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Résumé

L'arthrite juvénile idiopathique (AJI) est un groupe hétérogéne de rhumatismes
inflammatoires chroniques d’origine inconnue affectant les enfants de moins de 16 ans. Afin
de mettre en évidence des mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I’AJl, une
inclusion de patients atteints d’'une autre forme d’arthrite juvénile, a savoir I'arthrite
septique, a été effectuée. Cette derniére a pour origine la prolifération intra-articulaire de
bactéries qui provoquent une réaction inflammatoire responsable de lésions tissulaires.

Un intérét particulier a été porté sur les sous-populations de monocytes et de cellules
dendritiques (DCs) ainsi que les profils d’expression des microARNs (miARNs) dans le sang
périphérique (SP) et le liquide synovial (LS) des patients. Ces différents marqueurs
biologiques ont été choisis car ils jouent un role majeur a la fois dans la régulation de
I'inflammation et la pathogéneése des maladies inflammatoires.

Nos résultats montrent que le LS discrimine de facon plus importante ces deux formes
d’arthrite juvénile que le SP, avec une accumulation plus élevée de pDCs et cDCsCD141" en
cas d’All par rapport a I'AS, tandis que les trois sous-populations majeures de monocytes
(CD14"*CD16, CD14™CD16" et CD14'CD16™) sont en nombre plus élevé dans le LS des
patients AS. Par ailleurs, nos études ont montré que le principal sous-type de cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) localisé dans le LS des patients AJl correspond aux
monocytes CD14"°CD16". L’analyse de I'expression des marqueurs d’activation met en
évidence de fagon systématique une expression de CD64 et PDL2 plus faible chez les patients
atteints d’All, pouvant expliquer la perte de tolérance mise en évidence dans des cas d’AJl.

L’étude du miRNome montre que le sérum ne permet pas de discriminer I’AJl et I'AS, tandis
que, dans le LS, nous avons identifié 19 miARNs différemment exprimés entre ces deux
pathologies avec 14 miARNs (miR-7150, miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-6794-5p, miR-4800-
5p, MiR-4646-5p, miR-6782-5p, miR-4419a, miR4419b, miR-4667-5p, miR-155-5p, miR339-
3p, miR-342-5p and miR-6716-5p) plus exprimés dans I’AJl que I’AS et 5 miARNs (miR-6734-
3p, MiR-6841-3p, miR-6764-5p, miR-8063 and miR-2909) plus exprimés en cas d’AS. Une
attention particuliere a été porté sur le miR-150 qui semble jouer un réle majeur dans
I’accumulation importante de monocytes CD14""CD16" au sein des articulations des patients
AlJl, notamment via le ciblage de CCR2. Dans I'ensemble, ce projet a permis d’identifier
différents acteurs cellulaires et moléculaires pouvant étre impliqués dans Ia
physiopathologie de I'All.
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B. Liste des abréviations

AAN :
ADN :
Ago :
All:
APRIL :
ARA:
BAFF :
BDCA :
CCL:
CCP:
CCR:
cDC:
CDP:
CLP:
CMP :
COX:
CPA:
CRP :
CSF1R:
CSH :
DAMP :

DII1 :

DMARD :

EULAR:

FR:

GMP :

Anticorps antinucléaires

Acide désoxyribonucléique

Argonaute

Arthrite juvénile idiopathique

« Proliferation-inducing ligand »

« American Rheumatism Association »

« B-cell activating factor »

« Blood dendritic cell antigen 2 »

« CC-chemokine ligand »

Peptides cycliques citrullinés

« CC-chemokine receptor »

Cellule dendritique conventionnelle

« Common DC progenitor »

« Common lymphoid progenitor »

« Common myeloid-erythroid progenitor »
Cyclooxygénase

Cellule présentatrice d’antigene

« C-reactive protein »

« Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor »
Cellules souches hématopoiétiques

« Damage-associated molecular pattern proteins »
« Ligand delta-like 1 »

Médicaments antirhumatismaux

« European League Against Rheumatism »
Facteurs rhumatoides

« Granulocyte/macrophage progenitor »
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GWAS :
hGH :
HLA :
HSP :
IFN :

ILAR :
InfDC :
LFA-1:
LPS:
LS:
MCP-1 :
MDP :
MEK :
MHC :
miARN :
MIF :
MIP :
MMP :
MyD88 :
NOD :
Cellules NK :
NSAID :
PAMPs :
PBMC :
pDCs :

PR:

« Genome Wide Association Study »
« Human growth hormone »
Antigéne leucocytaire humain

« Heat shock protein »

Interféron

Immunoglobuline

« Insulin-like growth factors »

Interleukine

Ligue internationale des associations de rhumatologie

Cellule dendritique inflammatoire

« Lymphocyte function-associated antigen-1 »
Lipopolysaccharides

Liquide synovial

« Monocyte chemoattractant protein-1 »

« Macrophage/DC progenitor »

« Mitogen-activated protein kinase kinase »
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microARNs

« Macrophage migration inhibitory factor »

« Macrophage inflammatory protein »
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« Myeloid differentiation primary response 88 »
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« Natural killer cells »

Anti-inflammatoires non stéroidiens

« Pathogen-associated molecular patterns »
Cellules mononuclées du sang périphérique
Cellules dendritiques plasmacitoides

Polyarthrite rhumatoide
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PRR:
PRINTO :
PTPN22 :
RANK :
RIG :
ROS:
SEB :
SOCS1 :
SP:

Th:

TLR :
TNF-a :
Treg :
UTR:
VEGF :
VS:

VTCN1:

« Pattern recognition receptors »

« Pediatric Rheumatology International Trials Organization »
Protéine tyrosine phosphatase, type non récepteur 22
« Receptor activator of nuclear factor kappa B »

« Retinoic acid-inducible genes »

Espéce réactive de I'oxygéne

« Staphylococcus enterotoxin B »

« Suppressor of cytokine signaling 1 »

Sang périphérique

« T helper »

« Toll-like receptor »

« Tumor necrosis factor-a »

T régulateurs

Région non traduite

« Vascular endothelial growth factor »

Vitesse de sédimentation

« V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 »
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C. Introduction

1. Systéme articulaire

Le systeme articulaire représente I'ensemble des zones de jonction entre plusieurs pieces du
squelette ainsi qu’entre les dents et les os. Les articulations dérivent du mésenchyme qui
évolue pour donner des éléments fibreux, cartilagineux ainsi que les cavités synoviales. Ces
différentes parties vont permettre le mouvement du squelette tout en apportant une
protection aux articulations, réduisant et amortissant ainsi les contraintes de pression. Elles
assurent le maintient des articulations et leur permettent d’exercer leur réle biomécanique

en évitant toute dislocation (Tortora and Derrickson, 2010).

Les articulations représentent un élément clé pour les mouvements effectués par le corps
humain. Les maladies qui leur sont associées, particulierement celles survenant durant
I’enfance, ont de lourdes répercussions sur la croissance, la posture, les actions exercées par

le corps et peuvent étre responsables de douleurs invalidantes (Krenn et al., 2014).

1.1 Classification des articulations

La classification structurelle des articulations repose sur deux criteres : d’une part le type de
tissu conjonctif qui maintient les os ensemble, d’autre part la présence ou non d’un espace
entre les piéces osseuses, nommé cavité synoviale. Sur la base de ces critéres, trois
catégories d’articulations sont identifiées: les articulations fibreuses, cartilagineuses et

synoviales (Juneja and Hubbard, 2019; Krenn et al., 2014).
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A) Articulations fibreuses

Ces articulations ne renferment pas de cavité synoviale et les os sont maintenus par un tissu
conjonctif dense, irrégulier et contenant de nombreuses fibres de collagénes. Ces
articulations permettent peu ou pas de mouvements. Elles sont retrouvées entre les os du

crane, ou encore entre les racines des dents et les alvéoles du processus alvéolaire.

B) Articulations cartilagineuses

Les articulations cartilagineuses sont dépourvues de cavité synoviale et permettent peu ou
pas de mouvements. Les os y sont maintenus par du cartilage hyalin ou du fibrocartilage. Un
exemple d’articulation cartilagineuse est celle entre la premiére céte et le manubrium du

sternum. Les articulations entre les vertebres sont également cartilagineuses.

C) Articulations synoviales

Ces articulations sont composées de pieces osseuses recouvertes de cartilage, le tout étant
enchassé dans une capsule articulaire formée de tissu conjonctif dense et irrégulier. La face
interne est tapissée par une membrane synoviale qui sécréte du liquide synovial (LS) (Figure
1). L'extérieur de la capsule est maintenu par des ligaments, eux-mémes recouverts de
muscles qui s’inserent au squelette par le biais de tendons. Les articulations synoviales sont
localisées entre les os qui assurent les mouvements, notamment ceux des membres comme
le genou. Ce type d’articulation va particulierement nous intéresser dans le reste de ce

manuscrit car il représente le site du développement des arthrites chroniques.
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Figure 1 : Coupe frontale d’une articulation synoviale (Tortora and Derrickson, 2010).

1.2 Composition des articulations synoviales

1.2.1 Tissu osseux

Le tissu osseux est une structure complexe et dynamique subissant de nombreux
remaniements tout au long de la croissance des individus. Il exerce un réle de support pour
I'ensemble de corps, apportant des points d’attaches pour les tendons et les muscles. Il va
également permettre la protection des organes internes ainsi que les mouvements du corps
lors de la contraction des muscles qui lui sont attachés. De plus, le tissu osseux, qui est
traversé par des arteres et des veines, est un lieu de stockage pour des minéraux tels que le
calcium ou le phosphore qu’il libére dans le sang afin de maintenir une homéostasie
minérale. Dans certains os se trouve un tissu conjonctif nommé moelle osseuse. Chez le

nouveau né, la moelle osseuse est rouge. Une grande partie de celle-ci devient
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progressivement jaune avec I'dge. La moelle osseuse rouge contient d’une part des cellules
souches hématopoiétiques (CSH) qui sont les précurseurs des cellules immunitaires
sanguines, d’autre part des cellules du stroma médullaire représentant un tissu de soutien
créant un microenvironnement propice a la croissance et a la différentiation des CSH. En ce
qui concerne la moelle osseuse jaune, elle est principalement constituée de cellules
adipeuses stockant des triglycérides. Quelques cellules sanguines y sont également
localisées. Cette évolution au niveau de la composition de la moelle osseuse durant la
croissance des individus s’"accompagne de modifications du systéeme immunitaire (Berendsen

and Olsen, 2015).

1.2.1.1 Composition

Les tissus osseux sont composés de cellules dispersées dans une matrice extracellulaire
contenant environ 25% d’eau, 25% de fibres de collagene, principalement du collagéene de
type |, et 50% de sels minéraux. Ces sels minéraux se déposent dans la structure formée par
les fibres de collagene, cristallisent et réalisent ainsi le processus de calcification qui permet

de créer la texture tres résistante et dure du tissu osseux.

Les ostéoblastes, les ostéoclastes et les ostéocyte représentent les principales cellules du
tissu osseux. Les ostéoblastes proviennent de la différenciation ostéogénique des cellules
souches mésenchymateuses. lls produisent des fibres de collagénes et des protéines
induisant la formation de la matrice extracellulaire du tissu osseux. En se différenciant a leur
tour, les ostéoblastes matures deviennent des ostéocytes qui représentent les principales
cellules du tissu osseux. Ces dernieres assurent le maintien du métabolisme osseux via la
régulation des échanges de nutriments et de déchets avec le sang. Enfin, les ostéoclastes
sont des cellules multi-nucléées provenant de macrophages qui ont fusionné et dont la
fonction est d’assurer la résorption osseuse. Ces cellules sécretent des enzymes
protéolytiques qui vont dégrader la matrice osseuse et ainsi participer au maintien, a la
croissance et la réparation des tissus osseux, en synergie avec |'action des ostéoblastes

(Valenti et al., 2016).
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1.2.1.2 Formation

Le processus d’ossification inclue trois temps majeures: (A) formation osseuse lors du
développement embryonnaire et feetal, (B) croissance osseuse de I'enfance jusqu’a I'dge
adulte et (C) remodelage et renouvellement du tissu osseux tout au long de la vie. Des
mécanismes de régulation interviennent a chacune de ces étapes afin d’assurer le bon
développement du squelette et du corps. Ceux-ci dépendent notamment de I'apport en
minéraux tels que le calcium, le phosphore, le magnésium et les vitamines D, C et A.
Certaines hormones ont également un rdle important a jouer dans le développement
osseux, a savoir 'hormone de croissance humaine (hGH) produite par I'hypophyse, les
facteurs de croissance IGF produits par le foie et le tissu osseux (Yakar and Adamo, 2012).
Les hormones thyroidiennes, l'insuline ainsi que les hormones sexuelles comme les
oestrogénes et les androgeénes exercent également un réle essentiel dans la croissance et le

remodelage osseux (Karsenty, 2003).

A) Formation osseuse initiale

La premiere étape d’ossification se produit a partir d’'un squelette embryonnaire composé
de mésenchyme localisé sur les futurs sites de tissu osseux. Ces structures servent de
support pour 'ossification qui commence a partir de la sixieme semaine du développement
embryonnaire. L’ossification, qui implique le remplacement du tissu conjonctif en tissu
osseux peut se produire directement a partir du mésenchyme. Il s’agit de I'ossification
membranaire, responsable de la formation des os plats du crane, de la mandibule ou encore
d’'une partie des clavicules. Le deuxiéme type d’ossification ayant lieu au stade
embryonnaire correspond a l'ossification endochondrale. Dans ce cas, le tissu osseux est
formé a partir du cartilage hyalin produit a partir du mésenchyme. Cette ossification va étre

a l'origine des os longs des articulations synoviales (Berendsen and Olsen, 2015).

Dans le cadre de I'ossification membranaire, les cellules mésenchymateuses se regroupent
au niveau du centre d’ossification et se différencient en ostéoblastes (Figure 2.1). Ces
derniers sécretent alors la matrice extracellulaire de 'os. Par la suite, les ostéoblastes se
différencient en ostéocytes qui répandent leurs prolongements cytoplasmiques pour former

des canalicules osseux qui vont creuser la matrice osseuse (Figure 2.2). En quelques jours, du
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calcium et autres minéraux se déposent dans la matrice, entrainant la calcification et le
durcissement des os. En se développant, la matrice extracellulaire forme des trabécules qui
fusionnent et forment des os spongieux (Figure 2.3). Des vaisseaux sanguins peuvent alors se
former au niveau des espaces entre les trabécules. En périphérie, le mésenchyme se
condense et forme un os compact nommé périoste, qui va entourer I'os spongieux

trabéculaire (Figure 2.4).
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Figure 2: Les différentes étapes de l'ossification membranaire (Tortora and Derrickson,
2010).
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L'ossification endochondrale est quant a elle responsable de la formation de la majorité des
os du corps (Figure 3). Lorsque les cellules mésenchymateuses se regroupent au site de
formation de l'os, elles se différencient en chondroblastes, et non en ostéoblastes, comme
c’est le cas pour I'ossification membranaire (Figure 3.1). Ces chondroblastes produisent une
matrice extracellulaire constituée de cartilage hyalin. Cette matrice est ensuite entourée
d’un périchondre, le tout formant une structure qui prend peu a peu la forme de l'os en
devenir. Au fur et a mesure que la structure s’allonge, les chondroblastes enfouis dans la
matrice deviennent des chondrocytes. Ces derniers grossissent et induisent la calcification
de la matrice extracellulaire (Figure 3.2). Certains vont mourir a cause d’une absence de
nutriments et ainsi induire la formation de lacunes qui vont fusionner et créer des cavités.
L'ossification primaire débute au centre de la structure cartilagineuse ol du tissu osseux
remplace petit a petit le tissu cartilagineux (Figure 3.3). Une artére pénétre le périchondre
dans la région centrale de la structure cartilagineuse et stimule la différentiation de cellules
mésenchymateuses en ostéoblastes. Le périchondre devient peu a peu un périoste ou des
vaisseaux sanguins se développent, permettant ainsi la distribution des minéraux et des
hormones de croissance. Les ostéoblastes induisent la formation d’une matrice
extracellulaire osseuse qui remplace le cartilage pour former des trabécules osseuses
spongieuses qui vont progressivement s’étendre aux deux extrémités du modele
cartilagineux. En paralléle, les ostéoclastes vont dégrader les trabécules pour former une
cavité médullaire au niveau de la diaphyse de I'os devenu compact (Figure 3.4). Lorsque les
vaisseaux sanguins arrivent dans I'épiphyse, des centres d’ossifications secondaires se
développent (Figure 3.5). Ces centres secondaires se forment généralement vers la
naissance. lls ne contiennent pas de cavité médullaire et I'os reste spongieux. Les épiphyses
sont recouvertes de cartilage hyalin qui devient le cartilage articulaire (Figure 3.6). Entre la
diaphyse et I'épiphyse se trouve du cartilage hyalin sous forme de plaque épiphysaire qui
restera présent jusqu’a I'dge adulte afin de permettre la croissance en longueur des os

(Berendsen and Olsen, 2015).
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Figure 3 : Les différentes étapes de l'ossification endochondrale (Tortora and Derrickson,
2010).
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B) Croissance osseuse

Les os longs du corps croissent en longueur et en largeur de la naissance jusqu’au derniéres
années de l'adolescence. La croissance en longueur se produit au niveau de la plaque
épiphysaire ou se trouvent des chondrocytes qui subissent de nombreuses divisions. Une
partie de ces chondrocytes s’accumule du coté épiphysaire de la plague tandis qu’une autre
partie, localisée du c6té de la diaphyse, est remplacée par de I'os. La longueur générale de
I’os augmente donc, tandis que la plaque épiphysaire reste de taille constante. Entre 18 et
25 ans, le tissu osseux a entierement remplacé le cartilage, la multiplication cellulaire ainsi
gue la formation de matrice extracellulaire s’arrétent. Toutes atteinte mécanique (fractures)
ou inflammatoire (maladies rhumatismales, arthrites et ostéomyélite septique) qui
endommagent la plaque épiphysaire pendant la croissance ont donc de lourdes

répercussions sur développement osseux des individus.

La croissance en longueur des os longs s’accompagne d’une croissance en largeur. Les
cellules a la surface du périchondre se différencient en ostéoblastes et sécrétent de la
matrice extracellulaire osseuse. Les ostéoblastes qui deviennent des ostéocytes permettent
d’ajouter de nouvelles lamelles osseuses. En paralléle, les ostéoclastes de I'endosteum qui
tapisse la cavité médullaire détruisent une partie du tissu osseux. Cette destruction a lieu
moins rapidement que la croissance osseuse, permettant ainsi a la cavité médullaire de

s’élargir en méme temps que I'os s’épaissit (Karsenty, 2003).

C) Remodelage osseux

La formation osseuse débute avant la naissance et les os subissent un renouvellement tout
au long de la vie. Le remodelage osseux implique la résorption d’anciens tissus osseux avec
I’élimination des minéraux et fibres de collagéne par les ostéoclastes, avec en paralléle la
formation de nouvelles structures osseuses par les ostéoblastes. Ce remodelage concerne
I’'ensemble des os du corps et se produit a des rythmes différents selon les régions du corps.
Des facteurs tels que les blessures ou fractures, I'activité physique ou encore les habitudes

alimentaires peuvent avoir un impact sur le remodelage osseux.

L’équilibre entre la résorption osseuse et la formation de nouveaux tissus osseux met en

place des processus de régulation dans le but d’éviter des malformations osseuses. En effet,
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une accumulation importante de tissu provoque la formation d’os anormalement épais et
lourds. Ces anomalies osseuses sont a |'origine de I'ostéopétrose. Des éperons osseux
appelés ostéophytes peuvent également se développer lorsqu’un surplus de matiere
minérale se concentre sous forme de bosse, génant ainsi le mouvement des articulations. A
I'inverse, une perte excessive de calcium et de matrice extracellulaire fragilise les os qui
peuvent alors se briser, comme c’est le cas pour I'ostéoporose. Le risque de développer
cette maladie augmente avec I'dge. Les femmes sont plus touchées que les hommes,

particulierement aprés la ménopause (Tortora and Derrickson, 2010).

1.2.2 Cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif localisé a I'extrémité des os longs. Etant non
innervé et non vascularisé, la nutrition et I’élimination des déchets métaboliques de ce tissu
s’effectuent par le biais du LS circulant au sein de I'articulation. Les stimulations mécaniques
induites par les mouvements corporels sont donc indispensables afin d’assurer une
circulation du LS au niveau des différentes couches du cartilage. La fonction de ce dernier est
d’assurer le bon glissement entre les piéces osseuses lors des mouvements du squelette en
maintenant un coefficient de friction bas tout en amortissant et répartissant les charges

appliquées sur les os (Cole, 2011).

Le cartilage et I'os sous-chondral agissent de facon coordonnée pour assurer la fonction
mécanique de I'articulation. Les maladies ou autres perturbations articulaires touchant a I'un

de ces deux tissus ont donc des répercussions sur I'autre tissu.

1.2.2.1 Composition

Le cartilage articulaire est composé de chondrocytes localisés au sein d’une matrice
extracellulaire occupant 80 a 90% du volume cartilagineux. Cette matrice cartilagineuse est
produite par les chondrocytes et est composée de 65 a 80% d’eau ainsi que de
protéoglycanes et de collagéne, majoritairement du collagéne de type Il. Les protéoglycanes
représentent I'assemblage entre protéines et glycosaminoglycane. lls assurent I’élasticité du

cartilage. La composition particuliére du cartilage articulaire lui permet d’étre a la fois souple
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et résistant, et ainsi d’exercer ses propriétés bio-mécaniques visant a amortir les pressions
subies par les articulations. L’absence de vascularisation a pour conséquence une réparation

tissulaire lente voire inexistante en cas de lésions (Cole, 2011).

1.2.2.2 Organisation tissulaire
Le cartilage est organisé en quatre couches :

- La couche superficielle fine représente 10 a 20% du volume total du cartilage. Elle contient
de nombreux chondrocytes. lls sont de forme aplatie et sécrétent du collagéne organisé en
fibres compactes paralleles. Cette couche est résistante et protége ainsi les couches
profondes contre les forces de cisaillement. Elle a une fonction de filtre sélectif a travers
lequel passent les substances nutritives provenant du LS, substances représentant la seule

source d’alimentation des chondrocytes.

- La couche intermédiaire inclut 40 a 60% de I'épaisseur du cartilage. Les chondrocytes y sont
en petit nombre et ont une forme sphérique. lls sécretent du collagéne et des
protéoglycanes qui forment des fibres agencées de facon oblique par rapport a la surface de
I'articulation. Ces structures apportent une résistance par rapport aux forces de

compression.

- La couche profonde occupe 30% du volume du cartilage. Les chondrocytes et les fibres de
collagéne y sont organisés en colonnes perpendiculaires a la surface articulaire. Cette
couche riche en protéoglycanes fournit une résistance supplémentaire aux forces de

compression.

- La couche calcifiée représente 5 a 10% du cartilage. Cette couche est a I'interface entre le
cartilage articulaire et I'os sous-chondral. Elle contient des chondrocytes quiescents et
hypertrophiques. La matrice extracellulaire renferme du collagéne de type X, peu de
protéoglycanes, et une concentration importante de calcium. Entre la couche profonde et la
couche calcifiée sur trouve une fine ligne irréguliere nommée « tide-mark » qui contréle

I'invasion du cartilage par les vaisseaux sanguins provenant des os (Cole, 2011).
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1.2.3 Cavité synoviale

La cavité synoviale contient du LS et est délimitée par une capsule articulaire composée
d’une capsule fibreuse et d’'une membrane synoviale (Figure 1). La capsule fibreuse contient
de tissu conjonctif dense irrégulier formé en grande partie de fibres de collagene. Elle est
fixée au périoste des os articulaires. La membrane synoviale également nommée synovium
est composée de tissu conjonctif ordinaire lache (aréolaire) et de fibres élastiques. Elle
recouvre la face interne de la capsule articulaire et est formée par deux couches. La
premiere est I'intima, elle est en contact direct avec la cavité articulaire. Elle contient des
synoviocytes de types A (30%) et B (70%) (Figure 4). Les synoviocytes de type A sont
considérés comme des macrophages résidents qui ont pour fonction de phagocyter les
débris cellulaires et nettoyer la cavité articulaire. Ce sont des cellules présentatrices
d’antigene (CPA) qui jouent un réle majeur dans la réponse immunitaire. Les synoviocytes de
type B sont des fibroblastes. lls sont organisés sous forme d’un réseau complexe au niveau
de la surface de la membrane synoviale. Ces cellules sont impliquées dans la production
d’acide hyaluronique, de collagene et de fibronectine qui vont participer a la composition du
LS. Le potentiel prolifératif de ces cellules est plus important que celui des synoviocytes de
type A (lwanaga et al., 2000). La deuxieme couche de la membrane synoviale est la sous-
intimale. Cette derniere est riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle contient
également une matrice de collagéne entourant des fibroblastes et des cellules sanguines

infiltrantes.

La membrane synoviale est une barriere de filtration qui permet de réguler la composition
du LS. En condition physiologique, ce dernier est riche en lubricine et en acide hyaluronique
qui s’ajoutent au liquide interstitiel résultant de la filtration du plasma sanguin afin de
lubrifier I'articulation. Il contient également des cytokines et des facteurs de croissance qui

participent au maintien de ’lhoméostasie de I'environnement articulaire.

Le tissu synovial est la cible principale des maladies inflammatoires chroniques touchant les
articulations, telles que la polyarthrite rhumatoide (PR) chez I'adulte et I'arthrite juvénile
idiopathique (AJl) que nous allons décrire plus en profondeur dans la suite de ce manuscrit.
Ces maladies sont associées a une inflammation du synovium pouvant aboutir a la

destruction du cartilage adjacent et du tissu osseux (Orr et al., 2017). Ces atteintes
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inflammatoires sont caractérisées par une néo-vascularisation et une extravasation
leucocytaire (Tak and Bresnihan, 2000). La perméabilité du tissu synovial est alors modifiée,
ce qui a des répercussions sur la composition du LS. En effet, des études sur du LS de
patients atteints de PR ont montré que la perméabilité aux molécules de grosses tailles est
augmentée, tandis que celle pour les petites molécules comme l'urée et le glucose est
diminuée (Levick, 1981; Orr et al., 2017). La teneur en protéines est par conséquent plus
importante dans du LS de personnes ayant une PR qu’en condition physiologique. L'étude du
LS est donc cruciale dans la compréhension de la physiopathologie des maladies

inflammatoires rhumatismales.
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Figure 4 : Coupe histologique de la membrane synoviale et représentation schématique
des synoviocytes de type A et B au sein de I'intima. Modifié d’aprés Iwanaga et al., 2000;
Yang et al., 2013.
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2. Arthrite juvénile idiopathique

2.1 Définition

L'AJl représente un groupe hétérogene de rhumatismes inflammatoires chroniques de
I’enfant d’origine inconnue. Il s’agit de la forme d’arthrite la plus répandue chez les enfants
de moins de 16 ans (Prakken et al., 2011). L'AJI est une maladie rare qui a une incidence
annuelle de 2 a 20 cas pour 100 000 habitants dans les pays a revenus élevés et une

prévalence de 16 a 150 individus pour 100 000 habitants (Prakken et al., 2011).

