étaient éligibles pour une évaluation de la corrélation entre |'activité clinique a
I'inclusion et I’'expression des marqueurs membranaires : 8 ont été analysés pour la corrélation avec les
margueurs membranaires monocytaires et 11 ont été analysés pour la corrélation avec les marqueurs

macrophagiques.

Les traitements introduits ont été 'ETA pour 8 patients, I’ADA pour 2 patients, le GOL (golimumab) pour

1 patient, le CZP pour 1 patient.
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Les caractéristiques des patients sont rappelées dans le tableau 5. La population de I'étude est

majoritairement féminine, avec une maladie sévere (érosive) et active, de durée d’évolution prolongée,

pour laquelle il a été introduit un anti-TNF en premiere ligne dans 75% des cas et en seconde ligne dans

25% des cas. Quatre des 12 patients analysés bénéficiaient d’une corticothérapie concomitante <10

mg/j d’équivalent prednisone.

Caractéristiques a I'inclusion (n = 12 patients)

Age movyen (SD ; min-max)

Femmes (%)

Durée d’évolution moyenne en années (SD ; min-max)

Ligne thérapeutique : 1% (%)/2° (%)
Nombre de patients avec PR érosive (%)
Nombre de patients sous cortisone (%)
DAS28 ESR

DAS28 CRP

ESR (mm/h)

CRP (mg/L)

Nombre moyen de leucocytes/mm?3(SD)

66.3 (12.6 ; 41.7 — 85.0)

7 (58.3)

11.5(10.3; 1-33)

9(75.0) /3 (25.0)

9(75.0)

4 (33.3)

5.1(0.9)

4.7 (1.0)

29.4 (22.1)

13.8 (16.8)

8153 (3028)

Nombre moyen de monocytes /mm3(SD) 575 (260)
Nombre de patients ACPA+ (%) 10 (83.3)
Nombre de patients FR+ (%) 10 (83.3)
Caractéristiques a 3 mois de traitement

DAS28 ESR 3.5(1.8)
DAS28 CRP 3.2(1.5)
ESR (mm/h) 22.3 (34.8)
CRP (mg/L) 8.5(11.3)
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Patients avec diminution DAS28ESR ou DAS28 CRP > 1.2 point (%) 7 (58.3)

Patients avec DAS28ESR ou DAS28 CRP < 3.2 (%) 7 (58.3)

Tableau 5. Caractéristiques des patients a l'inclusion et a 3 mois de traitement par anti-TNF. SD : écart
type. PR : polyarthrite rhumatoide. ESR : vitesse de sédimentation. CRP : C Reactive Protein. DAS28 :
Disease Activity Score 28.

Cinquante-huit % des patients ont eu sous anti-TNF une évolution favorable, définie par une diminution
du DAS28 ESR ou du DAS28 CRP >1.2 point, ou un DAS28 a 3 mois <3.2 correspondant a une activité
faible de la maladie (Tableau 5, Figure 35).
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Figure 35. Evolution de I'activité de la PR par patient. DAS28 : Disease Activity Score. ESR : Vitesse de
sédimentation. CRP : C Reactive Protein. M3 : évaluation a 3 mois de traitement.

Aucun des marqueurs monocytaires (3 sous-populations discriminées par le CD14 et le CD16,
pourcentage de cellules CD16*, intensité de fluorescence de CD16) des 8 patients éligibles n’a été

retrouvé corrélé significativement I'activité clinique a 3 mois de traitement (données non présentées).

Aucun des marqueurs de polarisation macrophagiques évalués dans les différentes conditions
d’activation chez les 11 patients éligibles n’a été retrouvé corrélé significativement a I'activité clinique
a 3 mois (données non présentées). Nous noterons uniquement une tendance non significative a une
corrélation positive entre I'expression de CD206 des macrophages M1 et le DAS28 CRP a 3 mois (R

= 0.6500; p = 0.0581).
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4.7.4. Discussion

Dans cette analyse, les patients ont présenté des taux de réponse thérapeutique similaires aux niveaux
attendus. Nous avons pris le parti d’évaluer le DAS28 ESR et le DAS28 CRP. Il n’y avait pas de discordance
entre les deux scores. De plus il n’y avait pas non plus de discordance entre la réponse clinique définie

par une diminution du DAS28 > 1.2 point, et celle définie par un DAS28 a 3 mois < 3.2.