En 2001, la « International League of Associations for Rheumatology » (ILAR) a établi une
classification qui définit 7 sous-types d’AJl en fonction de critéres tels que le nombre
d’articulations atteintes durant les 6 premiers mois de la maladie, des manifestations extra
articulaires et des marqueurs biologiques (Petty et al., 2004). Les différents groupes ont tous
en commun une inflammation chronique débutant au niveau de la membrane synoviale. Les
symptomes impliquent un gonflement persistant de la (ou des) articulation(s) touchée(s)
associé a des douleurs. L'atteinte articulaire est dite inflammatoire avec une présentation
classique de douleurs et d'impotence matinale s’atténuant dans la journée appelée
« dévérouillage ». En cas d’atteinte sévére et prolongée, la persistance de I'inflammation

augmente le risque de développer des Iésions ostéo-cartilagineuses.

En fonction de I'age des patients et des manifestations cliniques, la prise en charge varie
fortement. Les efforts effectués au niveau de la classification des maladies affectant les
enfants sont essentiels car ces derniers ont un corps en pleine croissance avec un systéme
immunitaire immature qui évolue. Il est donc important que les patients atteints d’All
recoivent rapidement les traitements adéquats car les risques d’invalidité sont élevés en
raison de leur ossification encore incompléte (cfr. Chapitre 1.2.1.2). L’hétérogénéité de ces
troubles signifie que différents facteurs sont impliqués dans la physiopathologie de I’AJl. Une
meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents permet également d’améliorer le
diagnostic et la classification des formes d’arthrite juvénile et ainsi d’optimiser la prise en

charge de ces maladies et d’élaborer des traitements ciblés.
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2.2 Classification

La classification des sous-populations d’AlJl a subi de nombreuses modifications ces derniéeres
années et est encore actuellement sous révision. Dans les années 1970, deux classifications
avaient été proposées : I'une par « American Rheumatism Association » (ARA) qui regroupait
les atteintes juvéniles sous le nom de polyarthrite rhumatoide juvénile, la deuxieme par le
« European League Against Rheumatism » (EULAR) qui a adopté le terme d’arthrite
chronique juvénile. En 1993, une nouvelle classification a été établie par I'lLAR aprées la
validation du terme « arthrite juvénile idiopathique ». Pour répondre a des questions d’ordre
scientifique, I'lLAR a voulu définir des catégories homogenes d’All et ainsi faciliter les
recherches sur les causes, la pathogenese, I'épidémiologie (Petty et al., 1998). Avec
I’'amélioration des outils diagnostiques, une nouvelle classification qui s’intéresse d’avantage

aux applications cliniques a été proposée en 2001 (Petty et al., 2004) (Tableau 1).

A) All oligoarticulaire

La forme oligoarticulaire de I'AJl est définie comme une arthrite qui touche 1 a 4
articulations pendant les 6 premiers mois de la maladie. La classification ILAR exclue de ce
groupe les enfants ayant un psoriasis ou des antécédents de psoriasis chez un parent, une
maladie associée a I'antigene leucocytaire humain (HLA)-B27 ou des facteurs rhumatoides

(FR) (Petty et al., 2004).

Ce sous-type est le plus répandu dans les pays occidentaux avec une incidence moyenne de
50-60% (Oen and Cheang, 1996). La majorité des patients présentent une arthrite
asymétrique touchant principalement les grosses articulations, la premiere cible étant le
genoux, suivi de la cheville. Cette pathologie débute généralement en bas age et affecte
majoritairement les personnes de sexe féminin. De plus, elle est souvent associée a la
présence d’anticorps antinucléaires (AAN) et a une uvéite. Cette derniere peut provoquer de
graves déficiences visuelles. Dans les deux tiers des cas, I'uvéite est bilatérale et survient
généralement apres les manifestations articulaires (Petty et al., 2003). Elle doit étre dépistée
systématiquement car peut passer inapercues chez I'enfant. Le lien entre le développement
d’'une uvéite et I'atteinte articulaire n’est pas encore bien compris. Certaines cytokines

inflammatoires comme l'interleukine (IL)-1B, I'IL-2, I'IL-6, I'interféron (IFN)-y et le facteur de
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nécrose tumoral (TNF)-a qui ont été détectées dans les liquides et tissus oculaires semblent
étre impliquées dans la présence des uvéites survenant en cas d’arthrite (Ooi et al., 2006).
Une association avec certains alleles HLA, tel que HLA-DRB1*08, a été identifiée chez les

patients atteints d’oligoarthrite (Ravelli and Martini, 2007).

En fonction de I’évolution de I’AJl oligoarticulaire aprés les 6 premiers mois de la maladie,
deux sous-catégories sont identifiées : une forme dite persistante avec un maximum de 4
articulations atteintes et une forme étendue dans laquelle I'arthrite va toucher plus de 4
articulations. Des signes tels que I'atteinte des poignets, une arthrite symétrique ou encore
une vitesse de sédimentation (VS) élevée sont souvent indicatifs d’une progression vers une
oligoarthrite étendue (Al-Matar et al., 2002). Une augmentation du rapport de lymphocytes
T CD4/CD8 parmi les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ou du liquide
synovial a également été observée dans la forme étendue de la maladie, ce qui montre
I'importance de ces cellules dans la physiopathologie de I’All oligoarticulaire (Hunter et al.,

2010).

Durant les dernieres années, le pronostic de I'oligoarthrite s’est considérablement amélioré,
du fait des progrés thérapeutiques. Une étude effectuée sur 376 patients a montré que la
moitié d’entre eux entrait en rémission une année apres le diagnostic (Bowyer et al., 2003).
La présence d’AAN et un jeune age au début de la maladie semblent étre corrélés a une

durée plus longue de la pathologie (Oen et al., 2003).

B) AlJl polyaticulaire a facteur rhumatoide positif

L’AJI polyarticulaire a FR positif est caractérisée par une atteinte d’au moins 5 articulations
durant les 6 premiers mois de la maladie. Par ailleurs, la présence de FR doit étre détectée a
au moins 2 reprises a 3 mois d’intervalle au cours de ces 6 premiers mois (Petty et al., 2004).
Le FR est constitué d’anticorps dirigés contre la portion Fc des immunoglobulines (Ig) G.
Cette forme d’All est généralement la seule a également présenter des anticorps dirigés
contre les peptides cycliues citrullinés (anti-CCP) (van Rossum et al., 2003) qui
diagnostiquent de facon tres spécifique et précoce la PR et prédisent les formes les plus

agressives (Nielen et al., 2004).
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En Europe, la prévalence de cette maladie est de 5% parmi les cas d’All, principalement des
enfants de sexe féminin. Le début des manifestations cliniques survient généralement vers la
fin de I'enfance, au début de l'adolescence, avec des patients qui présentent une
polyarthrite symétrique affectant principalement les poignets et les petites articulations des
pieds et des mains. La VS et les valeurs de protéine C réactive (CRP) sont souvent élevées et

les patients peuvent présenter une anémie normochrome (van Rossum et al., 2003).

Cette atteinte juvénile est considérée comme ['équivalent pédiatrique de la PR chez les
adultes. Toutes deux partagent des facteurs de risque tels que les alléles HLA-DR1, HLA-DR4
et HLA-DR14 (Gorman and Criswell, 2002).

Parmi les enfants atteints d’AJl qui sont traités, ceux ayant une forme polyarticulaire FR
positif ont le taux de rémission le plus faible (5%), en excluant I'AJl systémique (Wallace et
al., 2005). A cause du mauvais pronostic lié a cette maladie, un traitement agressif est

souvent nécessaire.

C) AlJl polyaticulaire a facteur rhumatoide négatif

L’AJl polyarticulaire a FR négatif correspond a une arthrite touchant 5 articulations ou plus
durant les 6 premiers mois de la maladie, sans qu’il n’y ait de FR (Petty et al., 2004). Ce sous-
type d’All est hétérogene et donc difficile a caractériser (Martini, 2003; Ravelli and Martini,
2007). En effet, il est associé a de nombreuses variations au niveau des signes cliniques, de
I’évolution de la maladie ainsi que de la répartition géographique. La prévalence de ce sous-
type est estimée entre 10 et 25% en Europe. Dans I'ensemble, les articulations les plus

touchées sont les genoux, les poignets et les chevilles.

Trois phénotypes semblent se dégager de ce sous-groupe. Le premier est caractérisé par une
atteinte symétrique des articulations, une survenue a un age scolaire, I'absence d’AAN, une
VS élevée et une évolution variable de la maladie. Le deuxieme phénotype est comparable a
une oligoarthrite avec des AAN, une apparition en bas age, une prédominance féminine, une
arthrite asymétrique, un risque de développer une uvéite et une association avec I'alléle
HLA-DRB1*08. Ces similitudes avec I’AJl oligoarticulaire font partie des arguments motivant
la révision de la classification actuelle. En effet, une hypothése a été émise pour soutenir le

fait que ce deuxieme phénotype de polyarthrite est probablement une forme plus agressive
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de l'oligoarthrite (Martini, 2003; Ravelli et al., 2011). Dans le troisieme sous-groupe nommé
« synovite séche », les signes cliniques d’hypertrophie synoviale et d’épanchement
articulaire sont négligeables. Les patients présentent tout de méme une raideur et des

contractures articulaires, avec des valeurs de VS normales, voire légérement élevées.

La réponse au traitement étant généralement faible pour les enfants atteints LAl
polyarticulaire négative pour le FR, une morbidité et une diminution des capacités

fonctionnelles sont souvent observées chez ces patients.

D) AlJl associée au psoriasis

L'AJl psoriasique est définie comme une association entre une inflammation des
articulations associées a une éruption psoriasique. Si cette derniere est absente, I'arthrite
doit étre associée a au moins 2 des criteres suivants: une dactylite, des ongles de la
couturiére ou une onycholyse, ou enfin des antécédents familiaux de psoriasis (Petty et al.,
2004). Dans la moitié des cas d’AlJl psoriasique, les atteintes de la peau surviennent des

années apres les manifestations articulaires.

La fréquence de ce sous-type est de 5 a 10% par rapport a I'ensemble des formes d’All
présentes dans les pays occidentaux (Berntson et al., 2001). Les enfants touchés par cette

maladie ont pour la majorité 2-3 ans ou entrent dans I'adolescence (Stoll et al., 2006).

L’AJl psoriasique est un sous-type qui ne représente pas une entité clairement définie. Son
identification est fortement controversée car elle englobe un ensemble hétérogene de
manifestations arthritiques. De plus cette forme d’All présente de nombreux
chevauchements avec les autres sous-types. L'examen des marqueurs inflammatoires
comme la VS et les valeurs de CRP montrent généralement des résultats similaires a ceux des
individus sains (Stoll and Nigrovic, 2006). A cause de I'hétérogénéité de cette maladie et du
manque de données disponibles, le pronostic sur le long terme ne peut étre correctement

établi.
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E) Allliée al'enthése

Le diagnostic de I'AJl liée a I'enthése repose sur le développement d’une arthrite et d’'une
enthésite. Ce sous-type est souvent associé a un historique familial d’arthrites, a la présence
de l'allele HLA-B27 ou d’une uvéite (Petty et al., 2004; Rubin et al., 1994). Durant les
premiéres années, cette forme d’All touche principalement les membres inférieurs de facon

asymétrique. Elle peut ensuite évoluer vers le squelette axial.

L'AJl liée a I'enthése représente 8 a 16% des AJl dans les pays du nord et inclue
majoritairement des enfants ayant entre 10 et 13 ans (Prutki et al., 2008). Les hommes sont

plus atteints que les femmes (Weiss et al., 2012).

Cette maladie peut étre a I'origine d’incapacités physiques et de douleurs, particulierement
pour les patients de sexe masculin, mais aussi pour ceux avec un nombre élevé
d’articulations atteintes, ayant des antécédents familiaux pour des maladies similaires, en
cas de positivité pour l'allele HLA-B27 ou de hauts taux de VS. Un age élevé lors du

diagnostic est également lié a un mauvais pronostic (Flatg et al., 2006).

F) AJl systémique

L'AJl systémique est caractérisée par une arthrite au niveau d’une ou plusieurs articulations
associée ou précédée par une fiévre durant 2 semaines ou plus, avec des épisodes d’au
moins 3 jours consécutifs. Ces symptomes sont accompagnés de l'un ou plusieurs des
éléments suivants: éruption érythémateuse, gonflement des ganglions lymphatiques,
hépatomégalie et/ou splénomégalie et enfin sérite (Petty et al., 2004). Cette forme d’All
présente des atteinte d’organes pouvant mettre en jeux le pronostic vital (Vannucci et al.,

2013).

L’AJl systémique représente environ 5 a 15 % des cas d’AJl. Ce sous-type présente des
différences importantes par rapport aux autres formes d’AJl autant au niveau de la
pathogenese, du profil clinique gu’au niveau des choix de traitement. Contrairement aux
autres sous-groupes, celui-ci est considéré comme une maladie auto-inflammatoire avec des
concentrations importantes en cytokines inflammatoires telles que I'lL-1 et I'IL-6 (Prakken et

al., 2011).
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G) All non différenciée

Cette derniere catégorie représente environ 15% des enfants atteints d’arthrite chronique.
Elle inclut les cas qui ne remplissent pas les critéres d’inclusion des autres sous-types d’All

ou qui répondent aux critéres de plusieurs catégories (Petty et al., 2004).

De plus en plus de données cliniques et d’outils de diagnostic montrent que la classification
établie en 2001 par I'ILAR nécessite des améliorations. Un des arguments avancés est que la
présence de FR, souvent associée a une positivité pour les anticorps anti-CCP, devrait étre un
critere de sélection a part entiére, non lié au nombre d’articulations touchées (Ferrell et al.,
2014; Martini, 2003). En effet, ce nombre est maintenant considéré comme une distinction
artificielle, qui doit étre corrélé a la gravité d’une maladie et non a une forme particuliere
d’AJl. Un autre critére proposé est la présence d’AAN survenant tot dans le développement
de la maladie (van den Broek et al., 2015). Enfin, 'utilisation des antécédents familiaux
comme critére d’inclusion ou d’exclusion est controversé car des données concernant

I"historique familial peuvent étre difficilement accessibles (Manners et al., 2003).

En 2018, un projet a été publié par I'organisation internationale d’essais en rhumatologie
pédiatrique (PRINTO) (Martini et al.,, 2019). Son objectif est d’une part de récupérer un
ensemble de données cliniques et résultats de laboratoire d’enfants atteints d’All répartis
dans le monde, d’autre part de distinguer les pathologies chroniques strictement juvéniles
de celles ayant des homologues adultes. Les résultats ont permis de proposer 4 sous-types :
(1) AJI systémique, (2) All positive pour le FR, (3) All liée a I'enthése, (4) All positive pour les

AAN débutant dans le jeune age. Le reste des cas ferait partie d’un groupe « autre ».

Tous les efforts consacrés a I’"harmonisation de la classification des sous-types d’All sont
aidés par I'amélioration des techniques actuelles. Il reste toutefois nécessaire d’identifier de
nouveaux marqueurs biologiques pour aider a mieux caractériser les formes d’All et ainsi
améliorer le diagnostic et la prise en charge des patients. Ces efforts sont également trés
utiles pour la recherche scientifique et I'étude des mécanismes physiopathologiques des
différentes formes d’AJl puisqu’une meilleure compréhension de |‘ontogénie de ces

maladies permettra d’envisager un dépistage précoce et des traitements ciblés.
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Nombre Fréquence . . . . L
L N . Manifestations extra-articulaires Auto- Critéres
Catégories ILAR |d'articulations| en Europe ) . \ A
, fréquentes anticorps | d'exculsion
touchées (%)
Al R .
. . . la4 50-60 Uvéite AAN a,b,cde
oligoarticulaire
All FR
polyartla.JI.alre Plusde 5 5 - Anti-CCP a,b,ce
FR positif
Al .
polyarticulaire Plus de 5 10-25 - Anti-CCP a,b,cde
P AAN
FR négatif
All liée au Dactylite N
. - 5-10 Ongle de la couturiere - b,c,d e
psoriasis
Onycholyse
I:\JI Ilefe a i 3-16 Enth,e_5|te i ade
I'enthese Uvéite
Fievre
Eruption érythémateuse
P Gonflement des ganglions lymphatiques
All systémique - 5-15 i L - a,b,cd
Hépatomégalie
Splénomégalie
Sérite
AJl non
- 15 - - -
différenciée

Tableau 1 : Classification ILAR des sous-types d’All. Criteres d’exclusion : (a) Psoriasis ou
antécédent familiaux de psoirasis. (b) Association avec HLA-B27 chez les garcons de plus de 6
ans. (c) Spondylarthrite ankylosante, arthrite liée a une enthésite, sacro-iliite avec maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin, syndrome de Reiter ou uvéite antérieure aigué, ou
antécédents d'un de ces troubles chez un parent au premier degré. (d) Facteurs
rheumatoides détectés a au moins 2 reprises a 3 mois d’intervalle. (e) Présence d’une

arthrite systémique.

2.3 Physiopathologie de I’All

En raison de I'hétérogénéité clinique, associée a des difficultés de classification, ainsi que du
faible nombre de patients, les bases physiopathologiques de I'AJl restent encore mal
comprises. Cette maladie complexe d’origine inconnue semble faire intervenir une
combinaison de facteurs génétiques de susceptibilité et d’éléments environnementaux, le

tout conduisant a un déséquilibre immunitaire.
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2.3.1 Perturbations tissulaires

Dans tous les sous-types d’All, une réaction inflammatoire se développe au niveau des
articulations synoviales, provoquant des lésions potentiellement irréversibles. Cette
inflammation se caractérise par une augmentation de la vascularisation et de I'activation
endothéliale et un épaississement de la membrane synoviale (Macaubas et al., 2009). La
nouvelle vascularisation, favorisée par des éléments comme le facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF), les espéces réactives de I'oxygene (ROS) et I'ostéopontine,
facilite I'afflux de cellules inflammatoires au niveau de I'articulation. Ces cellules activent
ensuite les ostéoclastes exprimant RANK (activateur du récepteur du facteur nucléaire kappa
B) et induisent la production de métalloprotéases matricielles (MMP), telles que MMP-1 et
MMP-3 (Masi et al., 2004; Peake et al., 2005; Sarma et al., 2008). Il s’en suit une destruction
du cartilage et des structures osseuses avec de lourdes répercussions sur le squelette des
enfants qui sont en pleine croissance. Ces perturbations peuvent étre accentuées en cas
d’une diminution des capacités de réparation tissulaire, notamment due a une apoptose

importante des ostéoblastes (Caparbo et al., 2009).

2.3.2 Facteurs génétiques

Des études effectuées sur des membres d’'une méme famille, notamment des jumeaux,
soutiennent I'hypothese qu’il existe une composante génétique dans I’All (Prahalad and
Glass, 2008). Ces résultats ont permis de mettre en évidence un ensemble génes de

susceptibilité potentiels pour I'AJl.

Les marqueurs génétiques de susceptibilités peuvent étre divisés en deux groupes : les génes
HLA et les genes non-HLA. Les génes HLA codent pour les protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité (MHC), protéines étant impliquées de la régulation de la réponse
immunitaire (Rajaei et al., 2019). Ces génes sont hautement polymorphes et les premieres
associations avec I’AlJl découlent d’études d’association pangénomiques (GWAS) (Thompson
et al.,, 2004). Le sexe semble influencer les genes associés a cette maladie. En effet, des
associations entre HLA-A et HLA-DRB1 ont été identifiées avec les filles atteintes d’All

oligoarticulaire, mais pas avec les garcons (Zeggini et al., 2002). De plus, il semblerait que la
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fréquence des alléles de susceptibilité puisse varier en fonction des groupes ethniques

(Alsaeid et al., 2006; Huang et al., 2004).

Des études ont analysé de nombreux génes non-HLA dans le but d’identifier des associations
avec des sous-types d’All. Une limitation majeure est la difficulté de détecter des effets
géniques modérés ou légers, particulierement a cause du manque de robustesse de la
classification actuelle. Malgré cela, des genes ont été identifiés, comme PTPN22 (protéine
tyrosine phosphatase, type non récepteur 22) et IL-2R (Hinks et al., 2009a). Des mutations au
niveau de ces genes ont été associées a d’autres maladies auto-immunes comme le diabéte
de type 1, la PR ou encore la sclérose en plagues (Hinks et al.,, 2009a). D’autres génes
candidats non-HLA incluent VTCN1, un géne codant pour un régulateur négatif de
I’activation des lymphocytes T (Hinks et al., 2009b), ou encore MIF (facteur inhibiteur de la
migration des macrophages), une cytokine pro-inflammatoire (Macaubas et al.,, 2009;
Prahalad and Glass, 2008). Dans I'ensemble, les associations génétiques visant a évaluer une
susceptibilité a développer I'AJl ne sont pas suffisantes pour distinguer les sous-types de
cette maladie et présentent méme des similarités avec d’autres atteintes inflammatoires

adultes.

2.3.3 Cellules du systeme immunitaire

Les études effectuées sur I'AJl montrent que cette maladie complexe peut s’expliquer en
partie par le déréglement de mécanismes impliqués dans la régulation de la réponse
immunitaire. En effet, I'analyse de la physiopathologie montre un réle des cellules de
I'immunité adaptative et innée (Macaubas et al., 2009). Dans les paragraphes suivants, je
m’attacherai a décrire des mécanismes qui semblent étre impliqués dans la physiopathologie
de I'All et qui font intervenir des perturbations au niveau de la distribution ou de la fonction

des lymphocytes, des DCs, des monocytes ainsi que des neutrophiles.

2.3.3.1 Lymphocytes

L’association avec les alleles HLA et I’AJl montrent un réle important des lymphocytes T dans

la physiopathologie de cette maladie. Une équipe a montré un vieillissement prématuré des

36



lymphocytes T CD4 naifs chez les enfants atteints d’oligoarthrite, mis en évidence par un
raccourcissement des télomeres, suggérant une altération de la fonction thymique (Prelog et
al., 2008). De nombreuses études ont détecté une présence importante de lymphocytes T
activés dans les articulations touchées, avec un rapport CD4/CD8 élevé (Macaubas et al.,
2009; Murray et al., 1996). Leur nombre est également important dans la circulation de ces
enfants par rapport au sang de donneurs sains (Wouters et al., 2002). Parmi les T CD4, les T
helper 1 (Th1) IFN- y* et CD45RO" sont particuliérement représentés (Wedderburn et al.,
2000). Des chimiokines comme CCL21 sont retrouvées concentrées dans le LS, suggérant que
les Thl exprimant CCR7, le récepteur de CCL21, sont recrutées au niveau des articulations
(Gattorno et al.,, 2004). Les articulations sont également enrichies en Th17, cellules
productrices d’IL-17 pouvant induire la synthése d’IL-6, IL-8 et de MMP-1 et 3 qui sont des
protéines exercant une action destructrice sur les structures articulaires (Agarwal et al.,
2008; Nistala et al., 2008). Concernant les T CD4 régulateurs (Treg), ils sont présents dans les
articulations d’oligoAJI mais leur action ne permet de diminuer I'inflammation (Wei et al.,
2008). Comme pour de nombreuses maladies autoimmunes, la question se pose de savoir si

c’est leur nombre ou leur activité suppressive qui sont insuffisants, ou les deux.

Des données ont montré une auto-réactivité importante des cellules T, dirigée notamment
contre des protéines articulaires comme les aggréganes et la fibrilline (Kamphuis et al.,
2006). Plusieurs protéines de type HSP représentent également de potentiels autoantigenes,
tel que HSP60 qui induit une activation des T circulants de patients AJl et non de T contrdles
(Sedlackova et al., 2006). Des lymphocytes T CD8 auto-réactifs ont également été identifiés
dans la circulation et les articulations de ces patients (Murray et al., 1996; Wouters et al.). La
perte de tolérance des lymphocytes T CD4 et T CD8 aux auto-antigénes pourrait étre
expliguée par les mécanismes impliqués dans le mimétisme moléculaire, c’est-a-dire
I’hypothése qu’une cross-réaction se produit contre des peptides du soi ressemblant a des
peptides étrangers, phénomene qui serait accentué par la propagation d’épitopes libérés

lors de I'inflammation (Macaubas et al., 2009).

Rappelons toutefois que les auto-anticorps les plus décrits dans les formes autoimmunes
d’AlJl sont les AAN, le FR et les anti-CCP. En interagissant avec des antigénes du soi, ces
derniers participent a la formation de complexes immuns au sein des articulations. Ces

complexes sont responsables d’un afflux de cellules immunitaires, ce qui peut contribuer au

37



développement d’une réaction inflammatoire associée a des lessions tissulaires et a la
destruction des articulations. Les études actuelles montrent une association entre la
présence d’AAN et le développement des uvéites, ainsi qu’entre les FR et/ou les anticorps

anti-CCP et la gravité de la maladie (van Rossum et al., 2003).

Peu d’analyses ont été effectuées sur les lymphocytes B. Ces cellules sont souvent
considérées comme inductrices de la réaction inflammatoire en raison de leur capacité a
produire des auto-anticorps et leur fonction de CPA (Morbach et al., 2011). Toutefois, une
étude récente a montré que les cellules B cD24"cp38" (transitionnelles) étaient en nombre
moins important dans le sang des patients atteints d’AlJl par rapport au donneurs sains, ce
nombre étant encore plus faible dans les articulations des enfants malades (Zhao and Jung,
2018). Cette faible fréquence de cellules B régulatrices serait associée a de basses
concentrations en IL-10 et ainsi a I'incapacité d’inhiber la réaction inflammatoire. Des études
supplémentaires sur le rbéle des lymphocytes dans la physiopathologie de I'AJl sont

nécessaires.