Nous n’avons pas retrouvé d’association entre les différents marqueurs monocytaires ou
macrophagiques évalués a I'inclusion et la réponse clinique ultérieure a 3 mois. Nos résultats restent
toutefois limités par un manque de puissance notable lié aux faibles effectifs. Le recrutement de
patients pour cette étude transversale est en cours. De méme, I'étude de la corrélation entre la réponse
clinique et I'expression des différents marqueurs de polarisation exprimés in vitro en présence de
bDMARD (majoritairement anti-TNF) est en cours. Ces résultats sont trop préliminaires pour étre

présentés ici.
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Discussion générale et perspectives
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5. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail de these, nous avons pu montrer que :

- Les agents anti-TNF induisaient in vitro une modification fonctionnelle des macrophages
inflammatoires de patients atteints de PR, en favorisant une polarisation alternative de maniere
IL-10/STAT3 dépendante.

- L'expression du marqueur membranaire de polarisation alternative M2(IL10) CD16, était
inversement corrélé a I'activité de la PR a I'inclusion.

- Lecertolizumab pégol, un agent anti-TNF, induisait un phénotype non inflammatoire, alternatif,
chez les monocytes, mettant en jeu le mécanisme Nrf2-dépendant de protection contre le
stress oxydatif.

- Le dendrimere aza-bisphosphonate, un potentiel agent thérapeutique ciblant le monocyte
ayant fait la preuve de son efficacité dans I'arthrite murine, induisait une polarisation alternative
chez des monocytes et des cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC) activés de

maniere inflammatoires.

5.1. Etude de I'influence des bDMARDs de la PR sur la polarisation du macrophage

Dans ce travail, pour des raisons de facilité d’acces au matériel d’étude, nous avons privilégié un modele
de génération ex vivo de macrophages (MDM) plutot que I'étude directe de macrophages synoviaux.
Notre modeéle réductionniste nous a cependant semblé pertinent pour I'étude de la contribution des

macrophages infiltrants inflammatoires différenciés a partir de monocytes.

En présence d’agents anti-TNF, nous avons observé I'induction d’une polarisation alternative de nature
différente en fonction du contexte. En contexte inflammatoire : les anti-TNF majoraient le rétrocontréle
négatif de I'inflammation faisant intervenir I'lL-10 avec un phénotype « M2(IL10) like ». Hors contexte
inflammatoire, il existait une augmentation des marqueurs membranaires retrouvés habituellement
dans la polarisation M2(IL4). Il nous faudra définir les mécanismes mis en jeu dans cette derniere
observation, en analysant la signature transcriptomique mise en jeu (PPARy-dépendante et
indépendante  (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma)) et en confirmant
fonctionnellement ce résultat (majoration de la phagocytose CD206 dépendante, interaction

CD200/CD200R).

Nous avons décrit ex vivo un mécanisme IL-10/STAT3-dépendant de polarisation alternative des

macrophages inflammatoires en présence d’anti-TNF. Son existence ex vivo ne démontre pas sa mise
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en jeu in vivo. Il nous faudra donc en démontrer la réalité in vivo. Une des approches possibles est
I'analyse directe de la signalisation IL-10 chez des patients atteints de PR avant et aprés mise en route
traitement. De plus, nous supposons que |'effet bénéfique des anti-TNF passe par une modulation de la
plasticité des macrophages sous anti-TNF, favorisant la polarisation M2(IL10). Une analyse de leur
polarisation (sans stimulation et avec polarisation induite ex vivo) avant et aprés mise en route du
traitement, montrant une plus forte polarisation M2(IL10) sous traitement efficace confirmerait notre

hypothese.