2.3.3.2 Cellules dendritiques et monocytes

Les DCs jouent un réle important dans la présentation antigénique aux lymphocytes T. Elles
participent a l'initiation, au maintien et/ou a la régulation de la réaction inflammatoire dans
I’AJl (Gattorno et al., 2007; Smolewska et al., 2008). Les DCs sont retrouvés en nombre élevé
dans les articulations de ces patients, ou elles vont libérer des cytokines pro-inflammatoires
comme I'IFN-a et le TNF-a (Gattorno et al., 2007). Un nombre faible de DCs dans le sang
périphérique serait associé a une réponse au traitement peu efficace (Smolewska et al.,

2008).

Les monocytes, autre exemple de CPA, participent également a la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a et IL-6 (de Jager et al., 2007; Mangge et al., 1995).
Durant les phases actives de la maladie, les taux de cytokines pro-inflammatoires sont plus

importants dans l'articulation que dans la circulation.

Une description plus approfondie des sous-populations de ces CPA sera effectuée ci-dessous

(cfr. Chapitre 3). Nous y trouverons des informations sur leur différenciation, leur migration
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et mode d’action, avec des hypothéses quant a leur implication dans la physiopathologie de

I’AJl.

2.3.3.3 Neutrophiles

Les neutrophiles sont les cellules les plus abondantes du LS des enfants AJl (Macaubas et al.,
2009). Pourtant, peu d’études se sont intéressées a ce type cellulaire dans I’AJl. Parmi les
données publiées, des études mettent en évidence la production de protéines de la famille
des alarmines S100, notamment S100A8, S100A9 et S100A12, qui ont une action cytotoxique
induisant des dommages tissulaires (Foell et al., 2004, 2007a). Ces molécules font partie des
protéines a motifs moléculaires associées aux dommages (DAMP). Elles ont la capacité
d’activer les cellules du systéme immunitaire ainsi que I’endothélium vasculaire en réponse a
la présence de signaux de danger (Foell et al., 2007b). Leur concentration peut étre corrélée
a l'intensité de I'inflammation (Foell et al., 2007b), et des taux élevés de S100A12 ont été

associés a la gravité de cas d’All oligoarticulaire (Foell et al., 2004).

2.3.4 Facteurs environnementaux

Un individu possédant des génes de susceptibilité pour le développement d’'une All peut
subir les effets délétéres d’une réaction immunitaire exacerbée ou dirigée contre les
antigenes du soi aprés une exposition a des facteurs environnements. Il existe de
nombreuses hypothéses pour mettre en évidence ces éléments déclencheurs. Jusqu’a ce

jour, aucun facteur n’a clairement été identifié.

Des études ont montré que I'environnement rural versus urbain pourrait influencer la
prévalence de I'AJl, avec des fréquence plus élevées en milieu rural (Kurahara et al., 2007). Il
y a eu de nombreux questionnements quant au lien entre la vaccination et les maladies
inflammatoires comme I’AJl. Toutefois, une étude menée en Finlande a montré qu’il n’'y
avait pas corrélation entre la vaccination contre la rougeole, les oreillons ou la rubéole et

I'incidence annuelle de I’All (Kaipiainen-Seppdnen and Savolainen, 1996).

Le réle des infections dans la pathogenése de I’All a longuement été investigué (Rigante et

al., 2015). A ce sujet, la maladie de lyme avait été initialement décrite comme une épidémie
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d’arthrite juvénile dans la ville de Lyme aux USA. Des études sur des prélévements de sang et
de LS de patients atteints d’All liée a I'enthese ont montré une réaction lymphocytaire
dirigée contre les antigenes de Salmonella typhimurium, Campylobacter jejuni, Shigella
flexneri et Yesinia entorocolitica (Singh et al., 2011). De plus, une équipe a détecté de ’ADN
de Salmonella, Shigella, Campylobacter, Mycobacterium tuberculosis et Chlamydia
trachomatis dans le LS de patients ayant une All liée a I'enthése (Pacheco-Tena et al., 2001).
Bien que ces résultats mettent en évidence une corrélation entre infection et arthrite, ils ne
sont pas suffisants pour démontrer que les bactéries ont eu un role a jouer dans la genéese

de ces maladies juvéniles.

Un dernier exemple de piste a suivre peut-étre plus pertinent est la caractérisation du
microbiome des enfants avec une AJl. Une dysbiose intestinale a été associée a de
nombreuses maladies du systéme immunitaire comme notamment les spondyloarthopathies
(Giancane et al., 2017). De plus, une présence accrue de Bacteroides, une souche de bactérie
qui dégrade la mucine, a été identifiée chez les enfants ayant une All liée a I'enthese
(Aggarwal et al., 2017). Des analyses taxonomiques ont permis de mettre en évidence des
caractéristiques similaires du microbiome d’AlJl associée a I'enthese et d’All positive pour le
FR, comparé a des individus sains (Di Paola et al., 2016). Un nombre croissant de données
suggere que le microbiome jouerait un réle dans le développement du systéme immunitaire.
Il serait donc intéressant de caractériser plus en profondeur son implication dans I'apparition

des maladies inflammatoires, en étudiant sa composition dés la naissance.

2.4 Traitements

Au cours de la derniére décennie, d'importants progres ont été réalisés dans le traitement
de I'All. En effet, la réduction de I'inflammation articulaire et ainsi le maintien des structures
cartilagineuses et osseuses visant a préserver 'intégrité physique des patients permettent
de prévenir les séquelles a long terme. L’AJI étant une maladie hétérogéne, des différences
existent au niveau des choix thérapeutiques. Afin de préserver l'intégrité physique des
patients, il est important de choisir un traitement qui régule de fagon optimale

I'inflammation, tout en exercant un minimum d’effets secondaires. L’'efficacité d’'un
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traitement est définie notamment par une évaluation globale de I'activité de la maladie par

le médecin, une numération des articulations touchées et la VS (Harris et al., 2013).

2.4.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAID)

Certains traitements sont utilisés pour I'ensemble des formes d’AJl. C’est le cas des NSAID
administrés de facon orale. lls représentent le premier traitement que les enfants atteints
d’AJl recoivent et ont des propriétés a la fois analgésiques et anti-inflammatoires via
I'inhibition de les cyclooxygénase (COX)-1 et -2, qui bloque la production des prostaglandines
(Beukelman et al., 2011). Les NSAID les plus courants sont le naproxéne, le méloxicam,
I'ibuprofene et I'indométacine (Ruperto et al., 2005). Pour des raisons encore mal comprises
a ce jour, il arrive que des patients répondent correctement a un deuxiéme NSAID apres
I'’échec d’un premier (Harris et al.,, 2013). L'identification de biomarqueurs pour
I'amélioration de la classification des formes d’All pourrait permettre d’éviter ce probléme.
Les effets secondaires impliquent souvent des complications gastrointestinales. Notons
toutefois que la population pédiatrique semble mieux tolérer les NSAID que les adultes (Vora

et al., 2010).

2.4.2 Glucocorticoides

Pour augmenter les chances de rémission, il est généralement recommandé de combiner les
NSAID a des glucocorticoides stéroidiens par voie locale. Des injections intra-articulaires de
glucocorticoides sont généralement nécessaires assez tot dans la maladie afin d’éviter les
contractures musculaires et des malformations telles que le valgus du genou (Figure 5). Le
triamcinolone hexacetonide est un médicament utilisé mondialement car Il induit des
rémissions plus longues que d’autres stéroides (Zulian et al., 2004). Concernant les effets
secondaires, il est possible d’observer une atrophie sous-cutanée ou cutanée, ou encore une

décoloration de la peau.

Les patients ne répondant pas aux injections intra-articulaires recoivent des glucocorticoides
de fagon systémique. Ces traitements doivent alors étre administrés pendant une longue

période et ils sont responsables d’effets secondaires lourds. lls ne peuvent pas étre associés
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aux NSAID. Si l'utilisation est trop prolongée, ils risquent de provoquer une réduction de la
croissance, une ostéoporose, des troubles d’humeur, une cataracte, une hypertension et
auront des effets métaboliques (Harris et al., 2013). Pour ces raisons, ils vont principalement
étre utilisés en cas d’All systémique, maladie nécessitant des traitements agressifs, ou

encore pour des enfants atteints d’All polyarticulaire.

Figure 5 : Valgus du genou chez un patient atteint d’AJl (Zulian et al., 2004).
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2.4.3 Médicaments antirhumatismaux (DMARD) non biologiques

Parmi les traitements de deuxiéme intention, il y a le méthotrexate qui est recommandé
pour les formes d’arthrites persistantes. Il est relativement bien toléré et son efficacité est
observée au bout de 1 a 3 mois (Ruperto et al., 2004). Cette molécule est un analogue de
I'acide folique qui inhibe I'action de la dihydrofalate réductase, perturbant ainsi la synthése
des purine et la production d’acide désoxyribonucléique (ADN). Elle augmente également le
taux d’adénosine, exercant ainsi un mécanisme anti-inflammatoire indirect en bloquant la
division cellulaire (Harris et al., 2013). Il est tres utilisé en cancérologie et pour le traitement
des maladies autoimmunes en général. Ses effets secondaires peuvent étre la nausée, des
douleurs abdominales, des plaies dans la bouche ou encore une toxicité hépatique. Son
action immunosuppressive peut conduire a une augmentation des risques d’infection

(Ravelli et al., 1999).

Un autre exemple de DMARD non biologique est le l1éflunomide qui inhibe la synthese de
pyrimidine, diminuant ainsi la prolifération lymphocytaire (Giancane et al., 2016). Son
utilisation chez les enfants est encore limitée. Elle est conseillée dans les cas ou le

méthotrexate n’a pas d’effet positif sur la maladie.

2.4.4 DMARD biologiques

Lorsque les patients ne tolérent pas ou ne réagissent pas aux traitements antirhumatismaux

conventionnels, il peut leur étre proposé d’avoir recours aux biothérapies.

Les biothérapies les mieux étudiées dans I’AJl sont les inhibiteurs du récepteur du TNF,
comme |'étanercept. Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire a action pléiotropique,
dont I'implication est décrite dans de nombreuses maladies autoimmunes (Alonso-Ruiz et
al., 2008; Shenoi and Wallace, 2010). Les inhibiteurs de cette cytokine sont généralement
utilisés en deuxiéme ou troisieme intention, aprés une persistance de plus de 3 mois des
manifestations articulaires malgré un traitement avec le méthotrexate. Le traitement par les
anti-TNF est associé a de potentiel effets secondaires dus aux propriétés

immunosuppressives de ces molécules, tels que le risque d’infection, de vascularite
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leucocytoclasique, de maladie démyélinisante et de lupus sont également présents (Harris et

al., 2013).

D’autres biothérapies utilisées dans I’All incluent les inhibiteurs du récepteur de I'IL-1 telles
que l'anakinra ou canakinumab considérés comme efficace en cas d’AJl systémique, ou
encore le tocilizumab qui inhibe le récepteur de I'IL-6. Enfin, nous pouvons mentionner le
rituximab, un anticorps monoclonal qui se lie a un récepteur de surface des cellules B (CD20)
et qui induit leur élimination. Cette molécule est de plus en plus utilisée dans les cas de PR.
Dans I'All, elle est recommandée pour les enfants ayant une All polyarticulaire ne répondant

pas aux anti-TNF (Giancane et al., 2017).

3. La lignée myéloide du systeme immunitaire

3.1 Généralités

Le systéme immunitaire s’est développé chez les étres vivants dans le but de protéger I’'hote
contre les corps étrangers ainsi que d’éliminer les débris cellulaires. Il est doté d’une grande
plasticité et formé de deux branches interconnectées : I'une innée, I'autre adaptative.
L'immunité innée inclut des mécanismes moléculaires et cellulaires intervenant dans la
reconnaissance rapide des pathogénes puis leur élimination. Ces lignes de défense activent
une réaction qui débute généralement dans les secondes suivant la reconnaissance de
molécules associées aux pathogenes (Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)) par
des récepteurs spécifiques (pattern recognition receptors (PRR)) tels que les TLR (Toll-like
receptor), les « C-type lectin », les récepteurs de type NOD (Nucleotide oligomerization
domain) ou de type RIG (Retinoic acid-inducible genes) (Janeway and Medzhitov, 2002). En
ce qui concerne l'immunité adaptative, les acteurs cellulaires et moléculaires qui
interviennent vont enclencher une réponse spécifique aux antigénes présentés. Lors d’'un
premier contact avec un corps étranger, cette réaction met quelques jours a se mettre en

place et est suivie par une résolution progressive de l'infection. Une seconde exposition a
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des antigénes déclenche une réaction adaptative plus rapide. Les réponses immunitaires
innées et adaptatives communiquent a la fois par des contacts entre des récepteurs

membranaires et par des facteurs solubles tels que les cytokines (Bonilla and Oettgen, 2010).

En condition physiologique, une réponse immunitaire repose sur la reconnaissance des
antigenes du soi et du non soi, ainsi que sur un équilibre entre les voies d’activation et de
suppression des réactions inflammatoires. En cas de rupture de la tolérance du soi ou encore
d’hyperstimulation des récepteurs spécifiques d’antigénes, la réponse immunitaire peut
avoir des conséquences négatives sur I’'hote, telle que le développement de maladies

autoimmunes.

3.2 Origine et différentiation cellulaire

L'ensemble des cellules sanguines dérive d’'un méme type cellulaire, a savoir les CSH qui sont
identifiées par les marqueurs membranaires CD34°CD90"Lin’, Lin incluant les marqueurs
spécifiques aux cellules T, B, NK et myéloérythroides (Akashi et al., 2000; Kawamoto and
Minato, 2004; Seita and Weissman, 2010). Ces cellules multipotentes ont la capacité de
s’auto-renouveler et de se différencier en de nombreux types cellulaires. Dans des situations
homéostatiques, lorsque I'organisme n’est pas face a des pathogénes, la plupart des CSH
sont dormantes. Un petit nombre va se diviser pour donner des cellules filles qui vont soit
conserver le caractére multipotent des cellules meéres, soit se différencier en cellules
progénitrices. Dans ce deuxiéme cas, elles perdent alors leur capacité d’auto-
renouvellement et s’engagent dans une lignée précise de cellules sanguines. La capacité de
prolifération des CSH augmente de fagcon importante durant les infections. En revanche, le
vieillissement de I'organisme est associé a une diminution du nombre de CSH, ce qui montre

I'existence de limites au potentiel de renouvellement de ces cellules.

Le processus par lequel les CSH se différencient correspond a I’'hématopoiése. Les organes
lymphoides primaires, a savoir la moelle osseuse et le thymus, sont a l'origine du
développement des cellules souches en cellules immunitaires matures. La réponse
immunitaire adaptative qui se caractérise par la rencontre entre les antigenes et les

lymphocytes qui leur sont spécifiques a lieu au niveau des organes lymphoides secondaires
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incluant la rate, les ganglions lymphatiques et les sites spécialisés de I'intestin ou autres sites

associés a des muqueuses.

Une CSH qui se différencie peut donner des progéniteurs myéloides-érythroides communs
(CMP) ou des progéniteurs lymphoides communs (CLP). Les CMP sont a I'origine des globules
rouges (lignée érythroide), des plaquettes et des GMP (granulocyte/macrophage
progenitor). Les GMP peuvent se différencier en un progéniteur myéloide de type
monoblastique nommé MDP (Macrophage/DC progenitor). Des études de transplantation de
MPD dans des souris irradiées montrent que ce progéniteur est dépourvu du potentiel de
différentiation en granulocytes, ce qui le distingue des GMP (Akashi et al., 2000). Les CLP
vont quant a eux se différencier en lymphocytes B et T ainsi qu’en cellules NK (natural killer).
Les différentes étapes de I’'hématopoiese s’accompagnent d’un programme génétique
finement régulé. Bien que celui-ci ne soit pas totalement élucidé, de plus en plus d’études
apportent des informations sur les voies impliquées. En effet, certains facteurs de
transcription clés sont connus pour participer a I'engagement vers des lignées cellulaires
spécifiques. Gata-2, par exemple, intervient dans le développement de toutes les lignées
hématopoiétiques (Gao et al., 2013). Chez la souris, I'absence de Gata-2 est |étale car elle est
associée a une interruption de I'embryogenése. Des études effectuées sur des lignées
érythroides montrent que la surexpression de Bmi-1 au niveau d’érythroblastes adultes
cultivés ex vivo favorise I'auto-nouvellement de ces cellules qui, en condition normale
présentent un potentiel prolifératif limité (Kim et al., 2015). Les voies de signalisation
impliquant la protéine Notch ont été identifiées comme des acteurs clés de la différentiation
leucocytaire. En effet, des analyses utilisant des techniques de marquage cellulaire in vivo
ont montré que Notch2 intervient dans la conversion des monocytes Ly6Chi en monocytes
Ly6C" (Gamrekelashvili et al., 2016). Ce processus peut &tre contrdlé par le ligand de Notch
DII1 (ligand delta-like 1) exprimé par des cellules endothéliales, montrant ainsi comment les
vaisseaux sanguins peuvent participer a la différenciation des monocytes. Gamrekelashvili et
al. ont confirmé I'importance de DII1 dans la conversion des monocytes avec des études in
vitro au niveau desquelles ils ont mis des monocytes Ly6Chi en culture avec des DIl

recombinant et ont observé une différenciation en Ly6C'°.

La migration des cellules immunitaires d’un tissu a 'autre s’effectue via le sang et le systéme

lymphatique. Elle est guidée par les chimiokines qui sont sécrétées notamment par les
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cellules endothéliales, les cellules stromales, les CPA, les lymphocytes et les granulocytes.
Ces chimiokines forment un gradient qui attire et guide les cellules immunitaires exprimant
des récepteurs spécifiques a ces protéines. Un exemple de récepteur de chimiokine est le
CCR2 qui est fortement exprimé par les monocytes a la sortie de la moelle osseuse. De
nombreux modeéles d’infections et de lésions tissulaires montrent que les monocytes
exprimant ce récepteur peuvent rapidement étre mobilisés a partir de la moelle osseuse
vers les sites inflammatoires via la liaison au ligand de CCR2, a savoir MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1), également nommée CCL2 (Franga et al., 2017; Nahrendorf et
al., 2007; Serbina et al., 2008). L’analyse de la réponse immunitaire dans des souris CCR2"" a
montré une réduction de 50% du recrutement des macrophages par rapport aux souris
contréles (Chiu et al., 2004). De plus, en étudiant le profil d’activation des DCs avec des
cellules CCR2"* et des CCR2” localisées dans des souris chimériques, Chiu et al. ont constaté
un défaut d’activation intrinseque aux DCs CCR27" caractérisé par une diminution de
I’expression de MHC-Il et CD40. Ceci suggere que les cellules CCRZ'/', ne pouvant plus se lier
au ligand MCP-1, présentent une activation et une maturation plus faible. En ce qui concerne
les monocytes CD16" qui expriment faiblement CCR2, des études ont montré que le
récepteur CX3CR1 joue un rdle important dans leur migration (Lesnik et al., 2003). En effet,
dans des modeles de souris CX3CR1'/', le recrutement des monocytes au niveau de la paroi
des vaisseaux est plus faible que dans les souris controles au niveau desquelles les
monocytes CD16" CX3CR1" migrent suivant le gradient de fractalkine (CX3CL1) (Ancuta et al.,
2003).

3.3 Les cellules myéloides

Les cellules myéloides sont les premiéres a répondre a une infection. En plus de I’élimination
des pathogeénes, certaines vont jouer un role important dans la communication avec les
cellules du systeme immunitaire adaptatif auxquelles elles présentent des antigénes. Dans le
cadre de cette thése, je me suis particulierement intéressée aux monocytes et aux cellules

dendritiques, deux types cellulaires provenant des MDP.
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3.3.1 Les monocytes

Les monocytes représentent environ 5 a 10% de lI'ensemble des leucocytes humains
circulants (Gordon and Taylor, 2005). Ces cellules mononucléées possedent divers
récepteurs membranaires leur permettant de détecter les wvariations du
microenvironnement et ainsi réagir en cas d’infection ou de perturbations tissulaires. Les
monocytes sont des cellules hautement hétérogénes et possédent une plasticité

phénotypique et fonctionnelle importante.

3.3.1.1 Hétérogénéité phénotypique des monocytes

La morphologie et la fonction des monocytes matures de la circulation périphérique sont
hétérogenes. La caractérisation de I'hétérogénéité de ces cellules s’est considérablement
améliorée avec le développement de la cytométrie en flux. En effet, l'utilisation d’anticorps
monoclonaux spécifiques des différents récepteurs membranaires a permis de mettre en
évidence des variations phénotypiques reflétant la spécialisation fonctionnelle des
différentes sous-populations de monocytes, d’abord chez I'homme, puis chez la souris

(Gordon and Taylor, 2005).

L'identification des récepteurs membranaires CD14 et CD16 a conduit a la caractérisation
des trois populations majeures de monocytes. Initialement, les monocytes étaient identifiés
par I'expression du CD14, un récepteur des lipopolysaccharides (LPS) bactériens. Par la suite,
avec le récepteur CD16 (récepteur llla et lllb reconnaissant la partie Fcy des IgF, également
nommé FcyRIll), deux populations de monocytes ont été décrites: les monocytes dits
« classiques » CD14"CD16 et les « intermédiaires » CD14*CD16" (Passlick et al., 1989). Cette
derniére population exprime plus faiblement le CD14 que les monocytes conventionnels
CD14"CD16 et est capable d’adhérer au plastique et d’exercer une phagocytose.
L'identification subséquente de I'expression différentielle de marqueurs au niveau de la
membrane de ces cellules a apporté des informations supplémentaires sur leur
hétérogénéité. Par exemple, il a été montré que I'expression des molécules MHC class Il et
CD32 était plus élevée au niveau des monocytes CD14°CD16" (Ziegler-Heitbrock et al., 1993).
Quelques années plus tard, I'analyse des récepteurs de chimiokines montre une expression

de CCR5, récepteur de CCL5, MIP(macrophage inflammatory protein)-la et B, plus
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importante sur les monocytes CD14°CD16", tandis que le CCR2 est plus élevé sur les

CD14"CD16 (Weber et al., 2000).

Un troisieme sous-type de monocytes a été identifié au début des années 2000, a savoir les
monocytes « non classiques » cD14“™cD16" (Ancuta et al., 2003). Celui-ci représente
environ 7% des monocytes totaux circulant, tandis que les CD14"CD16 et CD14*CD16"
correspondent approximativement a 85% et 5%, respectivement. Si l'identification de la
derniére sous-population de monocytes s’est effectuée ultérieurement, c’est parce que ce
sous-type exprimant le CD16 et trés faiblement le CD14 a longtemps été assimilé aux
neutrophiles. Il est montré que les monocytes cD14“™cD16" expriment le HLA-DR facon
similaire aux monocytes conventionnels CD14"CD16. L’expression de CCR1, CCR2, CXCR1,
CXCR2 et CD62L est plus faible au niveau des monocytes CD14“™CD16", I'inverse étant
observé pour les récepteurs CX3CR1 et CXCR4. En ce qui concerne les monocytes
CD14'CD16", le phénotype est intermédiaire avec des taux d’expressions de marqueurs
compris entre ceux des monocytes CD14"CD16 et des CD14%™CD16". Toutefois, I’expression
de CCR5 est plus élevée au niveau des monocytes CD14°CD16" que sur des les deux autres

sous-types.

3.3.1.2 Hétérogénéité fonctionnelle des monocytes

Les monocytes classiques CD14"'CD16 sont considérés comme des cellules inflammatoires.
Ces cellules qui possedent une expression élevée de CCR2 sont recrutées massivement a
partir de la moelle osseuse et des réservoirs spléniques pour migrer vers des tissus
endommagés et/ou infectés. Elles se dirigent vers les sites inflammatoires en répondant a
des stimuli générés par les tissus Iésés et, a la suite de 'activation des TLR2 ou TLR4, elles
produisent des métabolites cytotoxiques (ROS, monoxyde d’azote) et des cytokines pro-
inflammatoires, principalement de I'lL-6 et de I'IL-8 (Figure 6) (Cros et al., 2010). Enfin, ces

cellules peuvent phagocyter les débris cellulaires et certains pathogénes (Yang et al., 2014).
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Figure 6 : Représentation schématique de la contribution des monocytes classiques et non
classiques dans la production de cytokines inflammatoires en réponse a une infection
bactérienne stimulant le TLR2 ou le TLR4 (gauche) ou une infection virale activant le TLR7 ou
le TLR8 (droite), respectivement. (Cros et al., 2010)

En ce qui concerne les monocytes intermédiaires CD14'CD16", le réle important qu’ils jouent
dans la phagocytose a été reporté dans de nombreuses études (Franca et al., 2017; Zawada
et al.,, 2011). Ces cellules qui expriment le CCR2 légérement moins que les monocytes
classiques peuvent produire des concentrations importantes de ROS et autres médiateurs
inflammatoires tels que TNFa, IL-1 et IL-6 (Merino et al., 2011). Lorsqu’ils sont stimulés in
vitro avec du LPS, les monocytes intermédiaires peuvent également sécréter des cytokines
anti-inflammatoires comme I'lL-10 (Skrzeczynska-Moncznik et al., 2008). De plus, des études
ont montré que ces cellules possédent une expression élevée de molécules MHC classe |l
telles que HLA-DR et HLA-DQ ainsi que des protéines membranaires comme CD40 et CD54
qui sont impliquées dans la présentation antigénique aux cellules T (Wong et al., 2011;
Zawada et al., 2011). Cette sous-population monocytaire a été identifiée comme étant la
principale inductrice de la prolifération des lymphocytes T en présence du super-antigene

SEB (Staphylococcus enterotoxin B) (Wong et al., 2012; Zawada et al., 2011). Les monocytes
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intermédiaires peuvent adopter une comportement pro-angiogénique en formant des
clusters lorsqu’ils sont stimulés par du VEGF (Zawada et al., 2011). Plus récemment, grace a
la technique de séquencage de cellule unique, le transcriptome des monocytes du sang a été
analysé et les résultats ont montré une hétérogénéité au niveau des monocytes
intermédiaires (Villani et al., 2017), distinguant deux sous-groupes. Le premier exprime une
combinaison spécifique de génes pouvant affecter le cycle cellulaire, la différenciation et le
tropisme (MXD1, CXCR1, CXCR2, VNN2), tandis que le second exprime une signature de
génes cytotoxiques (PRF1, GNLY, CTSW) qui les rapproche des cellules NK. Des études
supplémentaires sont toutefois nécessaires afin de caractériser plus en profondeur ces deux
groupes de monocytes intermédiaires et savoir s’ils sont distincts ou non sur le plan

fonctionnel.

Enfin, les monocytes non classiques CD14“™CD16" sont considérés comme des
« patrouileurs » de la paroi vasculaire (Wong et al., 2012). lIs sont recrutés durant des
phases plus tardives de I'inflammation. Ces cellules possedent la capacité de se déplacer en
rampant a lintérieur des vaisseaux sanguins dans le but de surveiller les cellules
endothéliales et réagir en cas d’infection. Les monocytes non classiques réagissent
principalement contre les particules d’ADN et d’ARN virales via les récepteurs TLR-7 et TLRS,
activant les voies de signalisation MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) -
MEK (mitogen-activated protein kinase kinase) (Cros et al., 2010) (Figure 6). Des expériences
in vitro montrent les cellules CD16" sont beaucoup plus mobiles que leurs homologues CD16
(Randolph et al., 2002). Cette fonction est dépendante de l'interaction entre le récepteur
CX3CR1 et son ligand CCL3. Le role majeur de la molécule d’adhésion LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen 1) dans cette mobilité cellulaire a également été identifié. Des
études sur des souris KO pour ICAM-1, un des ligands de LFA-1, montrent que la migration
ou « crawling » des monocytes est réduite de 50% par rapport aux souris contréles (Ramos
et al., 2014). De plus, il est intéressant de souligner que des génes associés a la mobilité du
cytosquelette, tels que Rho GTPases, RHOC et RHOF sont fortement exprimés par les
monocytes non classiques (Wong et al., 2011; Zawada et al.,, 2011). Ce sous-type produit
principalement des cytokines anti-inflammatoires (Thomas et al.,, 2015). Ces cellules
promeuvent la réparation tissulaire en libérant des facteurs de croissance tels que VEGF.

Une partie des monocytes non classiques semble provenir de monocytes classiques qui se
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sont différenciés, comme I'attestent des études qui ont observé des téloméres de plus petite
longueur dans les monocytes cD14%™cp16" (Merino et al., 2011). De plus, Yona et al. ont
réalisés des études in vivo sur un modele de souris pour analyser |'effet qu’un

low circulant

appauvrissement en monocytes sanguin Ly6Chi peut avoir sur le nombre de Ly6C
(Yona et al.,, 2013). Leurs travaux ont montré qu’une déficience en CCR2 induisait une
accumulation de monocytes Ly6Chi au niveau de la moelle osseuse, associée a un faible

nombre de monocytes Ly6C"°"

sanguin. Ceci suggere que la génération des monocytes
Ly6CIOW dépend en partie de la disponibilité, au niveau du sang, des Ly6Chi CCR2" qui sont

considérés comme des précurseurs intermédiaires.

3.3.2 Les cellules dendritiques

Les DCs sont essentielles pour l'initiation de la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules
sont considérées comme des CPA professionnelles et les principales activatrices des
lymphocytes T. Elles tirent leur nom de leurs longues extensions membranaires similaires en
apparence aux dendrites des cellules nerveuses. Ces extensions peuvent s’étendre et se
rétracter de facon dynamique afin d’augmenter la surface de contact avec les lymphocytes
T. Les DCs immatures agissent comme des sentinelles du systeme immunitaire et capturent
les antigénes qu’elles rencontrent. Lorsqu’elles détectent un antigene étranger, elles
entament un processus de maturation puis migrent vers les ganglions lymphatiques ou elles
présentent les antigenes au lymphocytes T via les complexes MHC-I et MHC-II, initiant ainsi
la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules participent également a l'induction de la
tolérance vis-a-vis des antigénes du soi (Banchereau et al., 2000; Coutant and Miossec,

2016).
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3.3.2.1 Les différents sous-types de DCs

Les DCs humaines correspondent a une population hétérogene incluant différents sous-
types qui sont définis en fonction de leur origine, leur phénotype et leur profil
transcriptomique (Figure 7). En condition physiologique, les DCs produites au niveau de la
moelle osseuse peuvent se différencier en DCs plasmacytoides (pDCs) caractérisées par
I'expression de CD123, CD303 (également nommé blood dendritic cell antigen 2 (BDCA2)),
CD304 (ou BDCA4), CD11b et CD11c (Haniffa et al., 2013). Lorsqu’elles sont activées, ces
cellules peuvent produire des taux d’IFNa entre 200 et 1000 fois supérieurs aux autres types
cellulaires (Siegal et al., 1999). Les DCs ont également la possibilité de se différencier en DCs
myéloides ou conventionnelles (cDCs), plus précisément en cDC1 exprimant les récepteurs
CD1c (BDCA1), CD11b, CD11c et CD172, ou encore en cDC2 exprimant le CD141 (BDCA3)
ainsi que de faibles taux de CD11c (Guilliams et al., 2014). En condition inflammatoire, une
guatrieme sous-population de DCs peut étre observée, a savoir les DCs inflammatoires
(InfDCs). Ce sous-type exprime le CD1c, CD11b, CD11c, CD1a, CD206, CD172a mais aussi le
CD14. Il a été identifié dans du LS de patients atteints de PR et il semble étre le résultat

d’une différenciation de monocytes (Segura et al., 2013).
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Figure 7 : Origine et distribution des sous-populations de DCs. Les progéniteurs des DCs
proviennent de la moelle osseuse ou ils réalisent les premieres étapes de différenciation.
Celles-ci se poursuivent au niveau des vaisseaux sanguins ou 3 sous-populations peuvent
étre identifiées, & savoir les CD1c" DCs, les CD141" DCs et pDCs. Dans les environnements
inflammatoires, des InfDCs peuvent se différencier a partir de monocytes. Aprés qu’elles se
soient liées a des antigenes, les DCs migrent vers les ganglions lymphatiques ou elles
peuvent effectuer une présentation antigénique aux lymphocytes T. (Coutant and Miossec,
2016)

3.3.2.2 Etude fonctionnelle des DCs

En condition saine, les DCs immatures circulent dans le sang et infiltrent les tissus afin de
capturer les antigenes libérés par les cellules apoptotiques subissant une mort naturelle.

Elles vont alors présenter ces auto-antigenes aux lymphocytes T afin d’induire une tolérance.
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Cette derniéere est médiée par des mécanismes faisant intervenir des cytokines
immunosuppressives, I'élimination des cellules T auto-réactives et I'activation des Treg

(Steinman et al., 2003).

Lorsque l'organisme fait face a une infection ou que les tissus sont endommagés, des
chimiokines vont attirer les DCs vers le site de I'inflammation. Ces cellules sont orientées
grace a des récepteurs tels que CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1 et CX3CR1 (Coutant and
Miossec, 2016). Aprés avoir infiltré les tissus et capturé les antigénes, elles entament un
processus de maturation qui est initié par la présence de signaux d’activation. Ces derniers
correspondent soit a des molécules exogénes, dérivées de pathogenes et nommées PAMPs,
soit endogenes et donc désignées comme étant des DAMPs. Ces signaux d’activation vont se
lier a des récepteurs PRR au niveau des DCs et ainsi optimiser la migration vers les organes

lymphoides et la présentation antigénique aux cellules T (Janeway and Medzhitov, 2002).

La maturation des DCs s’accompagne d’une diminution des fonctions endocytaires et d’'une
augmentation de I'expression de marqueurs membranaires tels que les MHC-I et -ll, ainsi
gue CD40, CD80 et CD86. Ces récepteurs sont essentiels pour la stimulation des T et
I'initiation de la réponse immunitaire adaptative. La polarisation des lymphocytes T induite
par les DCs est dépendante des conditions du microenvironnement. Ce dernier conditionne
la production par les DCs de cytokines comme IL-12, IL-23 et IL-10 qui vont étre impliquées
dans la polarisation des T naifs en Thl, Th17 et Treg respectivement. Une orientation de la
différenciation en Th2 peut étre induite via I'augmentation de I'expression de protéines de
surface telle que OX40 qui fait partie de la famille des TNF (Coutant and Miossec, 2016). Par
ailleurs, des études ont montré que les cDC1 et cDC2 pouvaient libérer des cytokines
inflammatoires telles que le TNFa, I'lL-1pB, I'lL-6 ou I'lL-8 a la suite de la stimulation des TLR2
et TLR4 (MacDonald et al., 2002). Les pDCs activées expriment quant a elles principalement
les TLR7 et TLR9 et produisent non seulement de I'lFNa, mais également IFNy et du TNFa
(Demedts et al., 2006).

La capacité a activer les T n’est pas la méme pour toutes les sous-populations de DCs. En
effet, bien que les pDCs expriment des molécules du MHC-II et qu’elles possedent des co-
stimulateur de cellules T, elles ne sont pas aussi efficaces que les cDCs pour la présentation
antigénique (Villadangos and Young, 2008). Il a toutefois été démontré qu’elles jouent un

role essentiel dans I'orientation de la polarisation des T via la production importante d’IFNa,
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ainsi que dans I'induction de la tolérance en favorisant la différenciation des T naifs en Treg
(Martin-Gayo et al., 2010; Villadangos and Young, 2008). Cette derniere fonction est
partagée avec les cDCs (Martin-Gayo et al., 2010). Concernant les cDC1, des études ont
montré qu’ils produisent des taux élevés d’IL-12, suggérant un réle dans la polarisation vers
des Th1 (Nizzoli et al., 2013). Les cDC2 semblent quant a elles étre plus efficaces dans
I'induction des réponses Th2, comme le suggérent des résultats montrant une expression
importante du ligand OX40 sur ces DCs (Yu et al., 2014). Les cDCs, principalement les cDC2,
exercent un rdle important dans la cross-présentation qui est responsable de I'induction de
la réponse T cytotoxique. L'expression du récepteur « C-type lectin » leur permet de se fixer

aux cellules nécrotiques et les présenter aux lymphocytes T CD8 (Jongbloed et al., 2010).

Enfin, les DCs sont impliquées dans le développement de I'immunité humorale (Ueno et al.,
2010). Ces cellules peuvent former des complexes avec des cellules T et B et libérer des
cytokines, comme I'lL-12, qui vont stimuler les B et promouvoir la production d’anticorps.
Les DCs peuvent également agir directement sur les B en sécrétant des facteurs de survie et
de prolifération tel que APRIL (proliferation-inducing ligand) et BAFF (B-cell activating
factor). Ces différents mécanismes sont indispensables en cas d’infection, mais ils sont
toujours associés a un risque de production d’auto-anticorps responsables du

développement des maladies auto-immunes (MaclLennan and Vinuesa, 2002).

3.4 Implication des monocytes et cellules dendritiques dans I’'AJI

Comme il a été démontré plus haut, les monocytes et les DCs jouent un réle majeur dans le
systeme immunitaire. En plus de s’attaquer directement aux pathogenes, ces cellules
représentent un lien entre le systeme immunitaire innée et adaptatif. Grace a leur plasticité,
les monocytes et les DCs peuvent répondre a différents changements du
microenvironnement. Des mécanismes de régulation précis sont impliqués dans la
différenciation et la fonction de ces cellules. Des perturbations au niveau de leur distribution
ou leur action peuvent avoir de lourdes conséquences sur la réponse immunitaire et donc

sur 'organisme.

En ce qui concerne les monocytes, une augmentation du nombre de monocytes

intermédiaires dans le sang de patients atteints de maladies auto-immunes telles que la PR,
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le lupus, ainsi que dans des cas d’All liée a I'enthése a été observée comparé au sang de
donneurs sains (Gaur et al., 2017; Smiljanovic et al., 2018). Une accumulation de monocytes
intermédiaires dans les articulations a été rapportée dans une seule étude chez des patients
All par rapport au sang (Gaur et al., 2017). Dans cette étude, le nombre de CD14°CD16"
corréle positivement au nombre d’articulations atteintes. Cette étude a également observé
une surexpression de genes appartenant au systeme du complément, tels que C1Q, C2, C3 et
CDBPA, dans les monocytes du sang des patients AJl par rapport au sang d’individus
controles. D’autres génes essentiels a la fonction des monocytes sont également plus
exprimés dans les cellules de I'articulation par rapport au sang. C'est le cas de CD163, CD1b,
CD1d, MHC-II (Myles et al., 2012). Une expression importante de genes spécifiques des
monocytes intermédiaires comme HLA-DRB1, HLA-DRB5 et FCGR3A (CD16) a également été
identifiée dans le sang des enfants avec une All liée a I'enthése comparé aux enfants
contréles. Il en va de méme pour GFRA2, TGM2 et CD300C qui sont des genes liés a

I’activation de ces monocytes.

Ces observations sont a rapprocher avec des études menées chez la patients adultes atteints
de PR qui ont montré que les monocytes intermédiaires sont en nombre important dans le
sang par rapport a des donneurs sains et expriment fortement les récepteurs HLA-DR et
CCR5 (Rossol et al., 2012). Cette méme étude a montré que les monocytes intermédiaires
sont impliqués dans la polarisation des cellules T vers le phénotype pathogéne Th17 via la
production d’IL-23. L’ensemble de ces données suggére que les monocytes CD14°CD16" ont

un role particulier a jouer dans le développement des maladies inflammatoires.

L'analyse du profil cytokinique associé aux monocytes indique une augmentation de I'lIL-1,
I'IL-1Ra, I'lL-6 et I'lIL-18 dans le sang de patients atteints d’AJl oligoarticulaire, polyarticullaire
ou systémique par rapport a du sang d’individus contrdles (Lotito et al., 2007). Une
corrélation a été observée entre les taux d’IL-18, aussi bien du sérum que du liquide
synovial, et des critéres définissant la gravité de ces pathologies, a savoir les valeurs de CRP
et le nombre d’articulations atteintes. L’IL-6 et I'lL-18 étaient plus exprimés en cas d’All
systémique par rapport aux autres formes d’arthrite. Des taux plus élevés de TNFa ont été
détectés dans le sérum d’enfants atteints d’AJl polyarticulaire par rapport aux controles

(Mangge et al., 1995). L'ensemble de ces cytokines libérées entretient I'inflammation en

57



activant les cellules immunitaires qui vont sécréter d’avantage de médiateurs de

I'inflammation.

Macaubas et son équipent se sont particulierement intéressés a la forme systémique de I'All
(Macaubas et al., 2010). Leurs études mettent en évidence une augmentation significative
des monocytes classiques et intermédiaires du sang dans la phase active de la maladie, avec
une diminution lorsque la maladie est quiescente. Lorsqu’elles sont mises en culture dans un
milieu pauvre en sérum, ces cellules fixent I'annexine de fagcon moins importante que les
cellules de donneurs sains et expriment plus faiblement le Fas ligand (Srivastava et al., 2010).
Ces données suggerent une résistance de ces cellules a I'apoptose, ce qui entretiendrait la

réaction inflammatoire qui est observée dans cette maladie juvénile.

Les perturbations immunitaires qui sont décrites dans I’AJl peuvent également s’expliquer
par des déreglements de la fonction ou de la distribution des DCs. En effet, des études
incluant des enfants atteints d’AlJl systémique, oligoarticulaire et polyarticulaire reportent
une accumulation des différents sous-types de DCs au niveau des articulations de ces
patients (Smolewska et al., 2008). Leur nombre dans la circulation des enfants All est alors
inférieur a celui des enfants sains. Ces cellules semblent étre recrutées depuis le sang vers
les articulations par I'action de chimiokines telles que CXCL-10, CXCL-11 et CXCL-12, comme
c’est le cas chez des patients atteints de PR (Lande et al., 2004). De plus, Smolewska et son
équipe ont montré que les DCs du LS présentent une expression importante de marqueurs
d’activation tels que CD40 et CD86. Tabarkiewicz et al. ont quant a eux identifié une
expression plus élevée des récepteurs HLA-DR au sein des articulations (Tabarkiewicz et al.,

2011).

L’accumulation dans le LS de ces cellules activées a été montrée comme étant associée a des
concentrations de cytokines pro-inflammatoires plus importantes. C’est le cas du TNFa et de
I'IFNa qui sont présents a des taux élevés dans les articulations des enfants d’All
oligoarticulaire ou polyarticulaire et qui sont connus pour étre impliqués dans l'initiation et
la maintenance de réactions inflammatoires (Gattorno et al., 2006). Ces DCs articulaires
expriment fortement le récepteur RANK. Une liaison avec le RANK ligand présent a la surface
des cellules T activées stimule la survie des DCs (Varsani et al., 2003). L’ensemble de ces

mécanismes inflammatoires liés aux DCs est corrélé a des manifestations cliniques plus
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séveres en cas d’AlJl polyarticulaire (Smolewska et al.,, 2008). Enfin, un déficit de pDCs

sanguines semble étre associé a une mauvaise réponse aux traitements.

4. Les microARNs

Les microARNs (miARNs) sont de petits fragments d’ARNs non codants qui régulent
I'expression des génes au niveau post-transcriptionnel. Ces segments ARNs d’environ 22
nucléotides de long sont conservés entre de nombreuses espéces et sont impliqués dans la
majorité des processus de développement des étres vivants. Le premier miARN, nommé lin-
4, a été identifié par Victor Ambros et Gary Ruvkun en 1993 dans Caenorhabditis elegans
(Lee et al., 1993; Wightman et al.,, 1993). Son r6le dans le développement du ver via la
liaison au niveau de la partie 3’-UTR (région non traduite) du géne lin-14 a été mis en
évidence. En 2000, un second miARNS, let-7, a été détecté dans C. elegans puis retrouvé
dans d’autres especes, notamment chez ’homme (Pasquinelli et al., 2000; Reinhart et al.,
2000). Depuis, 2 588 miARNs ont été identifiés chez 'homme et sont recensés dans la

miRBase.

La biogenése et la fonction des miARNs sont régulées par des mécanismes précis qui varient
en fonction du type cellulaire et de stade de différentiation. Ces fragments d’ARN non-
codants régulent la fonction des cellules au niveau desquelles ils sont synthétisés et peuvent
également étre sécrétés par celles-ci et se retrouver dans la circulation. Ces miARNs
circulants sont soit dans des vésicules extracellulaires, soit associés a des protéines telles
gue Argonaute (Ago) 2, soit a des complexes de lipoprotéines, ce qui leur procure une
stabilité importante et permet ainsi d’éviter qu’ils ne soient dégradés par des ARNases
(Creemers et al.,, 2012) (Figure 8). lls peuvent alors réguler I'expression des genes des
cellules avoisinantes et ainsi jouer un réle dans la communication entre cellules. Des études
ont montré qu’environ 66% des miARNs libérés par les cellules sont retrouvés dans des
quantités reflétant leur niveau intracellulaire, tandis que 13% semblent étre retenus par les
cellules et 21% sont activement sécrétés et donc en concentrations plus élevés dans le

compartiment extracellulaire (Pigati et al., 2010).
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Figure 8 : Mécanismes de libération des miARNs. La synthése des miARNs commence dans
le noyau ou des précurseurs de miARNs, les pri-miARNs sont transcrits a partir de I’ADN puis
sont clivés et pour devenir des pré-miARNs. Ceux-ci sont ensuite transportés dans le
cytoplasme ou ils sont a nouveau clivés et deviennent des miARNs matures. Les brins de
miARNs peuvent (1) se lier au complexe RISC (RNA-induced silencing complex), (2) étre
incorporés dans des exosomes ou (3) des vésicules, ou (4) se lier a des protéines avant d’étre
exportés. (Creemers et al., 2012)

En contrélant des mécanismes impliqués dans la prolifération cellulaire, la production de
médiateurs inflammatoires, le remodelage osseux, les miARNs jouent un réle primordial
dans la réponse immunitaire et la fonction des cellules articulaires (Vicente et al., 2016).
L’expression aberrante de miARNs a été reportée pour la premiere fois dans des maladies
rhumatismales il y a une dizaine d’années (Nakasa et al., 2008; Pauley et al., 2008). Depuis
2014, des études ont mis en évidence une corrélation entre des perturbations de
I’expression de miARNs du sang et le développement d’arthrites juvéniles (Lashine et al.,
2015). La revue ci-dessous décrit la biogenése ainsi que les modes d’action des miARNs et

détaille I'importance des miARNs dans le systéme immunitaire. De plus, elle rassemble les
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résultats associant I'expression anormale des miARNs et le développement de I’All. Cette
revue montre le potentiel que renferment ces miARNs en tant qu’outils pour le diagnostics
et pour la caractérisation de I'activité et la progression de la maladie. L'étude des miARNs
dérégulés a également pour but d’identifier des mécanismes impliqués dans la

physiopatologie de I’AJl.
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ABSTRACT

Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is a heterogeneous and multifactorial group of chronic arthritis with an onset before the age of 16 years. The pathogenesis of this
disease is poorly understood, which makes the distinction among subtypes unclear, delays diagnosis and optimal therapeutic management. MicroRNAs (miRNAs) are
small non-coding RNAs that play a critical role in the regulation of immune responses. Their expression is tightly controlled to ensure cellular homeostasis and
function of innate and adaptive immune cells. Abnormal expression of miRNAs has been associated with the development of many inflammatory and autoimmune
diseases. In this review, we gather results published on miRNAs expression profiles in JIA patients with the aim to identify miRNAs that can be used as diagnostic
biomarkers and provide information on disease activity and progression. We also focus on miRNAs deregulated in different forms of JIA to shed light on common

pathways potentially involved in disease pathophysiology.

1. Juvenile idiopathic arthritis

Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is a heterogeneous group of
chronic childhood arthritis persisting for > 6 weeks. JIA represents the
most common rheumatic disease with an onset before the age of
16 years. The prevalence of this autoimmune disorder of unknown
origin is between 16 and 150 cases per 100,000 children [1,2]. The
International League of Associations for Rheumatology (ILAR) has
identified 7 subtypes of JIA based on the number of affected joints,
serologic features and the presence of systemic signs and symptoms [3].
Categories of JIA include oligoarticular JIA, rheumatoid factor (RF)-
negative polyarticular JIA, RF-positive polyarticular JIA, systemic JIA
(sJIA), enthesitis-related arthritis (ERA), psoriatic arthritis and un-
differentiated JIA. The oligoarticular subtype characterized by four or
fewer joints affected during the first 6 months of symptoms represents
nearly 50% of cases in Europe, while polyarticular JIA with five or more
arthritic joints accounts for 25 to 40% [4]. The other forms of JIA are
less common in Europe. SJIA involves a fever lasting > 2 weeks that
can be associated with generalized lymphadenophaty, evanescent er-
ythematous rash, hepatomegaly, splenomegaly or serositis. Psoriatic
arthritis is defined by the presence arthritis and psoriasis or some
psoriatic features like nail pitting, onycholysis, dactylitis or psoriasis in
a first-degree relative. ERA corresponds to arthritis supplemented with
inflammation at the ligamentous or tendinous attachments to the bone.
Finally, undifferentiated arthritis includes all forms of arthritis that

does not fulfill any of the criteria mentioned above, or fits more than
one category. This classification is still under revision and discussions
continue on its robustness, as there is a lack of specific markers (clinical
and/or biological) discriminating between JIA subtypes.

Little is known about the cause and pathophysiology of JIA. The
literature describes JIA as a multifactorial disease for which some
specific susceptibility genes have been identified [5]. They can be di-
vided into two groups: HLA genes and non HLA-related genes. HLA
class I (HLA A-2 and HLA B27) and HLA class II (HLADRB1 and HLA DP)
alleles have been associated with JIA, indicative of a role of T lym-
phocytes in these diseases. Several non-HLA candidate genes have also
been identified in JIA cases, including MIF, PTPN22, SLC11A6, WISP3
and tumor necrosis factor (TNF)-a [6]. The autoreactive immune re-
sponse in JIA is a consequence of a deregulation of innate and adaptive
immunity, which is assumed to be triggered by an adaptive reaction
towards self-antigens. Indeed, antigen-presenting cells like monocytes
and dendritic cells (DCs) play a critical role in synovial inflammatory
reaction [7-9]. Impairments in their distribution [10-12] as well as in
their cytokine production [13-16] are described in cases of JIA. They
are responsible for the accumulation of activated memory T cells in the
joints [17], resulting in exacerbated immune response and tissue da-
mage. While genetic specificities determine the susceptibility to de-
velop the disease, the interaction with environmental features seems to
be involved in the initiation of the autoimmune reaction. These en-
vironmental triggers are largely unknown and might include specific
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infectious agents or vaccinations. For example, after vaccination with
meningoccocus C, some polyarticular JIA patients showed an increased
proinflammatory immune response towards vaccine antigens [18].
Also, several reports show that JIA is more prevalent in rural than
urban environments [19,20]. However, further work on large cohorts is
needed to validate these hypotheses and to identify specific factors that
contribute to the initiation and development of the pathology.

Epigenetic mechanisms are known to play a major role in the reg-
ulation of biological processes, including immune reactions. Over the
past several years, a growing interest in microRNAs (miRNAs) has been
shown. They regulate gene expression and it has become clear that
alterations in their expression profiles can contribute to the develop-
ment of pathological conditions like cancers and autoimmune diseases
[21,22]. In 2007, the first evidence of a linkage between miRNAs and
the pathogenesis of adult form of arthritis, rheumatoid arthritis (RA),
was found [23]. Since then, the abnormal expression of multiple
miRNAs has been documented in the blood and inflamed joints of RA
patients, some of them reflecting the pathological state of tissues and
disease activity [24-28]. Concerning juvenile arthritis, it was only in
2014 that the first report on miRNAs quantification was published [29].
The aim of the present review is to provide a state of the art of the
findings on miRNAs in JIA and to document on their role in the pa-
thogenesis of this heterogeneous group of diseases, as well as on their
potential as biomarkers and therapeutic tools.

2. Overview of miRNAs in biological networks

MiRNAs are non-coding, endogenously generated and single-
stranded RNAs of approximately 22 nucleotides. According to the latest
miRNA database, 2588 miRNAs have been identified in humans [30].
They exhibit highly regulated patterns of expression, specific of each
cell types and changing according to cellular differentiations [31].
MiRNAs predominantly act as negative regulators of the expression of
target genes by translational repression or cleavage of messenger RNA
(mRNA). Under certain conditions, miRNAs have been reported to up-
regulate the translation of target mRNAs [32]. It is estimated that >
60% of human protein coding genes contain at least one miRNA
binding site [30]. MiRNAs are essential for the maintenance of cellular
homeostasis and normal function. They have a key role in many phy-
siological systems [33,34], as they allow the rapid or transient change
of gene expression profiles in response to intracellular or extracellular
signals [35].