La signalisation IL-10/STAT3 est semble-t-il critique dans la permissivité du monocyte a la tuberculose
[344]. En effet, Mycobacterium tuberculosis induit une expansion des monocytes non classiques
CD14*CD16%, augmentation corrélée a la sévérité de la tuberculose stratifiée sur 'atteinte thoracique
radiographique [345]. Ces monocytes atypiques ont la particularité fonctionnelle d’étre réfractaires a la
différenciation en cellule dendritique [346] et déficients pour I'activation des lymphocytes T [347]. Le
biais de la niche monocytaire, lors de l'infection par M. tuberculosis, s’exprime aussi au sein des
macrophages. Le sécrétome de M. tuberculosis favorise la différenciation des monocytes humains vers
un phénotype alternatif CD16*CD163*MerTK*pSTAT3* [344]. Ce phénomene est principalement (mais
pas exclusivement) dépendant de la production d’IL-10 par les macrophages infectés et utilise I'axe de
signalisation IL-10/STAT3. Au cours de notre travail sur I'effet des bDMARDs sur la polarisation des
macrophages inflammatoires, nous avons pu observer un biais similaire vers un phénotype M(IL10). Nos
résultats, s’ils sont confirmés fonctionnellement chez des patients atteints de PR développant une
tuberculose sous anti-TNF, permettraient de mettre en évidence un nouveau mécanisme expliquant la

susceptibilité des patients sous anti-TNF a la tuberculose.

Nous n’avons pas observé d’effet majeur du TCZ sur la polarisation des macrophages issus de patients
atteints de PR, alors que la molécule a un effet sur la production d’IL-6, de TNF voire I'expression de
CD206 chez les macrophages inflammatoires issus de sujets contrdles. Un des éléments de réponse a
cette discordante pourrait étre pharmacologique. Il est possible gqu’a la concentration utilisée (10 ug/ml)
I"anti-IL-6 récepteur (TCZ) ne parvienne pas a antagoniser I'action du niveau trois fois plus élevé de d’IL-
6 observé chez les PR comparativement aux sujets sains. Par ailleurs, les patients traités par TCZ
présentent dans les premiers jours suivant I'injection du traitement, une boucle de rétrocontrole positif
de I'lL-6 et de son récepteur soluble [348]. Ce phénomeéne a été observé chez les patients traités pour
PR ou pour une maladie de Castleman et dans une moindre mesure chez les sujets sains. Dans cette
population contréle, la concentration initiale d’IL-6 était 20 fois plus basse et son accroissement
nettement moins important. L'augmentation subséquente du taux sérique d’IL-6 ne se traduit pas par

une aggravation clinique du fait de la concentration saturante de traitement. Notre observation est
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potentiellement le reflet de la contribution plus importante des macrophages rhumatoides a ce

rétrocontréle positif de I'lL-6, comparativement aux cellules de sujets contrdles.
Nos observations demandent a étre étendus. Plusieurs axes de développement sont possibles :

- EvaluerI'effet des traitements dans un modele de stimulation plus physiopathologique incluant
du sérum de patient (ACPA+ et ACPA-) ou du liquide synovial de patient. Ce type de systéme
permettrait de mieux refléter les stimuli auxquels sont respectivement exposés les monocytes
sanguins et macrophages synoviaux au cours de la PR.

- Evaluer le comportement de monocytes/macrophages synoviaux cultivés en présence de
bDMARD. Une possibilité envisageable est 'utilisation de cellules monocytaires du liquide
synovial. Ces cellules CD14*"MMP12*EGLN3*CCR2*IGF1 HTR2B  présentent un phénotype
inflammatoire [349]. Toutefois, elles s"apparentent plus a des monocytes inflammatoires qu’a
des macrophages et leur rdle précis dans la synovite rhumatoide reste a définir.

- Recourir a un systéme de coculture de type PBMC pour évaluer I'impact sur le compartiment
sanguin ou macrophages + synoviocytes + lymphocytes pour évaluer le compartiment synovial.
Nous avons souhaité éviter ce type d’approche en premiere intention afin de faciliter
I'identification d’effets spécifiques sur les macrophages. Au stade actuel d’avancée de notre
travail, ce systeme est envisageable et permettrait (i) d’intégrer les différents effecteurs de la
PR, (i) et potentiellement de mettre en évidence des effets inopérants en |'absence

d’interaction cellule-cellule (macrophage — non macrophage).

5.2. Etude du lien entre les marqueurs de polarisation du macrophage et I'activité de la PR

L’objectif ultime de notre travail était d’évaluer si le paradigme de la polarisation du macrophage
pouvait étre utilisé dans une perspective théranostique. Nous avons évalué la performance d’'un modele
réductionniste de génération de MDM. Ce modeéle est discutable, plusieurs alternatives étaient
possibles (PBMC, stimulation par liquide synovial ou sérum, cocultures, travail sur cellules synoviales
etc), mais il nous est rapidement apparu gu’aucun modeéle ne serait totalement satisfaisant et qu’un

modeéle simple serait plus facile a mettre en ceuvre pour un test théranostique.