2.1. Biogenesis of miRNAs

The biogenesis of miRNAs starts in the nucleus where they are
transcribed from genes, mainly by RNA polymerase II [30]. Some
miRNA genes are transcribed individually, but a large fraction of them
are present in the genome with expression patterns and arrangements
that suggest they are transcribed as polycistronic primary transcripts
[36]. The primary transcript of miRNA gene (pri-miRNA) is usually
hundreds to thousands of nucleotides long and has one or more hairpin
loop structures. MiRNA precursors can be processed either in a cano-
nical or a non-canonical biogenesis pathway [37,38]. In the canonical
miRNA pathway, the pri-miRNA is cleaved in the nucleus by the RNase
III endonuclease Drosha, along with a double-stranded-RNA-binding
protein called DiGeorge syndrome critical region protein 8 (DGCRS).
The pri-miRNA then becomes a 60 to 70 nucleotides stem-loop inter-
mediate called pre-miRNA. In the alternative pathway named non-ca-
nonical miRNA biogenesis, miRNA precursors designated as mirtrons
do not contain the stem-loop structure and the flanking single stranded
segments essential for the binding of the Drosha/DGCR8 micro-
processor. Therefore, they bypass Drosha processing and go through a
splicing of 5’°cap and polyA tails after which they become pre-miRNAs
and can enter the canonical miRNA processing pathway. The pre-
miRNA is then exported from the nucleus into the cytoplasm by
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Exportin-5 and its RAN-GTP cofactor, where it is cleaved by RNase III
Dicer and becomes an unstable, asymmetric miRNA/miRNA duplex of
19-22 nucleotides [30,39]. This duplex is composed of a guide RNA
sequence and a passenger RNA. After the processing by an helicase, the
guide sequence also called the active strand is selectively loaded into
ribonucleoprotein (RNP) complexes to generate RNA-induced silencing
complexes (RISC). This active strand incorporated in RISC is therefore
able to act as a mature miRNA, while the passenger miRNA is usually
released and rapidly degraded [30].

2.2. MiRNAs mode of action

After being loaded on RISC, the mature miRNA can interact with its
target mRNA on complementary binding sites originally thought to be
located only in 3’ untranslated regions (UTRs). Publications then
showed that miRNAs are also able to interact with complementary se-
quences located on 5’UTR of mRNA, as well as on their promoter or
coding sequence (CDS) regions [40-42]. These interactions involve a
continuous and perfect base pairing of 2-8 nucleotides of the miRNA,
representing the “seed” region. Target recognition is followed by the
catalytic action of proteins forming the RISC complex. Among them,
Argonaute (Ago) 2 has been found to cleave mRNA by endonuclease
activity. Other proteins of the Ago family can induce mRNA dead-
enylation and inhibition of translation [30,43]. Alternatively, repressed
mRNA may be accumulated in specific intracellular compartment called
GW/P bodied, along with miRNAs and associated proteins [30].

While miRNA-mediated silencing mechanisms are well known, their
actions as posttranscriptional upregulators are less documented. An
emerging group of studies reveals that the degree of complementarity
between miRNA and the target mRNA dictates the translation outcome
[44-46]. Indeed, if perfect base pairing usually leads to mRNA cleavage
or decay, partial base pairing can have a different effect on gene ex-
pression. Not only can it induce mRNA deanylation and translation si-
lencing, but it might also up-regulate mRNA expression in response to
specific sequences, cofactors or cellular conditions. Postranscriptional
up-regulation can either be performed directly by miRNPs, or in-
directly, after a regulatory effect on miRNA-mediated inhibition [47].
Vasudevan and his colleagues identified a translation activation of
tumor necrosis factor-a (TNF-a) induced by miR-369-3p [32]. TNF-a is
a cytokine playing an important role in immune reactions [48]. It ap-
pears that upon cell cycle arrest, the AU-rich elements (AREs) located
on the 3’'UTR of TNF-a mRNA become translation activation signals and
recruit AGO2 and fragile X mental retardation- related protein 1 (FXR1)
that are associated with miRNPs. This association is directed by miR-
369-3p [32]. The versatility of miRNP function in response to specific
cellular conditions has only recently begun to be characterized, and a
deeper investigation of regulatory switches that dictate repression
versus stimulation is required.

2.3. MiRNAs in body fluids

MiRNAs biogenesis and function is tightly regulated in every cell
type. In some tissues, miRNAs show a specific and unique distribution
profile. A regulation has also been observed concerning the expression
of extracellular miRNAs. Circulating RNAs were identified for the first
time in 1972 when intact RNAs were detected in plasma, suggesting
that specific structures were preventing their degradation from ribo-
nucleases [49]. Since then, miRNAs have been found in fluids such as
serum, saliva and urine [50-52]. Weber and his team analyzed the
expression of miRNAs in 12 human body fluids: plasma, urine, saliva,
tears, breast milk, colostrum, amniotic fluid, bronchial lavage, pleural
fluid, peritoneal fluid, cerebrospinal fluid and seminal fluid [53]. They
identified similarities among several of them, like miRNA distribution
in plasma and saliva, sign of existing exchanges between these two
fluids. Amniotic fluid did not show resemblance with the other fluids
tested, probably because of the filtration process occurring in the
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placenta that limits the transport of molecules from the amniotic fluid
to the rest of the body. Interestingly, the highest amounts of miRNA
were found in tears. MiRNAs have also been detected in the synovial
fluid (SF) of patients with arthritis [54].

Extracellular miRNAs are protected against enzymatic degradation
by their inclusion in extracellular vesicles (exosomes, microparticules
and apoptotic bodies), or their association with either RNA-binding
proteins or lipoprotein structures [55]. Their stability allows them to be
taken up by distant cells and therefore be involved in cell-to-cell
communication. However, mechanisms controlling miRNA regulation
and their release from cells are yet to be elucidated.

3. MiRNAs and the immune response

By the role they exert in the regulation of proliferation, maturation,
differentiation and activation of immune cells, miRNAs are crucial for
the function of both innate and adaptive immune systems [22,56-58].
The first evidence of miRNAs being involved in immune responses was
reported in 2004, when Chen and his team identified 3 miRNAs (miR-
142a, miR-181a and miR-223) expressed in specific mouse hemato-
poietic cells. They showed that the expression of these miRNAs is
tightly regulated during hematopoiesis and lineage commitment, which
allows them to efficiently participate in the control of immune system
[59].

MiRNAs mode of action is highly efficient and versatile. Their ca-
pacity to induce rapid changes in gene expression makes them essential
actors in the interplay between immune cells and pathogens
[58,60,61]. Cells of the innate immune system, including granulocytes,
monocytes and DCs, represent the first elements involved in the defense
against invading microorganisms [62]. These cells express on their
membrane pattern recognition receptors (PRRs) including tool-like re-
ceptors (TLRs), nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
receptors (NLRs), C-type lectin-like receptors (CLRs) and retinoic acid-
inducible gene (RIG)-I-like-receptors (RLRs). PRRs can recognize and
bind to a wide range of pathogen- associated molecular patterns
(PAMPs), which results in the triggering of intracellular signaling
pathways that leads to the initiation of an inflammatory response
[63,64]. Significant changes have been observed in the expression of
various miRNAs in response to PAMPs or cytokines stimulation [65].
For example, lipopolysaccharide (LPS)-mediated inflammatory re-
sponse is associated with the over-expression of miR-146a/b and miR-
155, as well as miR-125b down-regulation in human monocytes. MiR-
146 acts as a negative regulator of TLR4, TLR2 and TLR5 signaling
pathways by inhibiting the translation of tumor necrosis factor re-
ceptor-associated factor 6 (TRAF6) and IL-1 receptor-associated kinase
1 (IRAK1) [66]. Antigens from bacteria and viruses can activate TLR4,
TLR2, TLR3 or TLR9 on macrophages and induce an increase of miR-
155 in these cells [66-68]. MiR-155 targets suppressor of cytokine
signaling protein 1 (SOCS1), Fas-associated death domain protein
(FADD), TNF receptor superfamily-interacting serine-threonine kinase
1 (Ripk1) and IkappaB kinase epsilon (IKKepsilon), which results in the
up-regulation of TNF-a [67]. Moreover, this miRNA participates in the
control of inflammatory cytokines production such as IL-13 during DCs
activation [69]. Like miR-146a, the expression of miR-155 is associated
with DCs maturation [69-71]. Finally, miR-125b directly binds to TNF-
a transcripts to inhibit their translation. The lower expression of this
miRNA is therefore in accordance with elevated levels of TNF- a [68].

Evidence of miRNAs significance in adaptive immunity became
apparent after experiments in which Dicer was conditionally in-
activated in mice T and B lymphocytes, thereby disrupting miRNA
synthesis [72]. In immature thymocytes, Dicer depletion results in
aberrant T cells development with reduced T cells number both in
thymus and peripheral lymphoid organs, followed by impaired T helper
(Th) cells differentiation and cytokines production [72,73]. Dicer-de-
ficient B cell progenitors undergo a blocking at the pro- to pre-B cell
transition affecting antibody production and diversity [74]. MiR-146a
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and miR-155 not only regulate innate immunity, they are also critical in
the adaptive immune system. They represent two of the most studied
miRNAs in autoimmune disorders like RA and illustrate the complex
role of miRNAs in immune responses. Concerning miR-146a, an up-
regulation of its expression has been observed in Th1, while it is down-
regulated in Th2 cells [75]. MiR-146a shows high expression in reg-
ulatory T cells (Tregs) where it targets signal transducer and activator
of transcription (STAT)-1 and therefore regulates Tregs-mediated sup-
pression of interferon (IFN)-y production by Thl [76]. Evidence shows
that miR-146a knockout in mice leads to an increase of the transcrip-
tion of genes regulated by NF-kB, which in turns induces myeloid sar-
comas and lymphomas development [77]. MiR-155 on the other hand
targets c-maf, Pu.1 and activation-induced cytidine deaminase (AID),
which are essential for lymphocyte homeostasis and normal function
[78,79]. In miR-155 knockout mice, defective T- and B- mediated im-
munity is observed, including impaired Thl and Th2 polarization with
increased.

Th2 differentiation, lower number of Tregs cells, reduced germinal
center response and decreased numbers of IgG class-switched cells
[80-83].

Taken together, these data clearly illustrate the importance of
miRNAs in the development of immune cells as well as in their function
in innate and adaptive immune responses. Proper miRNAs expression is
essential in order to avoid inappropriate inflammation or autoimmune
reaction. Autoimmunity occurs when the immune system fails to re-
cognize self antigens and trigger an immune response against them,
which results in cellular and tissue damages [84]. Tolerance to auto-
antigens is ensured by checkpoints in central and peripheral lymphoid
organs. Under normal circumstances, these checkpoints induce the
destruction or silencing of autoreactive T and B lymphocytes [85]. The
persistence of self-reactive cells in peripheral lymphoid tissues can
provoke the development of autoimmune diseases. Immune tolerance
breakdown is in some cases the result of a deregulation of miRNAs
expression [86]. For example, experiments on mice indicated that miR-
146a knockout in Treg cells disrupted immune tolerance mechanisms,
resulting in the development of immune disorders [76]. Depending on
autoimmune diseases, distinct mechanisms can be involved with spe-
cific deregulated miRNA expression patterns.

4. JIA and miRNAs

Since 2007, the literature gathers numerous studies on miRNAs
dysregulated in the blood and inflamed joints of RA patients, which is
the most common form of arthritis in adulthood [26,56,87-89]. It was
not until 2014 that the first studies identifying miRNAs with altered
expression in patients with JIA were published [29]. Analyses were
mainly performed on serum and plasma samples, as well as on mono-
nuclear cells isolated from blood samples (Table 1). The following
sections gathers data on miRNAs that are abnormally expressed in JIA,
comparing them with results obtained on healthy donors and RA pa-
tients. The study of miRNAs deregulated in JIA and RA allow the
identification of disturbed mechanisms shared by two different forms of
rheumatic disorders, while miRNAs with impaired expression only in
JIA samples reveal information on pathways specifically involved in JIA
pathogenesis.

4.1. MiRNAs from body fluids

4.1.1. MiRNA markers in serum

Kamiya et al. performed a real-time RT-PCR to quantify the ex-
pression of miR-223, miR-146a, miR-155, miR-132 and miR-16 in the
serum of children with sJIA, polyarticular JIA and healthy donors.
Their aim was to investigate the potential of these circulating miRNAs
as disease biomarkers that could replace invasive biopsy [90]. They
showed that miR-223 is significantly up-regulated in sera of patients in
the active phase of JIA compared to inactive phase and healthy
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Table 1
List of miRNAs differentially expressed in JIA compared to healthy controls.

Localization Up-regulation Down-regulation
Serum miR-223 [90]"
Plasma miR-16 [98]
miR-26a [98] *
miR-132 [98]"
miR-146a [98]
miR-145 [98]
miR-155 [98]
miR-223 [98]
PBMC miR-16 [117]*

miR-19a [108]
miR-21 [108]*
miR-99a [117]
miR-100 [117]
miR-125a [117]
miR-133a [117]
miR-146a/b [108,117]"
miR-150 [108,117]"
miR-155 [29]*
miR-181c [117]
miR-223 [117]*

2 Also abnormally expressed in rheumatoid arthritis.

controls. They also found that levels of miR-223 are correlated to ery-
throcyte sedimentation rate (ESR) and matrix metalloproteinase-3
(MMP-3) in polyarthritis, and associated to ESR in sJIA. As mentioned
above, miR-223 has a crucial role in the regulation of the differentiation
of myeloid cells. It has been reported that miR-223 is also elevated in
RA sera compared to healthy donors and is involved in the differ-
entiation of osteoclasts, therefore impacting on joint erosion [91].
Filkova and her team revealed that the high expression of miR-223 in
the serum of RA patients is linked to C-reactive protein (CRP) levels
[92]. Thus, in JIA as in RA, serum miR-223 levels are considered as
potential biomarkers for disease activity [90,92].

Kamiya et al. also quantified miR-146a and miR-155 expression in
JIA sera. As previously specified, these two miRNAs display important
functions in the immune system. However, no significant difference was
observed in the serum expression of these two miRNAs between JIA
patients and healthy subjects [90]. MiR-155 expression levels were
slightly higher in the serum of sJIA than in polyarticular serum.
Moreover, a correlation was detected between serum miR-146a and
MMP-3 in polyarticular JIA patients. Contrary to JIA, studies in RA sera
have reported a higher expression of miR-155 in healthy controls than
in RA patients [92,93]. MiR-155 as well as miR-146a concentrations in
RA serum increase during disease progression and become significantly
different in established RA compared to early cases of RA [92].

The quantification of miR-132 expression in JIA sera showed an
increase in sJIA compared to polyarticular JIA. No significant changes
were observed compared with healthy controls [90]. MiR-132 is known
for its anti-inflammatory effect as it targets p300 transcriptional co-
activator and inhibits the expression of IFN-f, Interferon-stimulated
gene 15 (ISG15), Interleukin (IL)-1f and IL-6 [94]. Kamiya et al. did not
find any correlation between miR-132 and MMP-3 or ESR. Similar re-
sults were obtained in RA studies, with the same levels of miR- 132
between patients and healthy individuals, as well as an absence of as-
sociation between the expression of this miRNA and disease activity
[92].

Finally, Kamiya et al. could not evidence differences in miR-16
expression between sJIA, polyarticular JIA and healthy donors [90].
However, they reported a mild correlation of miR-16 with MMP-3 in
both forms of JIA. Among other functions, this miRNA is involved in
apoptosis by targeting B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) [95]. It has also been
studied in RA patients, where reports show that it targets TNF-a [96].
Serum levels of miR-16 in early RA are low and increase with the
progression of disease [92]. Like miR-223 expression in serum, miR-16
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level might be a predictor for disease outcome in case of RA [97].

4.1.2. MiRNA markers in plasma

Ma et al. quantified the expression of the five same miRNAs (miR-
223, miR-146a, miR-155, miR-132 and miR-16) in the plasma of chil-
dren suffering from oligoarticular JIA, polyarticular JIA, juvenile an-
kylosing spondylitis (JAS) as compared with healthy subjects [98].
Using a microarray analysis, they selected these miRNAs because of
their differential expression between groups and performed a validation
study using quantification by RT-qPCR. Their aim was to identify novel
biomarkers for JIA that are correlated with specific disease character-
istics. Analyses revealed an up-regulation of miR-16, miR-146a and
miR-223 levels in oligo- and poly-arthritis compared to JAS and healthy
donors. Moreover, miR-16 was more elevated in polyarticular JIA than
in the oligoarticular subtype. Concerning miR-132 and miR-155, they
were down-regulated in polyarthritis compared to JAS and healthy
individuals. Results with oligoarthritis showed that miR-132 was under-
expressed in JIA compared with controls and JAS, while miR-155 is
higher in healthy donors and equally expressed in JAS and oligoar-
thritis.

Ma et al. also considered clinical variables and cytokine con-
centrations in order to evaluate the potential of plasma miRNAs as
markers of JIA progression. They found that miR-16 expression levels
correlate with Juvenile Arthritis Magnetic Resonance Imaging Score
(JAMRIS) on the hip (JAMRIS-hip) and with the 27-joints Juvenile
Arthritis Activity Score (JADAS-27). MiR-146a was correlated with
JAMRIS-hip, the limited joint count (LTC) and the 10-joints/27-joints/
71-joints JADAS (JADAS-10/27/71). Cytokines analysis indicated a
positive correlation of plasma miR-16 and IL-6 concentration, while a
negative correlation was observed between miR-146a and TNF-a.
Down-regulation of TNF-a by miR-146a is well described, as this
miRNA targets TRAF6 [66]. MiR-16 has been reported to modulate LPS-
induced production of IL-6, IL-1a and IL-8 via the targeting of silencing
mediator for retinoid and thyroid hormone receptor (SMRT) [96,99].
These results suggested that expression levels of miR-146a and miR-16
in JIA plasma might be considered as potential markers for disease
activity. Ma et al. could not find any relevant correlation between
biological or clinical parameters of patients and miR-155, miR-132 or
miR-223 expression in plasma.

Studies in RA plasma did not show any difference between miR-16,
miR-223 and miR-155 expression between RA patients and healthy
subjects, while miR-132 has been reported to be down-regulated in RA
plasma compared to controls [54]. There are some conflicting results
concerning miR-146a expression in RA plasma. Murata et al. identified
an equal expression between RA and controls [54], while Wang et al.
demonstrated that miR-146a is more expressed in plasma samples of
healthy subjects as compared to established RA [93]. This discrepancy
can be explained by variations in type of samples, patients medical
history, disease progression, as well as differences in the sensitivity of
methods used for miRNAs quantification. Murata et al. also analyzed
miRNAs expression profile in SF and they found similar levels of miR-
155 in plasma and SF of RA patients, while miR-16, miR-223, miR-132
and miR-146a were up-regulated in their plasma. Concerning clinical
variables, they identified an inverse correlation between tender joint
counts (TJC) and plasma miR-16, miR-223, miR-146a and miR-155.
Plasma miR-16 was also inversely correlated to disease activity score of
28 joints (DAS28) index. Contrary to their expectation, no correlation
was observed between SF miRNAs expression and disease activity [54].
Like in JIA, the usefulness of plasma miR-16 as a biomarker for disease
activity in RA is highlighted [87,98].

Using a microarray profiling followed by a RT-qPCR, Sun and his
team selected 4 miRNAs (miR-26a, miR-145, miR-181a and miR-1237)
differentially expressed between sJIA plasma and healthy controls
[100]. They compared their expression levels to those from other
rheumatic diseases in order to identify miRNAs specific of sJIA. Their
results indicated that miR-26a and miR-145 were up-regulated in sJIA
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plasma in comparison to healthy subjects as well as patients with JAS,
systemic lupus erythematosus (SLE), Kawasaki disease (KD) and He-
noch-Schonlein purpura (HSP). The two other miRNAs (miR-181a and
miR-1237) had irregular expressions in the four rheumatic disorders
and were not JIA-specific. Sun et al. were particularly interested in miR-
26a expression as this miRNA was specifically up- regulated in sJIA
plasma and less expressed in oligo- and poly-arthritis. MiR-26a is in-
volved in the regulation of cell proliferation and differentiation [101].
It has an anti-inflammatory action as it inhibits osteoclast formation
and it has been reported to reduce arthritis severity in rats by targeting
TLR-3 on their macrophages [102,103]. High expression of this miRNA
is also observed in RA plasma compared to controls [87]. Sun et al.
hypothesized that miR-26a in the plasma could be a marker for in-
flammatory severity in sJIA patients as there is a positive correlation
between its expression and IL-6 plasma levels. This cytokine is highly
produced during peaks of fever that occur often in sJIA [104]. Con-
cerning other clinical variables like ESR, CRP, TJC or swollen joint
count (SJC), no correlation was observed in sJIA or RA patients
[100,105].

Although miR-145 expression in JIA plasma was not studied in
depth by Sun et al., their team showed that this miRNA is up-regulated
in oligoarticular JIA compared to polyarticular JIA, sJIA and healthy
controls [100]. A study on RA synovial fibroblasts showed that miR-145
targets semaphorin 3A (SEMA3A) and therefore promotes the positive
action of VEGF on survival, migration and invasion of fibroblast-like
synoviocytes [106]. Another report highlights the role of miR-145 in
chondrocyte homeostasis regulation and describes the potential in-
volvement of this miRNA in cartilage destruction in osteoarthritis (OA)
[107]. These functions have not been however studied so far in the
context of JIA.

4.2. Intracellular miRNAs

Studies have been conducted on miRNAs isolated from all periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC) in JIA patients. RT-qPCR analyses
revealed that miR-21 and miR-19a levels are down-regulated in sJIA
PBMC compared to healthy controls [108]. MiR-21 plays a key role in
the triggering of inflammation and participates in the maturation and
differentiation of T lymphocytes [109,110]. This miRNA down-reg-
ulates Bcl16 and promotes the activation of STAT3, which is a tran-
scription factor involved in Th17 cells differentiation [111]. Studies in
RA patients showed that miR-21 gene expression levels are also low
[111]. They further indicated that the expression of STAT5 and phos-
phorylated STATS proteins decreased when STAT3 expression was ac-
tivated. Mir-19a negatively regulates TNF-a and SOCS3 expression and
increases IFN-a and STAT3 transduction [108,112]. The reduced ex-
pression of miR-19a in sJIA PBMC seems to be responsible for the high
expression levels of SOCS3, TNF-a and IL-6 observed by Li et al. (2016).
A report shows that miR-19a is down-regulated in RA synovial cells
where it regulates TLR2 expression [112]. Altogether, Li et al. (2016)
results indicate that miR-19a and miR-21 are involved in JAK/STAT
signaling pathway and might participate in its activation [108].

Lashine et al. (2014) characterized miR-155 expression in PBMC of
juvenile SLE, juvenile familial Mediterranean fever (FMF) and RF-po-
sitive polyarticular JIA patients. They observed an increase of miR-155
expression in JIA PBMC compared to healthy controls, while a down-
regulation of this miRNA was identified in SLE and FMF patients in
comparison to controls. It has previously been reported that miR-155 is
a regulator of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) regulatory
element binding protein (CREB) mRNA expression [113]. The activa-
tion of CREB increases protein phosphatase 2A (PP2Ac) levels. This
protein is involved in several immune pathogenesis via the regulation
of IL-2 and IL-17 levels [114,115]. However, Lashine et al. could not
detect any significant difference between PP2Ac expression in JIA
PBMC compared to healthy PBMC. MiR-155 expression level in JIA
PBMC is comparable to the level in RA PBMC. Indeed, increased
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concentrations are observed in both diseases compared to PBMC of
healthy donors [116].

A study on miRNAs expression in blood monocytes revealed that
miR-125a-5p and miR-181c are elevated in the active phase of sJIA
compared to inactive sJIA and healthy controls [117]. Authors also
analyzed miR-125a-5p in monocytes of polyarticular JIA patients and
identified a low expression level, similar to the one in the inactive phase
of sJIA. MiR-125a-5p and miR-181c are involved in monocytes polar-
ization and regulate the expression of cytokine genes in macrophages
[118,119]. Do and his team studied the effect of these two miRNAs on
CD163, a scavenger receptor with anti-inflammatory function, which is
expressed on myeloid cells [120,121]. Their results indicate that miR-
181 family directly targets CD163 mRNA for degradation, while miR-
125a-5p acts indirectly, by down-regulating IL-10 receptor subunit
alpha (IL-10RA), which is necessary for IL-10-mediated expression of
CD163. To our knowledge, these miRNAs have never been character-
ized in RA blood monocytes. However, a report shows that miR-125a-
5p levels are increased in RA plasma and can activate NF-kB signaling
pathway in B cells [105,122]. MiR-181 has been studied in other au-
toimmune disorders like primary Sjogren syndrome, where an up-reg-
ulation is observed in patients PBMC [123], as well as in psoriasis cases,
where a down-regulation of its expression in PBMC is identified [124].

Levels of miR-146a/b and miR-150 were quantified in sJIA mono-
cytes [108,117]. Results indicate that their expressions are more ele-
vated in sJIA than in controls PBMC. These microRNAs are well char-
acterized in RA PBMC where they are up-regulated compared to healthy
donors [125,126]. A study on CD14* primary monocytes and human
THP-1 cell line revealed that miR-146a induces a decrease in M1-type
macrophage markers including IL-12, IL-6, CD86, TNF-a and iNOS,
while it increases the expression of M2-type macrophage markers such
as CCL12, CCL22, Argl and CD206 [108]. MiR-150 plays an important
role in hematopoietic cell differentiation and regulates macrophages
inflammatory response [127,128]. This non-coding gene has been
shown to promote endothelial cells and monocytes migration by tar-
geting CXCR4 [129,130]. Elevated levels of miR-146b and miR-150 in
RA have been associated with infiltration of IL-17 cells, which exerts
their pro- inflammatory role in the synovium [126].

Mir-16 and miR-223 are up-regulated in sJIA monocytes compared
to controls [117]. MiR-16 has been reported to be associated with high
levels of ferritin in sJIA patients. This miRNA is also over-expressed in
RA PMBC where it is correlated to CRP values, ESR and TJC [92,116].
Concerning miR-223 expression in RA PBMC, it seemed to be moder-
ately elevated [54]. This miRNA is often located in sites of inflamma-
tion as well as in peripheral circulation of RA patients [87].

Schulert and his team highlighted a difference of the expression of
miR-99a, miR-100 and miR-133a between monocytes from patients
with new-onset of sJIA and children with established sJIA, with a
higher expression of miR-99 and miR-100 in active established arthritis
and a down-regulation of miR-133a compared to controls [117]. They
hypothesized that these miRNAs are involved the immune dysregula-
tion observed in sJIA. The literature shows that miR-99a and miR-99b
target mTOR, which is involved in cell proliferation and differentiation
[131]. By targeting bone morphogenetic protein receptor type II
(BMPR2), miR-100 has been suggested to exert a negative effect on
osteogenic differentiation [132]. MiR-99a and miR- 100, both from the
same miRNA family, have been reported to promote a Treg differ-
entiation and to down-regulate Th17 polarization [133]. A study on RA
and OA macrophages showed that the expression of miR-99a and miR-
100 is higher in OA patients [134]. In the blood, miR-99 expression is
slightly higher in RA patients than in healthy controls, while miR-100
reaches statistical difference and is over-expressed in RA blood [135].
Concerning miR-133a, an involvement in the regulation of inflamma-
some activation has been described [136]. Indeed, this work showed
that the over-expression of miR-133a increases the cleavage of Caspase-
1 p10 and IL-1f3 p17. This cleavage is followed by the suppression of
mitochondrial uncoupling protein 2 (UCP2). Moreover, this miRNA
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targets Runt-related transcription factor 2 (Runx2), a protein essential
for osteoblast differentiation and therefore bone formation [137]. MiR-
133a is also down-regulated in fibroblasts isolated from OA than in RA
[138]. Further studies aiming to determine the role of miR-99a, miR-
100 and miR-133a in JIA and RA pathogenesis are required.

5. Conclusions

JIA includes a complex and heterogeneous group of childhood
rheumatisms involving immune impairments, many remaining to be
elucidated. Studies have tried to characterize the pathophysiological
mechanisms responsible for JIA. Over the past few years, reports on
miRNAs in the immune system regulation have brought to light several
pathways deregulated in autoimmune disorders. So far, JIA studies
have investigated miRNAs levels in blood and shown that they re-
present potential indicators of early disease events. They might there-
fore be used as diagnosis biomarkers. Since modulation of miRNAs
expression also reveals information concerning mechanisms responsible
for disease development and progression, we have used miRNAs de-
scribed in JIA blood to highlight pathways that might be involved in
disease pathophysiology (Fig. 1).

This review highlights mechanisms shared by JIA and RA, with
miRNAs commonly deregulated in these two rheumatic disorders. With
miR-223 highly expressed in the serum of patients, impairing the dif-
ferentiation of myeloid cells and leading to immune system deregula-
tion, as well as miR-26a, which is up-regulated in plasma and regulates
osteoclasts formation, two pathways responsible for the bone erosion
observed in these diseases are potentially identified. The down-reg-
ulation of an anti-inflammatory miRNA such as miR-132 in JIA and RA
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Fig. 1. Mechanisms targeted by miRNAs
deregulated in JIA that might be involved in
disease pathophysiology. Myeloid, lym-
phoid cells and fibroblast-like synoviocytes
(FLS) are known to have a prominent role in
JIA pathophysiology. Aberrant expression
of miRNAs has an impact not only on the
cells containing these non-coding genes, but

miR-21 | Maturation also on surrounding cells. They can affect
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mgration mune responses. MiR-21 and miR-19a par-
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and differentiation. Their up-regulation in
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JIA might promote monocyte migration to
the joints. The abnormal expression of miR-
125a- 5p, miR-181c, miR-146a, miR-133a
and miR-132 might disturb the polarization
of macrophages infiltrating JIA joints to-
wards pro- versus anti-inflammatory acti-
vation, or apoptosis response. Up-regulation
of miR-26a might reduce inflammation and
osteoclast formation to counteract local
pathogenic events. Finally, the
expression of miR-145 and miR-16 may be
involved in the survival, migration and in-
vasion of FLS, as well as in their apoptosis.

over-

plasma participates to the exacerbated inflammation in the joints. T
lymphocytes have been reported to play a key role in the pathogenesis
of autoimmune disorders like JIA [139]. It is therefore not surprising to
detect abnormal expression of miR-21 in JIA and RA PBMG, as it is a
miRNA involved in the regulation of T cells maturation and differ-
entiation. In the same manner, miR-155, miR-146 and miR-150, which
are deregulated in JIA and RA PBMC, have been associated to IL-17
accumulation, a cytokine produced by Th1l7 cells. Impairments in
monocyte functions are highlighted with the aberrant expression of
miR-150 expression that deregulates their migration. Some miRNAs are
correlated to disease activity and can thus be used as predictors of
disease outcome. It is the case for miR-16 expression in the plasma and
PBMC of patients, as well as miR-223 levels in serum and PBMC.
Interestingly, several miRNAs are only deregulated in JIA, while
having similar expression in RA and healthy controls. Indeed, miR-16,
miR-223 and miR-155 expression is the same in RA and healthy plasma,
when miR-16 and miR-223 are increased in JIA, and miR-155 is down-
regulated in comparison to controls. These miRNAs differentially ex-
pressed between two rheumatic diseases represent potential diagnosis
biomarkers. Moreover, the identification of miRNAs with aberrant ex-
pression specifically in JIA patients will help to understand JIA pa-
thophysiology. Indeed, this disorder involves mechanisms and con-
sequences that are different from the adult form of arthritis as JIA
patients have a maturing skeleton with incomplete ossification, as well
as an immune system that is still undergoing modifications. Levels of
miR-145 in JIA plasma, as well as miR-19a, miR-125a-5p, miR-181c,
miR-99a, miR-100 and miR-133a in PBMC from JIA patients are de-
regulated. To our knowledge, the expression of these miRNAs has not
been characterized in the same biological compartments for RA
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patients. Therefore, data are insufficient to perform a comparison with
JIA patients.

Not only are miRNAs essential for the understanding of the immune
deregulation occurring in JIA and the diagnosis of this disease, they can
also be useful for the prediction of the response to treatments and the
development of therapies. However, further studies are needed to
characterize miRNAs expression in JIA joints and elucidate their role in
the pathogenesis of this disease. Moreover, before considering a ther-
apeutic application, it is necessary to decipher molecular mechanisms
and pathways regulated by these non-coding genes.
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5. Projet de recherche

Dans le cadre de ma thése, je me suis intéressée a la forme la plus fréquente d’arthrite chez
les enfants, a savoir I’AJl. Cette maladie représente un groupe hétérogene de rhumatismes
inflammatoires chroniques qui touche 16 a 150 individus sur 100 000 en Europe. Cette
pathologie est complexe et d’origine inconnue, ce qui ouvre tout un champ de recherche
pour I'étude des mécanismes impliqués dans sa physiopathologie. Pour mieux comprendre
les processus associés au développement et a I'évolution de cette maladie, jai cherché a
caractériser les sous-populations de monocytes et de DCs ainsi que les profils d’expression
des miARNs dans le sang périphérique et le LS des enfants atteints d’AJl. Ces différents
marqueurs biologiques ont été choisis car ils jouent un role majeur a la fois dans la

régulation de I'inflammation et la pathogénéese des maladies inflammatoires.

Les monocytes et DCs sont des cellules du systéeme immunitaire inné et modulent la réponse
inflammatoire via la production de différents médiateurs (type cytokines, chimiokines) et
leur capacité a présenter les antigénes aux cellules de I'immunité adaptative. Tandis que de
nombreuses études réalisées chez des patients adultes atteints de PR montrent I'implication
de ces cellules, de leur distribution et de leur fonction (Coutant and Miossec, 2016;
Smiljanovic et al., 2018), la littérature contient tres peu de données chez les patients atteints
d’All. Je me suis également intéressée aux miARNs pour I'impact qu’ils ont sur la régulation
des génes ainsi que sur le maintien de ’lhoméostasie cellulaire. Ces petits fragments d’ARN
non codants agissent de facon spécifique et peuvent induire des changements rapides de
I'expression des genes, ce qui fait d’eux des acteurs essentiels dans I'interaction entre les
cellules immunitaires. Les premiéres études sur I'implication des miARNs dans I’All datent de
2014 et mettent en évidence des perturbations de leur expression dans le sang de patients
comparé au sang de donneurs sains. Toutefois, aucune étude n’est publiée a ce jour sur la
caractérisation de I'expression des miARNs au niveau du LS de patients All, les articulations
étant pourtant le principal lieu de développement de la pathologie. Par ailleurs, les études
de transcriptomique classique et miRNome réalisées chez les adultes montrent bien que le
sang ne reflete pas toujours les évenements qui se produisent au sein des articulations

(Vicente et al., 2016).
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Afin de mettre en évidence des mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I'All, et
plus particulierement d’adresser les mécanismes cellulaires et moléculaires au niveau des
articulations, j'ai dans un premier temps inclus des patients atteints d’une autre forme
d’arthrite juvénile, a savoir I'arthrite septique (AS). La ponction articulaire faisant partie
intégrante de la prise en charge de ces deux pathologies pédiatriques, je me suis intéressée a
I’AS en temps que contrble pour I'étude de I'AJl afin de comparer les acteurs cellulaires et
moléculaires impliqués dans ces maladies qui ont des physiopathologies bien distinctes. En
effet, tandis que I’AJl est un rheumatisme inflammatoire chronique d’origine inconnu, I'AS
est défénie par une prolifération intra-articulaire de bactéries libérant des enzymes
protéolitiques et entrainant une inflammation des articulations suivie d’'une destruction du
cartilage. La contamination se fait principalement par voie hématogene avec deux germes
majoritaires, a savoir Staphylococcus aureus et Kingella kingae (Lorrot et al. 2008). Cette
derniere est responsable d’environ 75% des arthrites infectieuses touchant les enfants de
moins de 2 ans. L'AS est une véritable urgence orthopédique car un retard dans le diagnostic
peut entrainer des dommages articulaires irréversibles. L'incidence de cette maladie en
France n’est pas connue, toutefois, une étude en Norvége a estimé qu’il exite environ 5

nouveaux cas sur 100 000 habitants par an (Riise et al., 2008).

Dans un second temps, jai effectué des études comparatives entre le sang et le LS des
patients atteints d’AJl afin de rechercher des mécanismes spécifiques aux perturbations

articulaires pouvant jouer un role dans le développement de la maladie.
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D. Travaux personnels

1. Caractérisation des sous-populations de cellules

myeéloides dans I’All et I’AS juvénile

L’arthrite juvénile idiopathique (AJl) et I'arthrite septique (AS) sont les deux formes d’arthrite
les plus fréquentes chez les enfants de moins de 16 ans. Tandis que I’AS est déclenchée par
une infection bactérienne, I'AJl est d’origine inconnue et peu d’éléments sont décrits au
sujet des mécanismes impliqués dans la physiopathologie de cette maladie. Toutefois, dans
les deux cas, 'immunité innée joue un role majeur dans le développement et I'évolution de
la maladie. Mon intérét s’est donc porté sur les monocytes et les cellules dendritiques (DCs)
qui sont des acteurs majeurs du systéme immunitaire inné et ont un rdle important a jouer
dans le dialogue avec les acteurs cellulaires de I'immunité adaptative. Mon objectif a été de
caractériser finement les sous-populations de monocytes et DCs dans le sang et le liquide
synovial de patients atteints d’AJl et de comparer avec des patients atteints d’AS pour
rechercher des marqueurs spécifiques du contexte inflammatoire versus infectieux de ces 2
types de rhumatismes juvéniles. L'identification de différences au niveau du nombre de
cellules et de leur profil d’activation avait pour objectif non seulement d’apporter des pistes
utiles pour I'amélioration du diagnostic de ces maladies, mais également de comprendre les

mécanismes physiopathologiques associés.

Une caractérisation phénotypique poussée des sous-populations de monocytes et de DCs a
été effectuée par cytométrie de flux (Fortessa, 5 lasers, 15 couleurs, BD) sur du sang
périphérique et du liquide synovial (LS) de patients AS (n = 8) et All (oligoarticulaire (n = 7) et
lige a 'entheése (n = 1)). L'analyse de la distribution et des profils d’activation des 3 sous-
populations majeures de monocytes a porté sur les monocytes classiques (CD147°CD16),
intermédiaires (CD14"'CD16%) et non classiques (CD14°CD16"). Pour les DCs, 4 sous-
populations ont été caractérisées: les 2 types de DCs conventionnels (cDCs) CD1c’ et

CD141%, les DCs plasmacytoides CD123* (pDCs) et les DCs inflammatoires CD14" (InfDCs).
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Enfin, une analyse plus globale de la distribution des granulocytes, des lymphocytes T et B

ainsi que des NK a été réalisée au niveau des fluides biologiques des patients AS et All.

Mes résultats montrent d’une part que le LS discrimine mieux les deux pathologies que le
sang périphérique, d’autre part que la majorité des sous-types cellulaires analysés sont en
nombre plus important en cas d’AS. En effet, seuls les lymphocytes T, les pDCs et les cDCs
CD141" présentent une accumulation plus élevée au niveau du LS des enfants atteints d’All
qgue d’AS, tandis que les trois sous-populations de monocytes et les granulocytes sont
majoritairement présents au niveau des patients AS. Par ailleurs, I'étude des marqueurs
d’activation a montré, dans le sang, une expression de HLA-DR plus importante au niveau
des monocytes intermédiaires et non classiques des patients AJl, ainsi qu’a la surface des
cDCs et des InfIDCs de ces enfants comparé aux AS. L’expression de CD64 ainsi que de PDL2

présentaient des taux plus élevés en cas d’AS.

Cette étude montre pour la premiére fois les résultats d’analyses comparant le profil de
sous-populations de cellules immunitaires dans le LS d’enfants atteints d’AlJl avec ceux ayant
une AS. En effet, tous les résultats publiés a ce jour comparaient soit le sang de patients All
avec le sang de donneurs sains, soit le LS de patients All avec le sang de ces mémes patients.
Les données obtenues mettent en évidence des différences au niveau de I'accumulation et
de l'activation des cellules, apportant ainsi des pistes de biomarqueurs pour renforcer le
diagnostic de ces deux formes d’arthrite. Enfin, les résultats soulignent I'implication des
monocytes dans I’AS comme premiere ligne de défense contre les agents pathogenes, et

montrent 'importance des cellules présentatrices d’antigénes comme les DCs dans I'All.
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Abbreviations

AAN anti-nuclear antibodies; AUC area under the curve; CCP cyclic citrullinated peptide;
CRP C-reactive protein; DC dendritic cells; cDC conventional DC; InfIDCs inflammatory
DC; pDC plasmacytoid DC; FDR false discovery rate; JIA juvenile idiopathic arthritis; HLA
human leucocyte antigen; MFI mean fluorescence intensities; NK natural killer; PB peripheral
blood; PE phycoerythrin; SA septic arthritis; SF synovial fluid; RA rheumatoid arthritis; SLE

systemic lupus erythematosus; ROC receiver operating curves; WBC white blood cells.
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Abstract

Despite their distinct etiology, several lines of evidence suggest that innate immunity plays a
pivotal role in both juvenile idiopathic arthritis (JIA) and septic arthritis (SA)

pathophysiology. Indeed, monocytes and dendritic cells (DC) are involved in the first line of
defense against pathogens and have a critical role in initiating and orchestrating the immune

response.

The aim of this study was to compare the number and phenotype of monocytes and DCs in
peripheral blood and synovial fluid samples from patients with JIA and SA to identify specific
cell subsets and activation pathways associated with pathophysiology mechanisms that could

be used as biomarkers to discriminate between these diseases.

The number of classical, intermediate and non-classical monocytes in the synovial fluid and
the number of classical monocytes in peripheral blood tended to be higher in patients with SA
than in those with JIA, although this difference was not significant. Moreover, whereas the
number of conventional (cDC), plasmacytoid (pDC) and inflammatory (inflDC) DCs in blood
was comparable between groups, the number of CD141" ¢DCs and CD123" pDCs in the
synovial fluid was significant higher in patients with JIA than with SA. CD14" infIDCs
represented the major DC subset in the synovial fluid of both groups without significant
difference. Finally, analysis of the activation of the different DC subsets showed higher
expression of HLA-DR on CD1c¢" ¢DCs and CD14" infIDCs in blood of patients with JIA.
Conversely, PDL2 expression in CD141" ¢DCs and CD123" pDCs from blood and in CD1c"
and CD141" ¢cDCs from synovial fluid was higher in patients with SA. Our results suggest
that monitoring CD141" ¢cDC and CD123" pDC numbers in synovial fluid and HLA-DR

and/or PDL2 expression in DC subsets might help to discriminate between SA and JIA.
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1. Introduction

Septic arthritis (SA) and juvenile idiopathic arthritis (JIA) are the two most frequent arthritis types in
childhood [1]. SA is a bacterial infection of a joint space, mostly caused by bacteremia in pediatric
cases [2]. The main causative agent is Staphylococcus aureus in childhood, and Kingella kingae in
infants and toddlers [3]; however, in most cases the infectious agent remains unknown. SA is an
orthopedic emergency, and delay in diagnosis and treatment may result in irreversible joint damage.
JIA is the most common chronic rheumatic disorder in childhood, and is classified in seven subtypes,
depending on the number of affected joints, serological features, and systemic symptoms.
Oligoarticular JIA is the most common subtype [4]. The exact etiology and pathophysiology of JIA
remain unknown, but several genetic and environmental factors have been associated with this

disorder [5].

Despite their distinct etiology, several lines of evidence suggest that the innate immunity plays a
pivotal role in JIA and also SA pathophysiology. Dendritic cells (DCs) and monocytes are the main
immune cells implicated in the innate immune response. They are involved in the first line of defense
against pathogens and have a critical role in initiating and orchestrating the inflammatory response
through the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines. DCs are key players in
initiating the immune response and maintaining tolerance. They sample antigens from the environment
and present them as peptide-MHC complexes to effector T cells in lymphoid organs. In peripheral
blood (PB), DCs are divided in three main subsets: two myeloid or conventional DCs (¢cDCs;
BDCA1/CDIc" ¢DCs and BDCA3/CD141" ¢DCs), and plasmacytoid DCs (pDC) characterized by
CD123 (IL-3R) expression. BDCA3/CD141" ¢DCs predominantly respond to TLR3 ligands (including
poly I:C) that trigger the production of CXCL-10/IP-10, CCL5, IFN-p and IFN-A, and type III IFN
with anti-viral properties. They also produce IL-12 upon co-stimulation by inflammatory cytokines.
BDCA1/CDIc" ¢DCs secrete a broader repertoire of proteins, including IL-1p, IL-12, IL-6, TNF-a,
CXCLS/IL-8, CCL3, CCL4, CCLS5 and CXCL-10 upon TLR3 stimulation [6-8]. On the other hand,
pDCs selectively express endosomal TLR7 and TLR9 that detect nucleic acids from viruses, bacteria,

and dead cells. TLR7 or TLR9 binding triggers a downstream signaling cascade that results in the

79



secretion of IFN-a, IFN-B [9] and IFN-A [10, 11]. These three DC populations are found also in all
lymphoid organs, and represent resident DCs. Previous studies showed a deficiency of blood DCs,
particularly myeloid DCs and pDCs, in patients with JIA compared with healthy controls [12, 13].
Furthermore, low levels of blood pDCs in JIA are associated with poor treatment response [13].
Synovial fluid (SF) of inflamed joints also is enriched in myeloid DCs that strongly express
maturation markers, suggesting that they might participate in the initiation and maintenance of
inflammation [13]. A population of synovial inflammatory DCs (infDCs; CD1¢'CD14'CD16) has
been identified in inflamed SF samples of patients with rheumatoid arthritis (RA) [14]. This subset
differentiates from circulating monocytes recruited to the inflammation site, and plays a role in RA

pathogenesis by inducing GM-CSF, IL-17 and IFN-y production by CD4" T cells [15].

Human PB monocytes are a heterogeneous cell population that includes classical (CD14"CD16),
intermediate (CD14""CD16"), and non-classical (CD14""CD16"") monocytes. They represent
approximately 85%, 5%, and 7% of all blood monocytes, respectively [16]. Classical monocytes
display high phagocytic activity, while non-classical cells are poorly phagocytic in vitro, and patrol
healthy tissues through long-range crawling on the resting endothelium. This patrolling behavior is
dependent on the integrins LFA-1 and ICAMI1 and is required for rapid tissue invasion at the infection
site in a CX3CR1-dependent manner [17]. After extravasation, non-classical patrolling monocytes
rapidly differentiate into macrophages, and acquire tissue repair functions [18]. Classical monocytes
are recruited to inflamed tissues in a CCR2-dependent manner, where they initiate the immune
response and differentiate into inflDCs [19]. This heterogeneity suggests specialized functions. Indeed,
in vitro activation of highly purified non-classical monocytes by stimulation with TLR-7/8 results in
increased release of IL-1 and TNF-a cytokines. Conversely, purified classical monocytes respond
more readily to TLR-2/4 activation by producing cytotoxic metabolites (ROS, NO) and pro-
inflammatory cytokines, particularly IL-6 and IL-8 [20, 21]. CD14'CD16" intermediate monocytes
exhibit an intermediate phenotype between classical and non-classical monocytes and play a major
role in antigen presentation. In response to lipopolysaccharides, they mainly produce TNF-a and IL-

1. Both intermediate and non-classical monocytes are increased in PB of children with sepsis
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compared with healthy donors [22], and high numbers of intermediate monocytes are often observed
in PB and SF of patients with autoimmune arthritis [23-26]. In active arthritis, the levels of pro-

inflammatory cytokines are generally higher in SF than in PB [27].

Depending on their localization and the nature of stimuli, DCs and monocytes can undergo distinct
modifications of their phenotype and function. As SA and JIA have different etiology (infectious
condition and auto-reactive immune response, respectively), we hypothesized that variations in the
number and/or activation status of myeloid cell subtypes could help to differentiate between these
conditions. Indeed, some biological parameters (e.g., synovial leukocyte count and platelet numbers)
differ significantly in SA and JIA, but there is a large overlap zone and none of them allows
discriminating between these conditions [28]. As previous studies investigated the heterogeneity of PB
and/or SF DC or monocyte subsets in JIA or SA always by comparing with healthy controls or
patients with RA, but never between these rheumatic diseases, we performed an in-depth phenotypic
characterization of DC and monocyte subsets in PB and SF samples of patients with SA and JIA to
identify cell subsets that are associated with a pathophysiology mechanism and that could be used as

disease-specific biomarkers.
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2. Materials and methods

2.1 Patients

Children, aged from 6 months to 15 years, presenting with acute arthritis requiring arthrocentesis were
included if they met the diagnostic criteria for JIA or SA. Patients with JIA fulfilled the International
League of Associations for Rheumatology classification criteria and were prospectively recruited from
the Pediatric Department at Montpellier University Hospital. Patients with systemic JIA, or who took
steroids, biological therapy or disease-modifying anti-rheumatic drugs in the month preceding the
arthrocentesis, and patients treated with antibiotics for more than 24h before arthrocentesis were
excluded. Children with arthrocentesis contraindication (platelet count below 50 000/mm’, reduced
prothrombin, prolonged activated partial thromboplastin time) were excluded. For patients with SA,
disease was confirmed either bacteriologically after culture according to the French national
guidelines, or using a specific PCR assay for K. kingae. Informed consent was obtained by all patients
(their parents or guardians) in accordance with the procedures approved by the local human ethics

committee (Comité de Protection des Personnes Sud Méditerranée 1) (2014-A01561-46).

2.2 Laboratory assays

Total white blood cells (WBC) and platelets counts, C-reactive protein (CRP) dosage, antibody
analyses, and medical records were collected as part of the routine diagnostic evaluation of JIA/SA at

the Department of Immunology (CHU Montpellier).

2.3 Reagents

The V450-conjugated anti-CD3, Alexa Fluor®700-conjugated anti-CD3, BV650-conjugated anti-CD4,
FITC-conjugated anti-CD4, BV605-conjugated anti-CD11b, BV421-conjugated anti-CD11c, BV650-
conjugated anti-CD14, PE-Cy' V' 7-conjugated anti-CD14, Alexa Fluor®700-conjugated anti-CD16,

BV421-conjugated anti-CD16, PE-CF594-conjugated anti-CD16, phycoerythrin (PE)-conjugated anti-
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CD19, Alexa Fluor®700-conjugated anti-CD19, Alexa Fluor®700-conjugated anti-CD20, V500-
conjugated anti-CD45, BV786-conjugated anti-NKp46, Alexa Fluor®700-conjugated anti-CD56, PE-
conjugated anti-CD64, PE-Cy" "' 7-conjugated anti-CD86, PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD123,
BV711-conjugated anti-CD141, BV786-conjugated anti-PDL2, and PECF594-conjugated anti-CD163
antibodies were from BD Biosciences. The APC-Cy7-conjugated anti-HLA-DR antibody was
purchased from Beckman Coulter. The PE-conjugated anti-CD1c, APC-conjugated anti-CD303, and
APC-conjugated anti-SLAN antibodies were from Miltenyi Biotech. The FITC-conjugated anti-
CD192 antibody was purchased from R&D Systems. All antibodies were used according to their

manufacturer’s recommendations.

2.4 Flow cytometric immunophenotyping

Granulocytes, T and B lymphocytes and natural killer (NK) cells staining was performed using 50ul of
fresh, heparin-treated whole blood and antibodies against CD4, CD45, CD3, CD19, CD16, and CD56.
DCs (PDL2, CD141, CD14, CD11b, CD45, CD11c, CD4, CD123, CD86, CD16, CD3, CD19, CD20,
CD56, HLA-DR, CDl1¢c, CD303) and monocytes (NKp46, CD11b, CD45, CD16, CD14, CD163,
CD64, HLA-DR, CD3, CD19, CD56, CD192, SLAN) were characterized using 300 pl of fresh,
heparin-treated whole blood. After labeling with the relevant antibodies, erythrocytes were gently
lysed by adding the EasyLyse"™ solution (Dako). Synovial cell fractions were recovered by
centrifugation (300g, 10min) of heparin-treated SF samples. One million cells from SF were stained
using the same antibodies as for the whole blood samples after Fc receptor blocking with Fc Block

(BD Biosciences).

For monocyte characterization, debris and doublets were excluded by SSC/FSC gating followed by
selection of DAPI-negative CD45" viable leucocytes. Contaminating granulocytes (HLA-
DR™CD16"¢") and lineage-positive cells (CD3, CD19 and CD56) were excluded from the monocyte
gate. The three monocyte populations were gated within HLA-DR-positive cells. The percentage of

classical (CD147"CD16), intermediate (CD14"CD16") and non-classical (CD14“™CD16") monocytes
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are given within the gated monocytes, after exclusion of double negative cells. For DC
characterization, cells were plotted according to their size and granularity followed by doublet
exclusion. Lineage-negative cells were first selected, and then CD4 and HLA-DR double-positive cells
were gated to delineate the two major DC subsets: cDCs (CD11¢ "HLA-DR™"CD123"°CD1¢'CD303")
and pDCs (CD11¢°"HLA-DRCD123"¢"CD303"). Cell numeration was performed by addition of
known numbers of fluorescent beads (Flow-Count™ Fluorosphere, Beckman Coulter) before cell
acquisition. This allowed calculating the absolute cell number for each cell subsets. All data were
acquired using a BD-LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). Color compensation analyses
were performed using the DIVA software, and all data were analyzed with FlowJo (Tree Star,

Ashland, OR, USA).