Notre modeéle nous a permis de montrer une bonne corrélation entre I'expression de CD16 des MDM
non activés et l'activité de la maladie a l'inclusion. CD16 est un marqueur de macrophage polarisé
M(IL10) et en tant que tel, son expression est diminuée dans un environnement inflammatoire (M1). La
corrélation négative observée est donc cohérente avec I'expression préférentielle de ce marqueur dans

un environnement favorisant la résolution de linflammation, tel qu’attendu chez les patients
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présentant une PR moins/peu active. Les autres marqueurs modulés ex vivo par les agents anti-TNF
(M1 : CD40, CD80 ; M(IL10) : CD163, MerTK) n’étaient pas corrélés a |'activité de la maladie. Compte
tenu de la cinétique d’expression variable selon les marqueurs membranaires envisagés [350], il n"est
pas exclu gu’une analyse a un autre temps eut permis de mettre en évidence une corrélation

significative.

Nous n"avons pas observé de corrélation entre I'expression des marqueurs de surface des macrophages
et le pronostic thérapeutique a 3 mois. Pour cette analyse, les effectifs pris en compte étaient moins
importants (données non présentées). Un mangue de puissance statistique peu expliquer I'absence de
résultat significatif. Comme pour la corrélation des marqueurs avec I'activité de la maladie a l'inclusion,
nous ne pouvons exclure une influence de la cinétique d’apparition des marqueurs sur nos résultats.
Enfin, il est possible que notre modeéle, ou les cellules analysées ne sont plus natives car modifiées par
des apports cytokiniques in vitro, atténue une partie de I'empreinte de la maladie sur le phénotype des
macrophages. Quoi qu’il en soit, bien que ce phénomeéne d’atténuation soit probable, nous avons tout
de méme observé des différences significatives dans la plasticité des macrophages et dans le niveau de
production de cytokines en fonction de leur origine (sang frais de PR vs buffy coat controles), laissant

supposer que I'atténuation n’est pas compléete malgré une semaine de manipulation in vitro.

Nous avons choisi d’optimiser le modeéle en intégrant la présence de I'anti-TNF du patient, in vitro
(données non présentées). Nos observations suggerent une corrélation possible entre I'expression
membranaire de CD16 (corrélation négative) et CD206 (corrélation positive) a la surface de
macrophages MDM et M1 cultivés en présence de I'anti-TNF utilisé en vie réelle par le patient, et son
pronostic thérapeutique a 3 mois (DAS28). Nous ne pouvons toutefois pour I'instant pas tirer de
conclusion. En effet, les effectifs sont trop faibles (n=7-8 patients homogénes selon le marqueur). Le
recrutement est en cours. Nos résultats, s’ils se confirment aprés augmentation des effectifs, seraient

cohérents avec I'effet in vitro des anti-TNF sur la polarisation du macrophage :

- Les anti-TNF augmentant |'expression membranaire de CD16, ce marqueur serait plus
faiblement induit in vitro chez les patients ne répondant pas a la biothérapie a 3 mois.

- Les anti-TNF ne modulant pas I'expression de CD206 en condition inflammatoire, ni son
expression en condition d’activation M(IL4) (données non présentées, n=6 sujets sains), les
patients pour lesquels ce profil phénotypique serait le plus marqué répondraient moins aux

anti-TNF.

Par ailleurs, il est prévu d’analyser aussi la corrélation de la concentration des cytokines (TNF, IL-6, IL-

12, IL-10) du surnageant de culture de macrophages M1 traités in vitro, avec I'activité de la maladie a 3
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mois. Une des limites de notre travail est que cette analyse, telle qu’elle est engagée, sera uniquement

réalisée au temps 24 heures.

Nous avons identifié que I'effet in vitro des anti-TNF sur les macrophages, passait par I'induction d’'une
signalisation précoce IL-10/STAT3 dépendante. Nous supposons que la mise en jeu de ce mécanisme de
rétrocontréle négatif de I'inflammation est fondamentale pour I'effet du traitement et potentiellement
inopérante chez les patients non répondeurs. Auquel cas, il serait probable que I'analyse de cette
signalisation précoce de I'lL-10 soit I'élément le plus discriminant, dans notre modeéle, en termes

théranostiques.

Etude du reverse signalling induit par le certolizumab pégol, un agent anti-TNF

Ce travail a mis en évidence un effet anti-inflammatoire (diminution de 'ARNm et de la protéine IL-18,
diminution de la production de ROS induite par le LPS) du CZP, passant par une modulation de la
production de ROS via Nrf2. Cette observation fait écho aux différentes publications montrant un effet
anti-inflammatoire de la signalisation Nrf2 [351]. Nous avons montré que I'anti-TNF induisait un pic
précoce de ROS. Nous supposons que cette production de ROS a un role de second messager induisant
la mise en place d’une protection contre le stress oxydatif et des effets anti-inflammatoires. En termes
de mécanisme, notre hypothése est que I'anti-TNF agit par reverse signalling via sa fixation sur le mTNF.
Plusieurs études sont en cours au sein du laboratoire pour faire la preuve de concept de |'existence du

reverse signalling et caractériser ses conséquences fonctionnelles. Nous souhaitons démontrer que :

- Lereverse signalling est mis en jeu in vitro et in vivo dans I'arthrite murine, en présence d’anti-
TNF.

- Evaluer son impact sur la polarisation du macrophage.

- Evaluer la pertinence de Nrf2 en tant que marqueur du reverse signalling.

- Evaluer I'intérét théranostique de Nrf2 et plus largement du reverse signalling.

Etude de I'effet du dendrimére ABP sur la polarisation des cellules de la lighée monocytaire

Le dendrimére ABP est une molécule d’intérét thérapeutigue dans la PR [352]. Nous avons pu montrer
sa capacité a inhiber I'activation inflammatoire des monocytes et des MoDC et a induire un phénotype
alternatif. Ces résultats sont complémentaires des données du laboratoire montrant une la sélectivité

du dendrimére ABP pour les monocytes [353], sa capacité a induire une activation « M2-like » hors
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contexte inflammatoire [354] et sa capacité a inhiber I'arthrite murine (IL-1ra”" et transfert de sérum

K/BxN) [128].

Cette molécule d’intérét thérapeutique a aussi démontré une efficacité majeure (comparable au
Fingolimob) dans I'encéphalomyélite expérimentale auto-immune. Le dendrimere ABP réoriente les
lymphocytes T CD4* pathogénes myéline-spécifiques d’un phénotype IFNy* IL-17* vers un phénotype
producteur d’'IL-10, de maniere dépendante des cellules présentatrices d’antigenes [355]. Suite a ces
résultats, le développement de la molécule a, pour des raisons stratégiques, été tourné vers la prise en
charge des maladies neuro-inflammatoires impliquant une activation inflammatoire de la microglie. En

conséquence, le traitement ne sera a priori pas développé dans la PR.

5.5. Conclusion
Ce travail concourt a démontrer :

- D’une part, 'existence d’'un mécanisme d’action jusque-la non décrit des agents anti-TNF : la
modulation de la polarisation des cellules de la lignée monocytaires.

- D’autre part, gu’'un ciblage thérapeutique sélectif des cellules inflammatoires de la lignée
monocytaire, induisant une polarisation alternative, serait bénéfique dans la prise en charge de

la PR.
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7. RESUMES
Résumé en langue anglaise

Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequent chronic inflammatory rheumatism. This disease is
characterized by an auto-immunity and a hyperplasic synovitis, both responsible for peripheral joints
destruction. Macrophages contribute to inflammatory aspects of RA. This cell type can present various
states of activation or “polarization”, reversible and dependent on its environment, notably cytokines.
Biologics (bDMARDs) represented a revolution in severe RA treatment. However, data regarding their
specific action on macrophage are scarce.

The aims of our translational work were: (i) to assess the in vitro effect of RA bDMARDs (anti-TNF:
etanercept, adalimumab, certolizumab; anti-IL-6R: tocilizumab; CTLA4-Ig: abatacept) and of a potential
drug candidate, dendrimer ABP, on the phenotype of monocytes-derived-macrophages from RA
patients and healthy volunteers, during differentiation and activation phases, (ii) to identify polarization
markers correlated with disease activity (DAS28).