2.5 Hierarchical Clustering Analyses

Cell counts and expression level of markers (mean fluorescence intensity, MFI) were analyzed using
the Perseus software to perform non-supervised hierarchical clustering analysis [29]. The two-sided
unpaired #-test was performed with a false discovery rate (FDR) cut-off of 5%. The selected markers

were used to build the heatmaps.

2.6 Statistics

For each cell subset, data are presented as the mean + SEM of the total cell counts per milliliter of
blood/SF and were compared using the Student’s # or Mann Whitney test, according to their
distribution. In parallel, data were compared using multivariate linear regression models to consider
the age difference between groups. The capacity of markers to discriminate between JIA and SA was
assessed using the receiver operating curve (ROC) analysis with estimation of the area under the curve
(AUC) values [30]. As age was significantly different between patients with JIA and SA, the AUC

value estimates were calculated only for parameters that remained significant after adjusted for age.
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Analyses were performed with a bilateral alpha level of 0.05 using the SAS software, version 9.4

(SAS Institute, Cary, NC, USA).

3. Results

3.1 Clinical and biological parameters of children with arthritis

In total, we included 16 children (n= 7 with oligoarticular JIA, n=1 with enthesitis-related arthritis, and
n=8 with SA caused by K. kingae infection) (Table 1). Children with SA were significantly younger
than patients with JIA (1.120.1 versus 8.9+1.3). Therefore, when variables were significantly different
between SA and JIA, we performed linear regression analyses with age-adjusted data. The age-
adjusted analysis did not confirm the significant difference in WBC and platelet counts between

groups (SA vs JTA), and only the age-adjusted CRP mean value remained different (Table 1).

3.2 Differential accumulation of T cells in patients with JIA compared with patients with SA

As previous works showed that WBC counts in PB or SF samples do not discriminate between JIA
and SA [28], we quantified the main immune cell types in both body fluids by flow cytometry (Table
2). Our results revealed that B and NK cell numbers in PB were significantly higher in SA than in JIA
samples, but not the age-adjusted values. In SF, T cell numbers were significantly higher (3-fold) in
JIA than SA, while NK cell and granulocyte numbers were significantly higher (10-fold) in SA than in
JTA. However, only the age-adjusted T cell counts in SF remained significantly different between

groups.

3.3 Differences in monocyte and DC subsets discriminate between JIA and SA

To determine whether innate immune cells could better discriminate between patients with JIA and

SA, we immunophenotyped the monocyte and DC subsets using multi-parametric flow cytometry. All
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three main monocyte subsets (CD14'CD16" classical, CD14"CD16" intermediate, and CD14 CD16™
non-classical) were present in PB samples, whereas non-classical monocytes were barely detectable in
SF samples (Fig. S1). We could quantify CDIc¢" and CD141" ¢DCs, CD123" pDCs, and CD14"

infIDCs in both fluids (Fig. S2).

Analysis of all cytometric data by non-supervised hierarchical clustering (Fig. 1A) clearly
differentiated samples in two major clades that stratified patients in two groups (JIA and SA). Then,
analysis using an FDR cut-off of 5% to include only cell counts that were differentially expressed
between JIA and SA samples (Fig. 1B) showed a clear separation between SA and JIA using nine SF
(black) and four PB (red) parameters, suggesting a pattern of disease-related changes mainly within
joints. The counts of the majority of the immune cell subsets that discriminated between diseases
(10/13) were higher in SA than in JIA samples. Indeed, only the counts of total T cells, CD123" pDCs
and CD141" ¢DCs were higher in JIA than in SA SF samples. Overall, these data suggest that
monocytes and granulocytes are over-represented in SA, while T cells and DCs are predominant in

JIA.

Comparison of the data on the different monocyte subsets showed that in PB samples, only classical
monocytes were significantly higher in SA than in JIA (Fig. 1C). In SF samples, all three monocyte
subtypes were significantly higher in SA than JIA, suggesting their accumulation in this condition
(Fig. 1D); however, the difference was not significant after age-adjusted analysis. The total count of
monocytes (sum of all subsets) also was significantly higher in SA than in JIA (in PB samples: 231 +
44 in JIA versus 431 = 267 in SA, p=0.05; in SF samples: 225 = 195 in JIA versus 3187 = 4776 in SA,

p<0.004); however, comparison of the age-adjusted values did not confirm this difference.

Although CD141" ¢cDCs were barely detectable in PB samples from both groups (Fig. S2), we could
easily quantify them in SF samples from patients with JIA and their number was significantly higher
than in patients with SA (Fig. 1E). Similarly, pDCs were significantly higher in SF samples from

patients with JIA than with SA. As previously reported in adult forms of arthritis, CD14" infIDCs were

86



barely detectable in PB samples from both groups, but represent the major DC subset in SF (Fig. S2).
However, CD14" infIDCs cell count was not different between groups. Altogether, these data
demonstrated a significant accumulation of CD141" ¢DCs and CD123" pDCs in the SF of patients

with JIA that was confirmed by comparison of the age-adjusted values (Table 3).

3.4 Specific activation markers on monocyte and DC subsets discriminate between SA and JIA

As monocytes and DCs regulate the T-cell responses against foreign and self-antigens, we analyzed
their activation status by monitoring the expression levels of the co-stimulatory HLA-DR and CD86
and of the inhibitory PDL2 receptor in the four DC subsets, and of HLA-DR, CD163, SLAN, CD64
and CCR2 in the three monocyte subsets in PB and SF samples. Non-supervised hierarchical
clustering analysis of the MFI data grouped samples in two major clades that stratified patients in JIA
and SA (Fig. 2A). Analysis only of the MFI values that were significantly different between groups
using an FDR cut-off of 5% (Fig. 2B) showed a clear separation between SA and JIA using 12 SF and
17 PB parameters. The majority of the activation markers that discriminated between diseases (19/29)
was more strongly expressed in SA than in JIA, and included both monocyte and DC markers in both
PB and SF. The ten markers with higher expression in JIA than SA were mostly activation markers
expressed by circulating monocytes (SLAN and HLA-DR) and DCs (HLA-DR and CD86). Analysis
of the differences (with FDR correction) in expression levels of activation markers in the monocyte
subsets showed that CD64 expression in the three subsets was higher in SA than in JIA in both fluids
(Fig. 2C). Conversely, SLAN expression was significantly increased in the three subsets in JIA
compared with SA, but only in PB samples (Fig. 2D). However, the analysis with age-adjusted values
did not confirm these differences. CCR2 and CD163 were similarly expressed in both JIA and SA
groups (data not shown). The expression level of HLA-DR was significantly higher in intermediate
CD147CD16" monocytes from PB and SF and in non-classical monocytes from PB samples of
patients with JIA compared with those with SA. Conversely, HLA-DR expression was higher in non-
classical monocytes from SF samples of patients with SA (Fig. 2E). Overall, expression of HLA-DR,

SLAN and CD64 in monocyte subsets was different between JIA and SA; however, after age-
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adjustment, only CD64 MFTI in classical monocytes from SF samples remained significantly higher in

SA than in JIA.

HLA-DR expression level in PB was significantly higher in CD1¢” and CD141" ¢DCs, and in CD14"
infIDCs in patients with JIA, whereas in SF it was significantly higher in CD1c¢" ¢DCs and

CD123 'pDCs in patients with SA (Fig. 2F). The age-adjusted value confirmed the significant
differences between groups for CD1c” and CD14" infDCs in blood (Table 3). CD86 expression was
significantly increased in CD1c’, CD141" ¢DCs and CD14" infDCs from PB samples of patients with
SA and in CD14" infDCs from SF samples of patients with JIA (Fig. 2G). Analysis with age-adjusted
values confirmed the significant difference of CD86 expression in CD141" ¢cDCs (Table 3). PDL2
expression level was significantly increased in all four DC subsets from SF and PB samples of patients
with SA compared with JIA. The age-adjusted values confirmed the significant increased expression

of PDL2 in CD141" ¢cDCs and CD123 pDCs in the PB and in CD1c¢" and CD141" ¢DCs in SF.

Overall, these data suggest that DC activation markers are increased in PB and SF, whereas the

inhibitory PDL2 is decreased in patients with JIA compared with patients with SA.

3.5 pDC numbers and HLA-DR or PDL?2 expression in DCs discriminate between JIA and SA

Among all the parameters (cell counts and MFI) that were significantly different between diseases
after age-adjustment, seven biomarkers displayed an AUC value >0.95 in the ROC curve analysis
(data not shown), suggesting that they could be used to discriminate between JIA and SA. In PB, they
were: i) HLA-DR expression in CD14" infDCs; and ii) PDL2 expression in CD141" ¢cDCs and
CD123" pDCs. In the SF, they were: i) PDL2 expression on CD1c¢” and CD141" ¢cDCs; and ii) the
number of CD123" pDCs and T cells. These data suggest that monitoring DC subsets in SF samples
and/or HLA-DR or PDL2 expression in DCs from PB or SF samples may be a convenient and rapid

strategy to discriminate between diseases at diagnosis.

88



4. Discussion

Many different biomarkers can be used for the diagnosis of JIA subtypes, particularly the systemic
forms [31]. Conversely, studies that compared the clinical and biological characteristics of JIA and SA
are scarce, and they did not identify any reliable marker to discriminate between these diseases [28,
32]. The present study is the first through comparison of various immune cell subsets in two different
body fluids from patients with these two juvenile arthritic forms. Our results show that monitoring the

phenotype and activation status of DC and monocyte subsets allows discriminating between SA and

JIA.

As WBC counts in PB and SF are not sufficient to discriminate between SA and JIA [28], we first
quantified T, B, NK cells and granulocytes in these body fluids. Our results showed that in SF
samples, the mean number of granulocytes was 10-fold higher in patients with SA than with JIA, and
the mean count of T cells was 3-fold higher in patients with JIA than with SA. Massive granulocytes
recruitment in the inflammatory site was previously reported in patients with sepsis [33]; however, in
our study, the multivariate linear regression model analysis with age-adjusted values confirmed only
the T cell increase in JIA. It was previously reported that in JIA, activated T cells accumulate in the
synovial membrane, forming clusters around antigen-presenting cells (e.g., DCs) [34, 35], and might
trigger the autoreactive immune response. However, the large overlap between values in SA and JIA
does not allow using them as diagnostic markers. Therefore, we immunophenotyped the main
monocyte and DC subsets. We found that all three monocyte subsets were increased in SF, but only
classical monocytes in PB samples of patients with SA compared with JIA. These results were not
confirmed by the age-adjusted analyses. Conversely, the accumulation of CD141" ¢DCs and

CD123 pDCs in the SF of patients with JIA was confirmed also after adjustment for age.

The expansion of both intermediate and non-classical monocytes was previously observed in PB of

patients with juvenile sepsis [22]. Moreover, CD16 monocytes are increased in various infectious and
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inflammatory diseases (e.g., AIDS, asthma, chronic infections, notably sepsis) [36], as well as in
metabolic and autoimmune disorders (e.g., obesity, multiple sclerosis, and rheumatoid arthritis) [21].
Our study did not find any difference in the number of intermediate and non-classical monocytes in PB
samples. Conversely, they accumulated in the SF of patients with SA compared with JIA. Moreover,
in PB, HLA-DR expression in these CD16" subsets was reduced in SA, as previously described in
sepsis [37, 22], and was associated with higher CD64" expression. Higher HLA-DR expression in

synovial intermediate monocytes was also observed in patients with enthesitis-related JIA [24], in

agreement with our results. CD64 is a high-affinity FcyRI receptor with restricted isotype-specificity
that is expressed on macrophages, monocytes, neutrophils, and eosinophils. A previous study
suggested that CD64 expression on monocytes could be used to assess the IFN type I status in patients
with systemic lupus erythematosus (SLE) [38], and could be included in the diagnostic work-up of
sepsis and infection in adults [39-41], and in children [42-44]. Consistent with the study by Hofer et al
that described SLAN as a marker of CD16" monocyte subsets in PB [45], we found that SLAN was
mainly expressed in blood CD16" monocytes, particularly in JIA. Interestingly, in SF samples, SLAN
expression was comparable in all monocyte subsets and between diseases. The analysis after
adjustment for age, confirmed the higher expression of CD64 in blood monocytes in SA, but not of

HLA-DR and SLAN in JIA.

In blood, we did not observe any significant difference in the count of the three main DC subsets
between forms of juvenile arthritis. This is consistent with the recent study by Throm et al. showing no
PBMC difference in treatment-naive patients with JIA and matched controls using mass cytometry
[46]. Conversely, in SF, we observed a significant accumulation of CD141" ¢DCs and pDCs in JTA
compared with SA, as previously reported when comparing with PB [13]. Maturation of blood DCs
was demonstrated by the significant upregulation of HLA-class II molecules in the two conventional
myeloid subsets and in CD14" infIDCs in JIA compared with SA. Moreover, CD86 co-stimulatory
molecules were upregulated in CD141" ¢cDCs in SA PB and in CD14" infIDCs in SF samples of
patients with JIA. These results highlight the potent activation of CD14" infDCs in SF of patients with

JIA and their potential role in sustaining the autoimmune response. They also suggest that DC
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maturation might be different in SA and JIA, leading to substantial functional heterogeneity in the T-
cell response polarization. Blood CD141" DCs excel at cross-presentation of cellular antigens,
immune complexes and antigens specifically targeted to late endosomes. This DC subset can polarize
CD4" T cells towards the Th1 phenotype, particularly after TLR3 binding, and induces Th2
polarization more potently than CD1c” ¢cDCs. A recent study reported that in the inflamed synovial
joint of patients with RA, CD141" ¢DCs are significantly enriched, can activate CD4" and CD8" T
cells, and contribute to the synovial joint inflammation [47]. Conversely, pDCs, in which MHC class
IT and co-stimulatory molecules are expressed at lower level, are less efficient at priming T cells [48].
In addition, pDCs can induce tolerogenic immune responses by inducing regulatory T cells [49- 52],
and their increase is associated with RA remission [53]. Tissue infiltration by pDCs has been
described in skin lesions of patients with SLE, psoriasis, and systemic sclerosis [54, 55], in the salivary
glands of patients with Sjorgren’s disease [56], and in muscle and skin of patients with juvenile
dermatomyositis [57]. In these autoimmune diseases, CD123" pDCs are the major source of type I IFN

and are implicated in inflammation initiation and in the transition to chronic disease [58, 59].

Finally, we found that PDL2 expression was significantly increased in all four DC subsets isolated
from SF and PB samples of patients with SA compared with JIA. As all enrolled patients with SA had
K. kingae infection, we cannot exclude that our results may be pathogen-specific. Therefore, the
analysis of new patients with infection by other bacteria, for instance S. aureus, will be necessary to
extend our results. Although it was initially thought that PDL2 expression was restricted to antigen-
presenting cells, such as macrophages and DCs [60], recent findings have shown that its expression
can be induced in many immune and non-immune cell types, depending on the micro-environmental
stimuli [61-64]. Particularly, PDL2 expression is increased in circulating monocytes and CD4" T
lymphocytes in patients with septic shock [65]. PDL2 expression is regulated mainly through the NF-
kB and signal transducer and activator of transcription-6 (STAT-6) pathways [66, 67]. The most
potent PDL2 inducers are Th2 cytokines, particularly IL-4. The increased PDL2 expression on all DC
subsets in SA suggests a feed-back mechanism of T-cell activation because PDL2/PD-1 interaction

results in the suppression of TCR-induced PI3K/AKT activation and the subsequent reduction of T-

91



cell survival, cytokine production, and proliferation. Overall, these data show that in PB and SF
samples of patients with JIA, the expression of DC activation markers is differentially modulated,

while that of the inhibitory PDL2 molecule is decreased, compared with patients with SA.

In summary, infectious and autoimmune diseases have often been associated with altered
monocyte or DC numbers, suggesting their pathogenic role in these pathologies. Our results
indicate the involvement of monocytes as the first line of defense against pathogens in K.
kingae SA, and suggest a DC role in the polarization of the T-cell immune response in JIA.
The functional consequences of the differential activation of monocytes and DCs in these

diseases need to be further investigated.

5. Conclusion

Overall, our study shows that, independently of patients age, both monocyte and DC (particularly,
CDI141" ¢DCs and CD123" pDCs) numbers might be used to discriminate SA and JIA, but only in SF.
Conversely, activation markers could be monitored in both PB (HLA-DR expression on CD14"
infDCs, CD86 expression on CD141 ¢DCs, and PDL2 expression on CD141" ¢DCs and CD123"
pDCs) and SF (PDL2 expression on CDIc" and CD141" ¢DCs). In conclusion, our study contributes
to the identification of new markers to discriminate between JIA and SA that may help clinical

decision-making.
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Table 1

Characteristics of the enrolled patients

JIA SA
Sex (F-M) 6-2 5-3
AAN 5-2
(positive-negative)
Anti-CCP 2-3
(positive/negative)
RF 0-5
(positive/negative)
Mean + SEM/pl (Min-Max) )/ Adjusted Mean % p  Correlation
SEM/pul with age
JIA SA JIA SA r2 )/
Age (year) 89+ 13 (45-14.4) 1.1£0.1(0.7-1.4)  <0.001 NA NA NA NA  NA
CRP (mg/ml) 15.9+13.7(0.3-70.3)  27.0 £4.5(14.6-47.4) 0.09 0.24 +1.82 134 +1.49 <0.01 0.01 0.99
Platelets (x103/ml) 331.9+19.3 (270.0- 411.1 +£20.8 (342.0- 0.02 368.6 259  3744+259 0.90 -0.47 0.02
413.0) 503.0)
WBC (x106/ml) 7.4+0.7 (5.5-10.9) 14.0 £ 1.6 (7.6-19.6) <0.01 74+19 139+1.9 0.07 -0.43  0.03

F=female; M=male; JIA=juvenile idiopathic arthritis; SA= septic arthritis; SEM = Standard error;

AAN = Anti-nuclear antibodies; CCP = cyclic citrullinated peptide; RF= Rheumatoid factor; CRP= C-

reactive protein; WBC = white blood cells; r2= coefficient correlation; p = p value

Table 2

Immune cell counts in peripheral blood and synovial fluid samples

Mean + SEM/pl (Min-Max)

Adjusted Mean = SEM/pl

Correlation with age

Peripheral Blood

JIA SA p value JIA SA pvalue r2 p-value
T cells 1508 £ 199 (614-2304) 2361 + 421 (886-4445) 0.09 1720 + 499 2150 + 499 0.63 -0.36 0.09
B cells 429 =80 (196-891) 844 + 140 (310-1376) 0.02 577 + 166 696 £+ 166 0.69 -0.42 0.06
NK cells 197+ 26 (80-321) 396 £ 55 (214-619) <0.01 204 + 66 388+ 66 0.14 -0.41 0.06
sranulocytes 2321 £ 221 (1676-3446) 3240 + 577 (1438-6694) 0.16 2529 + 666 3031 + 666 0.67 -0.02 0.92
Synovial Fluid
T cells 1521 £ 262 (630-2866) 539 + 104 (217-1125) <0.01 1886 +273 174 +£273 <.001 -0.32 0.15
B cells 56 +18 (9-131) 69 + 14 (20-140) 0.37 87 +£22 39+22 0.23 -0.23 0.31
NK cells 110 £ 22 (22-188) 584 + 162 (87-1352) 0.01 136+ 177 558+ 177 0.20 -0.58 <0.01
sranulocytes 2571 £ 1815 (274-15231) 26981 + 6240 (2453-47324) <0.01 3836 + 7037 25716 £ 7037 0.10 -0.39 0.08
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Table 3

Mean fluorescence intensities of activation markers in monocytes and DC subsets and cell count for

DC subsets that discriminate between JIA and SA.

Peripheral Blood
Mean = SEM (Min-Max) Adjusted Mean + SEM Correlation
with age
JIA SA pvalue JIA SA p value r2  pvalue
CD1c¢" ¢DC (counts) 44839 £ 1961 (39438-54470) 31206 + 1931 (23817-37915) <0.001 47393 £ 2611 28288 + 2891 <0.01 0.04 0.87
FI HLA-DR CD14" InfDC 49126 + 2469 (41076-58990) 30024 + 1829 (23554-37088) <0.001 48668 £3162 30644 + 3501 0.01 0.43 0.05
VIFI CD86 CD141" ¢cDC 5885 + 872 (3180-9149) 8742 + 975 (4397-12108) 0.05 4706 + 1234 10088 + 1366 0.04 -0.06 0.78
VIFI PDL2 CD141" ¢DC 2919 + 646 (978-5959) 10335+ 1057 (8114-16097) < 0.001 31571217 10063 + 1348 0.01 <0.001 0.99
VIFI PDL2 CD123" pDC 221 + 44 (78-436) 998 + 91 (839-1513) <0.001 243 +98 973 £ 109 <0.01 0.32 0.16
Synovial Fluid
Mean + SEM (Min-Max) Adjusted Mean + SEM Correlation
with age
JIA SA p value JIA SA pvalue r2  pvalue
CD141" ¢DC (counts) 15+£5(1-41) 2+1(0-8) 0.02 24+4 -7+4 <0.01 -0.36 0.10
CD123" pDC (counts) 26 £ 6 (6-52) 3+1(0-7) <0.01 31+6 2+6 0.01 -0.27 0.23
MFI PDL2 CD1¢" ¢DC 1493 £ 171 (1016-2543) 3560 + 520 (1793-5908) <0.01 1218 + 586 3835+ 586 0.02 -0.24 0.29
MFI PDL2 CD141" ¢cDC 3464 + 706 (1780-7675) 23845+ 2106 (17308-36390) < 0.001 3222 +2408 24087 £ 2408  <0.01 -0.09 0.69
VIFI CD64 CD14"CD16" 10951 + 1380 (6095-15314) 19799 + 2604 (12849-35004) < 0.01 8178 +3023 22572 £ 3023 0.02 -0.06 0.79
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Fig. 1 Stratification of patients with JIA and SA and differences in monocyte and DC counts A)
Heatmap of log2 transformed cell counts in peripheral blood (red names) and synovial fluid (black
names) by multi-parametric flow cytometry. In the color scale, red indicates relative higher and green
relative lower cell numbers. The dendrogram shows the results of the non-supervised hierarchical
clustering analysis; in the heatmap: rows, cell subsets; and columns, individual patients with SA (blue)
and JIA (orange). B) Heatmap showing markers that were significantly differentially expressed
between patients with SA and JIA. The dendrogram shows the results of the non-supervised
hierarchical clustering analysis using an FDR cut-off of 5%. Direct comparison of the counts of C)
classical monocytes in blood (PB), D) classical, intermediate and non-classical monocytes in synovial
fluid (SF), and E) CD141" ¢DCs and CD123" pDCs in synovial fluid (SF) samples of patients with
JIA (n=8) and SA (n=8); * p <0.05 ** p <0.01; *** p <0.001 (two-sided ¢ or Mann-Whitney test,

according to data distribution. Data not adjusted to the age of patients).
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Fig. 2 Stratification of patients with JIA and SA and differences in the mean fluorescence intensities
(MFTI) of activation markers in each cell subsets A) Heatmap of log2 transformed MFI obtained by
multi-parametric flow cytometry analysis. Red indicates relative higher expression and green relative
lower expression of the markers found in circulating (red names) and synovial (black names) cell
subsets. The dendrogram shows the results of the non-supervised hierarchical clustering analysis; in
the heatmap: rows, cell subsets; and columns, individual patients with SA (blue) and JIA (orange). B)
Heatmap showing the activation markers that were differentially expressed in patients with SA and
JTA. The dendrogram shows the results of the non-supervised hierarchical clustering analysis using an
FDR cut-off of 5%. Direct comparison of the expression of C) CD64, D) SLAN, and E) HLA-DR in
classical, intermediate and non-classical monocytes in the blood (PB) and synovial fluid (SF) of
patients with JIA (n=8) and SA (n=7). Direct comparison of the expression of F) HLA-DR, G) CD86,
and H) PDL-2 in CD1c¢" and CD141" ¢DCs, CD123" pDCs, and CD14" infDCs in blood (PB) and
synovial fluid (SF) samples of patients with JTA (n=8) and SA (n=7); * p <0.05 ** p <0.01; *** p
<0.001 (two-sided ¢ or Mann-Whitney test, according to data distribution. Data not adjusted to the age
of patients).
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FigS1: Representative staining of the classical (CD14"'CD16") (1), intermediate
(CD14°CD16") (2) and non-classical monocytes (CD14'CD16™") (3) in (A) peripheral blood
and (B) Synovial fluid of patients with JIA or SA.
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FigS2: Representative staining of CD1¢ ¢DC (1), CD14 InfDC (2), CD141"c¢DC and
CD123"pDC in the peripheral blood (A) or synovial fluid (B) from JIA and SA patients.
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2. Analyse du profil microARN dans I’All et I’AS juvénile

Les deux formes d’arthrite juvéniles que I'on retrouve le plus en Europe chez les enfants de
moins de 16 ans sont I'arthrite juvénile idiopathique (All) et I'arthrite septique (AS). Ces deux
entités de rhumatismes juvéniles ont des étiologies bien distinctes et nécessitent des
traitements différents. Il peut tout de méme arriver qu’elles présentent des signes cliniques
et des symptomes similaires. Ceci complique alors le diagnostic, particulierement lorsque
I'agent pathogene responsable de I’AS est indétectable. En raison de leur spécificité et de
leur stabilité dans les fluides biologiques, les microARNs (miARNs) pourraient étre utilisés
comme biomarqueurs pour discriminer I’AJl et I'’AS et ainsi permettre d’avoir un diagnostic
rapide aprés qu’un patient soit arrivé a I’"hopital. Par ailleurs, I'identification d’'un miRNome
spécifiqgue des articulations AJl permet d’éclairer notre compréhension des mécanismes

responsables de la pathogénese de I'All.

Avec une approche de séquencage a haut débit, j'ai quantifié I'expression de 2083 miARNs
dans le sang périphérique et le liquide synovial (LS) d’une premiére cohorte d’enfants
atteints d’AS et d’AJl. J'ai ensuite validé les résultats avec une RT-gPCR sur une plus grande
cohorte. Des analyses de courbes ROC ont été réalisées afin de déterminer les combinaisons
de miARNs permettant une discrimination optimale entre AS et AJl. Pour finir, le logiciel de
prédiction miRWalk a permis d’identifier des voies de signalisation ciblées par les miARNs

identifiés.