Among bDMARDs, only anti-TNF modulated macrophage polarization. During differentiation, anti-TNF
bDMARDs induced a bias toward the so-called alternative non-inflammatory polarization. In
inflammatory context, anti-TNF bDMARDs induced a selective preservation of markers associated with
IL-10 (CD16, CD163, MerTK) and an inhibition of inflammatory markers (CD40, CD80). We showed that
these changes in phenotype were associated: (i) with changes in functions consistent with a polarization
induced by IL10, (ii) a decrease in inflammatory cytokines production (TNF, IL-6, IL-12), (iii) and an
increase in phagocytosis. We showed that this modulation was mechanistically related to an early IL-10
production and to STAT3 signaling.

We have showed that certolizumab, an anti-TNF agent, induced an anti-inflammatory response,
implicating the transcription factor NRF2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2), a central
regulator of the response to oxidative stress.

Moreover, we observed that dendrimer ABP, which demonstrated its efficacy in murine arthritis,
induced alternative macrophages.

We observed that CD16 expression on non-activated macrophages, was negatively correlated with RA
activity.

This work contributes to demonstrate the relevance of macrophage targeting in RA and enabled us to
identify theranostic targets for RA treatment with anti-TNF bDMARDs.



Résumé en langue francaise

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. Cette
maladie est caractérisée par une auto-immunité et une synovite hypertrophique, responsables d’une
destruction des articulations périphériques. Les macrophages contribuent aux phénomeénes
inflammatoires de la PR. Ces cellules peuvent présenter différents états d’activation ou « polarisation »,
réversibles, dépendant de leur environnement, notamment cytokinique. Les biothérapies (0DMARDs)
ont représenté une avancée majeure dans la prise en charge des manifestations inflammatoires des
formes séveres de PR. Toutefois, peu d’études ont évalué si ce bénéfice était lié a une action spécifique
sur le macrophage.

L’objectif de ce travail de transversal était : (i) d’évaluer in vitro I'effet des principales biothérapies de la
PR (anti-TNF : etanercept, adalimumab, certolizumab ; anti-IL-6R : tocilizumab ; CTLA4-Ig : abatacept) et
d'un agent thérapeutique potentiel, le dendrimére ABP, sur la différenciation et I'activation de
macrophages dérivés de monocytes issus de patients atteints de PR et de sujets sains, (ii) d'identifier
des marqueurs de polarisation du macrophage, corrélés a I'activité de la maladie (DAS28).

Parmi les bDMARDs évalués, seuls les anti-TNF ont montré une action sur la polarisation des
macrophages. En contexte de différenciation avec M-CSF, les bDMARDs anti-TNF ont induit un biais vers
une polarisation non inflammatoire dite alternative. En contexte d’activation inflammatoire, les
bDMARDs anti-TNF ont induit une préservation sélective des marqueurs de polarisation liés a I'lL-10
(CD16, CD163, MerTK) et une inhibition des marqueurs inflammatoires (CD40, CD80). Nous avons
montré que ce changement phénotypique s’accompagnait : (i) d’'un changement fonctionnel
concordant avec une polarisation induite par I'lL-10, (ii) d’une inhibition de la production des cytokines
de l'inflammation (TNF, IL-6, I1L-12), (iii) et d’'une majoration de la phagocytose. Cette modulation de
phénotype était due a une production précoce d’IL-10 et dépendante de STATS3.

Nous avons pu montrer que le certolizumab, un anti-TNF, induisait une réponse anti-inflammatoire,
impliquant le facteur de transcription NRF2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2), un régulateur
central dans la réponse au stress oxydatif.

De plus, nous avons pu observer que le dendrimére ABP, qui a fait la preuve de concept de son efficacité
dans l'arthrite murine, agissait par le biais de l'induction d'un phénotype alternatif des macrophages.

Enfin, nous avons observé que I'expression de CD16, a la surface des macrophages non activés, était
corrélée négativement a I'activité de la PR.

Ces travaux concourent a montrer l'intérét du ciblage du macrophage dans la PR et nous ont permis
d’identifier de potentielles cibles théranostiques dans le traitement de la PR par anti-TNF.