Le traitement des données par analyse en composante principale et clustering hiérarchique
a montré que le miRNome du sérum ne permet pas de discriminer les deux pathologies. En
revanche, le miRNome du LS a permis d’identifier une signature de 19 miARNs différemment
exprimés entre ces deux pathologies, avec 14 miARNs (miR-7150, miR-150-5p, miR-146a-5p,
miR-6794-5p, miR-4800-5p, miR-4646-5p, miR-6782-5p, miR-4419a, miR4419b, miR-4667-
5p, miR-155-5p, miR339-3p, miR-342-5p and miR-6716-5p) plus exprimés dans I'AJl que I'AS
et 5 miARNs (miR-6734-3p, miR-6841-3p, miR-6764-5p, miR-8063 and miR-2909) plus
exprimés dans I’AS que dans I'AJl. Les analyses des courbes ROC ont montré que la
combinaison de miR-6764-5p, miR-155 et miR-146a-5p permet de différencier AJl et AS avec

une aire sous la courbe de 1 (Intervalle de confiance : 95% ; 0,978 a 1).
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Cette étude apporte pour la premiéere fois une caractérisation des miARNs au niveau du LS
d’enfants atteints d’arthrite. La comparaison entre I'expression des miARNs de patients
atteints d’All et ceux ayant une AS a permis d’identifier 3 miARNs pouvant étre utilisés en

clinique afin d’améliorer le diagnostic de ces deux maladies.
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ABSTRACT

Objective: Septic arthritis (SA) and juvenile idiopathic arthritis (JIA) are the most frequent causes of
arthritis among children under the age of 16 years. Although these diseases have different etiology,
they share clinical similarities upon initial presentation. There are currently no reliable markers to
distinguish them at disease onset. The present study aimed at identifying a miRNA-based signature

with high diagnostic performance.

Methods: We studied 26 children with JIA (n=13) and SA (n=13). Using the next-generation high-
throughput sequencing technique, we measured the absolute concentrations of 2083 miRNAs in
synovial fluid and serum samples of an exploratory cohort. These results were then validated in a
replication study and using RT-gPCR technique. A ROC analysis was performed to determine the

optimal combination of miRNAs for diagnosis.

Results: While serum miRNAs did not discriminate between SA and JIA, synovial fluid miRNAs did. We
identified a 19 miRNA-based signature with 14 (miR-7150, miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-6794-5p,
miR-4800-5p, miR-4646-5p, miR-6782-5p, miR-4419a, miR4419b, miR-4667-5p, miR-155-5p, miR339-
3p, miR-342-5p and miR-6716-5p) and 5 (miR-6734-3p, miR-6841-3p, MiR-6764-5p, miR-8063 and
miR-2909) miRNAs significantly up- and down-regulated in JIA compared with SA, respectively. The
combination of miR-6764-5p, miR-155 and miR-146a-5p in synovial fluid yielded an area under the

curve of 1 (95% Cl1 0.978 to 1), discriminating JIA from SA children (p=0.0017).

Conclusions: We propose for the first time a combined quantification of 3 miRNAs in the synovial

fluid for diagnosing JIA and SA at the onset of the disease, which may then allow proper care.

Keywords: miRNA, juvenile arthritis, biomarker, synovial fluid
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INTRODUCTION

The diagnostic of acute arthritis among children is challenging because of the risk of joint damage
and the absence of reliable diagnostic markers that could discriminate between different forms of
juvenile arthritis at onset, leaving joint aspiration a requirement in case of initial arthritis lasting less
than 6 weeks. Septic arthritis (SA) is the most frequent cause of acute arthritis among children under
the age of 16 years, and most commonly results from hematogenous spread of bacteria following a
bacteriamia. The main bacteria responsible for acute arthritis is Staphylococcus aureus [1], but
Kingella Kingae predominates below the age of 4 years [2]. During SA, host inflammatory cells and
bacteria release proteolytic enzymes that induce cartilage destruction. Isolation of the causative
agent is the gold standard for SA diagnosis but remains in 60% of cases either inconclusive or

impossible to perform [3].

The second most common etiology encountered in children hospitalized for arthritis is juvenile
idiopathic arthritis (JIA). JIA is a multifactorial inflammatory and rare disease of unknown etiology
that persists for more than 6 weeks [4,5]. Treatment options for JIA include non-steroidal anti-
inflammatory drugs, intra-articular injections of glucocorticoids, disease modifying anti-rheumatic

drugs (DMARDS) and biological therapeutics like tumor necrosis factor inhibitors [6,7].

Although SA and JIA have different etiologies and involve different treatments and prognoses, they
might share clinical similarities at disease onset. In case of non-conclusive identification of the
causative agent in SA, the diagnosis can be challenging at initial presentation. Indeed, conventional
infectious biomarkers are controversial when used for SA diagnosis. Serum level of PCT
(procalcitonin) level is not sensitive for young patients with SA and CRP (c-reactive protein) might not
be reliable for Kingella Kingae infection, the most frequent etiological agents before 4 years [8,9].
Finally, morphology analysis and count of the polynuclear neutrophils, such as the observation of
cytoplasmic vacuolation and toxic granulation formation, have been proposed as an early marker of

infection. Nevertheless, the sensitivity of theses analyses is still debatable and availability of expert
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cytologist in clinical routine is often lacking [10]. Therefore, current unmet medical need in pediatric

arthritis is the identification of specific diagnostic biomarkers.

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNA and involved in the regulation of multiple biological
pathways by post-transcriptionally repressing the expression of protein-encoding genes. They have
key functions in the regulation of almost every cellular processes investigated so far. Altered
expression of miRNAs has been described in diseases, including cancer and immune disorders such as
rheumatoid arthritis (RA) [11-15]. Because of their specificity and stability, as well as their detectable

presence in body fluids, miRNAs are proposed as diagnostic biomarkers for diseases.

In juvenile arthritis, the implication of miRNAs remains however poorly explored. Recently, few
studies have identified miRNAs with abnormal expression either in the plasma or serum, or in
circulating monocytes isolated from JIA patients [16—21]. None of the studies have explored miRNAs
expression directly into the inflamed joints, nor compared with SA to identify early diagnosis
markers. The present study aims at identifying a miRNA-based signature for the differential diagnosis

of the two forms of juvenile arthritis most encountered in clinical practice.
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Methods

Human subjects and sample preparation.

Synovial fluid and serum samples were obtained from patients with JIA (n=13) and SA (n=13). The

children characteristics are summarized in Table 1 and online supplementary materials. We studied

one exploratory cohort (JIA: n=9; SA: n=7) and a validation cohort (JIA: n=9; SA: n=9) (online

supplementary materials Figure S1). In the exploratory cohort, we included 2 different synovial fluid

samples processing (centrifugation or not 15 minutes at 300g) to evaluate the robustness of the

identified miRNA biomarkers (online supplementary Figure S1)

miRNA profiling

Using a miRNA Whole Transcriptome Assay (WTA) associated with a next-generation sequencing
technology, the miRNome was performed by the biotechnology company FIRALIS SAS (Huningue,
France). Data reconstruction, analysis and normalization were performed using directly FASTQ files
from the lllumina NextSeq platform and processed by the HTG Parser software (see online

supplementary materials).

miRNA extraction and quantification

Total RNAs, including small RNAs, were extracted from 100 pl of SF using a miRNeasy Serum/Plasma
kit with a Qiacube (QIAGEN) according to the manufacturer’s instruction. For each sample eluent 2
pl were used to perform miRNA quantification by RT-qPCR using the Tagman microRNA assay
approach (Applied LifeTechnologies). A detailed description of RT-qPCR, preamplification and

normalization is available in online supplementary materials and Figure S3.
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Statistical analysis

The differentially expressed miRNA probe-sets were filtered with query parameters using a signal
threshold, the detection p-value, and the present call rate to detect the present miRNAs (Perseus
software). The GraphPad prism software was used to perform ROC curve and statistical analysis (see

online supplementary materials).
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Results

Synovial fluid miRNAs discriminate better JIA and SA patients than serum miRNAs.

To identify miRNAs that are differentially expressed in JIA and SA patients, we analyzed the miRNome
in SE and SF obtained at disease onset from the exploratory cohort (JIA: n=5; SA: n=3). Clinical and
biological characteristics of the patients are summarized in table 1 and online supplementary figure
S1. Of the 2083 miRNAs analyzed, more than 50% were detectable in SF and SE samples with a count
per million (CPM) greater or equal to 20. To address differences of SE and SF miRNA levels between
SA and JIA patients, data were analyzed using principal component analysis (PCA) and hierarchical
clustering methods (Figure 1). PCA of all detectable miRNAs showed a clear separation between
septic and inflammatory juvenile arthritis in SF (figure 1A), suggestive of specific disease-related
changes in miRNA expression within inflamed joints. SA and JIA overall patterns were however less
clearly separated in the PCA of SE. To identify miRNAs differently expressed between SA and JIA with
statistical significance, we carried out 2 different volcano plots for SF and SE (online supplementary
figure S2A and B). The threshold we used to screen up- or down-regulated miRNAs was fold change
>2.0 and p-value <0.05. Hierarchical clustering (figure 1B and C) showed that the miRNA signature in
both body fluids distinguished the 2 groups of patients, nevertheless with a much more
discriminating profile in the SF than in the SE. In SF, 419 miRNAs are differentially expressed between
SA and JIA, against 198 miRNAs in SE. When the p-value threshold was lowered (p<0.01), 141 miRNAs

were identified in SF samples (online supplementary table S1) and none in SE samples.

A 21 miRNA-based signature in synovial fluid distinguishes JIA from SA.

To reduce the list of 141 miRNAs differently expressed in the SF of patients with JIA and SA to
potential biomarkers useful in clinic, new filter criteria were used. We established a list of miRNAs

that were only detected in one of the 2 groups of disease with a threshold of at least 100 CPMs, and
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showing a fold change >4 or <-2 between JIA vs SA. We identified 21 miRNAs differentially expressed
in the SF of patients with JIA compared with SA, 16 miRNAs were upregulated and 5 miRNAs were
down-expressed (table 3). Hierarchical clustering was performed and showed a perfect
discrimination of the two disease groups (figure 2A). Among the miRNAs down-expressed in JIA
compared to SA samples, the most significantly reduced were miR-6841-3p, miR-2909 and miR-8063
with CPM numbers less than or equal to 50 in JIA samples, which is the detection limit for miRNAs
when using RT-gPCR methods (figure 2B). The most over-expressed miRNAs in the JIA samples
compared to SA were miR-150-5p, miR-7150 and miR-4417 with difference CPMs greater than 1000

(figure 2C).

An independent cohort validates the diagnostic potential of 19 miRNAs.

In order to validate the clinical robustness of the candidate signature of 21 miRNAs differentially
expressed between both pathologies, we performed HTG EdgeSeq analysis on an independent set of
SF samples that were not centrifuged before storage (2™ exploratory cohort, see online
supplementary figure S1). Hierarchical clustering showed a perfect discrimination between JIA and
SA samples (figure 2D) for the novel cohort, suggesting that differences in SF treatment before
miRNA analysis did not affect the potential of our candidate miRNA signature to discriminate
between JIA and SA (table 3). Among the 21 miRNAs, two miRNAs (miR-3687 and miR-4417) however
displayed different expression profile between both cohorts. Fold changes found in the SF from
cohort 1 and 2 were 4.42 and -1.13 for miR-3687, and 5.34 and 0.42 for miR-4417, respectively.

Overall, this replication study validated 19 out of the 21 miRNAs.
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A synovial fluid combination of 3 miRNAs distinguishes JIA from SA at initial presentation.

To further validate our results with another detection technique, easily operable in the clinic, we
measured the expression level of the 19 miRNAs identified in SF using RT-qPCR analysis of a
validation cohort (n=9/group). Four SF miRNAs were significantly upregulated (miR-146a-5p, miR-
150-5p, miR-155 and miR-342-5p with a p-value<0.01) and 1 significantly downregulated (miR-6764-
5p, p-value<0.01) in JIA compared to SA (figure 3A). Then, we used miRNA expression levels in SF as
biological indicators for JIA and SA and performed ROC analysis to determine the AUC values. Our
analysis showed AUC were > 0.9 for miR-155, miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-6764-5p and miR-342-
5p, suggesting high diagnostic performances. To optimize the classification performance of miRNA
expression levels in SF, we determined a new threshold using the mROC software. The combination
of miR-6764-5p, miR-155 and miR-146a-5p in SF helped to discriminate JIA from SA patients with an
AUC=1 (95% Cl 0.978 to 1) (figure 3B). Overall, combining the detection of 3 miRNAs in the SF was

an efficient biological indicator for JIA and SA diagnosis.

Comparative pathway analysis reveals key pathophysiological mechanisms

To examine which pathways were affected in JIA and SA biological fluids, we applied a miRWalk
pathway analysis to the 19 miRNAs-based signature identified. Nineteen WIKI biological processes
were significantly enriched (p-value <0.05, FDR corrected) with at least two miRNAs involved in each
pathway. The insulin signaling pathway involving 18 miRNAs of the signature (range p-value 3,4e-02
to 1,3e-07), as well as B cell receptor and EGF/EFGR signaling pathways including 16 miRNAs of the
signature (range p-value 4.8e-02 to 6.5e-06 and range p-value 4.5e-02 to 2.4e-06, respectively) were
the 3 prominent pathways, with more than 80% of miRNAs putatively implicated (table 3). This

analysis suggests that these 3 biological pathways are highly involved in disease events.
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Discussion

Even thought the differential diagnostic between children SA and JIA is critical for proper care and
prevention of joint integrity loss, there are no reliable biomarkers to distinguish between these two
forms of arthritis at the onset of symptoms. Previously, Aupiais et al retrospectively compared
clinical and biological features of SA and JIA but did not find any specific blood markers
differentiating both conditions [22]. They concluded that, even if according to standard guidelines,
children with joint effusion associated with fever, high levels of CRP and WBC counts are suspected
of having SA and are submitted for joint aspiration and antibiotic treatments, it does not ensure that
arthritis is associated with bacteria and is thus insufficient to discriminate JIA and SA. Although the
CRP has been described as a predicator of SA [23], our cohorts showed inconsistent significances that
might be related to the infectious agent (Kingella Kingae) as previously suggested [8]. We also
observed a significant difference between WBC counts in JIA and SA, but 4 out of 9 children with SA
display comparable WBC counts as JIA (table 2). To our knowledge, our study is the first prospective
study that compares synovial fluid (SF) in both diseases and successfully identified a combination of 3
miRNAs (miR-6764-5p, miR-155 and miR-146a-5p) for high specific and sensitive diagnostic (AUC=1

and p=0.0017).

MiRNAs have emerged as an important class of new biomarkers for detecting and monitoring various
pathophysiological conditions that are present in all types of body fluids. We found that miRNAs
detection in the circulation did not discriminate well both diseases. Indeed, about 80% have
comparable expression levels in SA and JIA, and only 10% of the detected miRNAs can significantly
discriminate both diseases. In contrast, in the SF, over 20% of miRNAs significantly discriminate JIA

and SA, and almost half of them display differences of at least 2-fold.

Signature of circulating miRNAs has been reported in the SF of adult patients with rheumatoid
arthritis (RA) and evidenced that SF miRNAs have distinct patterns from plasma and joint miRNAs

[24]. Interestingly, Murata et al. showed that plasma miRNAs differentiate healthy donors from
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different types of adult rheumatisms, while SF miRNAs differentiate between types of rheumatisms.
Our study showed that, depending on the biological fluid used, miRNA expression profiles are
different, highlighting different miRNA-mediated biological functions and cellular contexts. Critical
issues are non-uniform sample choice, handling, and processing, as well as cell contamination in
sample preparation. Blood cells indeed contribute to the presence of miRNAs in the circulation,
markedly altering specific miRNA levels such as miR-451, miR-16, miR-92a and miR-486 [25]. Authors
also showed that perturbations in blood cell counts and hemolysis can alter plasma miRNA levels by
up to 50-fold. Here, we identified a 19-miRNA signature in the SF that discriminates between JIA and
SA independently of the sample centrifugation, therefore not significantly influenced by

contamination of circulating cells, and validated in two independent cohorts.

However, only 10 miRNAs were detectable in SF when using RT-gPCR. This difference can be
explained by various factors. First, HTG EdgeSeq is based on an extraction free chemistry and RNA
extraction for qPCR experiment is known to induces biases and especially miRNAs with low GC
content can be lost during extraction step [26,27]. In addition, depending of the extraction protocol, it
has been shown that miRNA profile is different [28]. Second, due to high sensitivity of the HTG
EdgeSeq, detection level is enhanced compared to the other technologies including qPCR as reported
in miRQC report [28,29]. Thus, it is not surprising that some selected miRNAs are not detectable by
gqPCR. Moreover, since samples used for the discovery and validations are independent, both technical
and biological variation can explained the non-confirmation of miRNAs, but also show the robustness

of the validated miRNAs biomarker candidates.

Among the 19 miRNAs that distinguish both pathologies, more than 70% are new miRNAs listed in
miRBase v20 database, and more than 50% have been previously described involved in the
inflammatory response. Six miRNAs are implicated in auto-immune disorders such as miR-342-5p in
systemic lupus erythematosus (SLE) or Type 1 diabetes (T1D) [30,31], or miR-150-5p [32], miR-146a-
5p [33], miR-155-5p [34], miR-6716-5p [35] and miR-2909 [36,37] in RA. We found miR-146a and

miR-155 significantly overexpressed in the SF of JIA compared to SA. MiR-146a is one of the most
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studied miRNA in RA and negatively regulates inflammation [38]. Its expression is increased in
different cell types or tissues including SF and synovial tissue of RA patients [34]. MiR-155, which is
probably the second most described miRNA in RA, was also found overexpressed in SF in RA patients
[34]. It is mainly expressed by hematopoietic cells and positively regulates inflammation [39].
Recently, studies have identified several miRNAs abnormally expressed in the plasma or SE of
patients with JIA, as compared with healthy donors, including miR-146a and miR-155 [19,20]. Here,
we showed for the first time that these two miRNAs are, and are found in the combination of the 3
miRNAs identified as an efficient biological indicator for JIA and SA diagnosis. Our data suggest a
common inflammatory component between juvenile and adult arthritis. To our knowledge, no
functional analysis has been done on miR-6764-5p. Further studies are therefore required in order

to understand the implication if this miRNA in inflammatory processes.

Interestingly, 7 out of the 19 miRNAs identified were described in viral or bacterial infection
responses. Among them, miR-342-5p suppresses the coxsackievirus B3 biosynthesis, which is one of
the major pathogens associated with human heart disease [40], miR-150 is deregulated in PBMC of
sepsis-patients compared to healthy controls, with lower SE levels of miR-150 correlated with
elevated Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) scores and severity of sepsis [41], and miR-
4667-5p is upregulated in response to Burkholderia pseudomallei infection in human lung epithelial

cells [42].

The analysis of pathways regulated by the 19 miRNAs revealed key biological processes such as
insulin, B cell receptor, EGF/EGFR signaling and pathway involved in cardiomyocytes. Systemic
abnormalities in growth hormone (GH)/ insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and B cell receptor
signaling pathway are known to be involved in JIA [43][44]. Among the JIA subtype-specific blood
gene expression profiles identified by Barnes et al, IL-2, B cell receptor and JAK/STAT signaling
pathways were over-represented in persistent oligoarthritis [45]. Surprisingly, two pathways

involving heart cells such as calcium regulation in cardiac cells and cardiomyocyte hypertrophy are
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found in our analysis, which is in accordance with previous publications showing cardiac involvement
in JIA [46]. Although not described yet in JIA, prevalence of insulin resistance is higher in RA patients
than in healthy individuals [47]. Overall, data from the literature suggest that the 19 miRNAs
discriminating JIA and SA patients are associated with the autoimmune versus infectious

mechanisms, which is relevant to the respective etiology of both diseases.

In conclusion, the present study allows us to propose for the first time a 19-miRNA signature in the
synovial fluid of pediatric arthritis for the diagnosis of JIA and SA at the onset of the disease, and in
particular a highly sensitive and specific 3-miRNAs signature (miR-146a-5p, miR-155 and miR-6764-
5p) that displays good diagnostic potential. Since joint puncture is an integral part of the
management of SA, it is very easy and rapid to measure the expression of these 3 miRNAs upon
initial presentation and thus to rapidly initiate the optimal treatment and care management.
Although encouraging, future prospective studies with a larger recruitment need to be conducted.
Overall, our present report suggests that a comparative and prospective study between
inflammatory and infectious arthritis could be effective for the screening of inflammatory biomarkers

and the identification of specific pathophysiological pathways.
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Key messages:

What is already known about this subject?

* Diagnostic of acute arthritis among children is challenging because of the risk of joint damage
and absence of reliable biological markers that could discriminate between different forms of
juvenile arthritis at presentation.

* miRNAs have been proposed to serve as diagnostic biomarkers.

What does this study add?

* Synovial fluid miRNAs discriminate better children with JIA and SA than serum miRNAs.
* A combination of 3 miRNAs in synovial fluid is able to distinguish between JIA and SA patients
at presentation

How might this impact on clinical practice or future developments?

* For the first time, news biomarkers for diagnosing inflammatory and septic arthritis provide

valuable option for optimal therapy management by clinicians.
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Fig. 1: Principal component analysis (PCA) and cluster analysis of miRNA expression in articular synovial fluid

(SF) and serum (SE) of children with inflammatory and septic arthritis.

A) Global views of miRNAs expression using the Principal Component Analysis (PCA) between SF (red and blue),
and SE (violet and green) samples from septic (SA) or Juvenile idiopathic arthritis (JIA). B) Hierarchical clustering
analysis of miRNAs expression profile in SE for JIA (n=5; green) and SA (n=3; violet) patients. C) Hierarchical
clustering analysis of miRNAs expression profile in SF of JIA (n=5; red) and SA (n=3; blue) patients. Columns
represent type sample and rows miRNAs. Color map is used to distinguish the difference of expression, Green

indicates low expression levels; red indicates high expression levels. JIA: Juvenile idiopathic arthritis; SA: septic

arthritis
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Fig. 2: Identification of a miRNA-based signature in the synovial fluid of juvenile arthritis that discriminates

between inflammatory and septic arthritis

A) Hierarchical clustering of the 21 miRNAs deregulated in synovial fluid, selected with a p-value threshold
<0.01, fold change >4 or <-2 between juvenile idiopathic arthritis (JIA) and septic arthritis (SA), and expression
levels >100 CPMs. Color map is used to distinguish the difference of expression, Green indicates low expression
levels; red indicates high expression levels. B) Expression levels of the 3 most down-regulated miRNAs in the
synovial fluid of JIA versus SA. C) Expression levels of the 3 most up-regulated miRNAs in the synovial fluid of
JIA versus SA. D) Hierarchical clustering of the 21 synovial fluid miRNAs detected in a second exploratory cohort

of non-centrifuged samples. JIA: Juvenile idiopathic arthritis; SA: septic arthritis
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Fig. 3: A synovial fluid combination of 3 miRNAs distinguishes JIA from SA at initial presentation.

A) Scatterplots show relative expression levels of miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-155, miR-342-5p and miR-
6764-5p in synovial fluid of JIA (n=9) and SA (n=9) samples patients. Differences between groups were
compared using non-parametric Mann-Whitney test ** p<0.01. B) The Receive operating characteristic (ROC)
curve and the area under the ROC curve (AUC) AUC values were estimated using mROC software. ROC curves
for miRNA with statistically significant results and their references line are provided. The best linear
combination (virtual marker) of miRNA expression is maximized to discriminate JIA and SA (red line), with AUC

1 and p=0.0017. JIA: Juvenile idiopathic arthritis; SA: septic arthritis
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Exploration cohort Validated cohort
Centrifuged Non-centrifuged Centrifuged
JIA(n=5) SA(n=3) pValue JIA(n=4) SA(n=4) pValue JIA(n=9) SA(n=9) p Value
Age at sampling (years) 103 +3.7 1.2 £0.1 0.036 75+39 1706 0.057 89+37 1202 0.0002
Number of affected joints % (n)

Monoarthritis 40 (2) 100 (3) / 50 (2) 100 (4) / 55.5 (5) 100 (9) /
Oligoarthritis 60 (3) 0(0) / 50 (2) 0(0) / 45.5 (4) 0(0) /
% of affected joints (n)

Knee 100 (5) 100 (3) / 4 1 / 100 (9) 100 (9) /

Hip 0(0) / 0 2 / 0(0) 0(0) /

Ankle 40 (2) / 0 0 / 22.2 (2) 0(0) /

Shoulder 20 (1) / 0 1 / 0(0) 0(0) /

% of bacterial contamination (n)

Kingella Kingae NA 100 (3) / NA 100 (4) / NA 100 (9) /

Staphylococcus aureus NA 0(0) / NA 0(0) / NA 11.1(1) /
C- Reactive Protein (CRP)20.3 £33.5 23.9 4.4 ns 53 48.0+24.6 NA 13.6+£23.0 286+£156 0.042
blood WBC (x10°/L) 68 £1.1 12718 0.018 44 10.1+£4.3 NA 71+29 12336 0.002

Neutrophil (x10°/L) 38+10 75%16 ns NA 55+3.6 NA 40+21 44+30 ns

Haemoglobin (g/dL) 119 £1.0 114 £0.9 ns NA 11121 NA 11.9+40 114140 ns

Platelets (x10°%L) 310 +65 368 +29 ns NA 501 + 176 NA 320+ 119 385+ 144 ns

Table 1: Clinical and biological characteristics of children with juvenile idiopathic arthritis and septic arthritis

JIA: Juvenile idiopathic arthritis; SA: septic arthritis; NA: not applicable; CRP: C reactive protein; WBC: whole

blood cell; NA: not applicable; NS: sot significant
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Synovial fluid

Centifuged Non-Centrifuged
miRNA name log, (FC) p-values log, (FC) p-values
miR-146a-5p 5,08 0.010 6.90 8.8E-06

miR-150-5p 5,95 0.002 6.08 0.0008
miR-155-5p 4,00 0.022 5.22 0.0007
miR-2909 -2,19 0.01 -2.12 0.002
miR-339-3p 4,32 0.006 7.54 0.00008
miR-342-5p 4,57 0.004 2.25 0.001
miR-3687 4,42 0.0007 -1.13 0.012
miR-4417 5,34 0.0005 0.42 0.395
miR-4419a 4,21 0.002 4.20 0.020
miR-4419b 4,19 0.005 1.68 0.105
miR-4646-5p 4,21 0.004 1.75 0.004
miR-4667-5p 4,01 0.005 3.29 0.00003
miR-4800-5p 4,83 0.005 2.83 0.003
miR-6716-5p 4,89 0.002 4.86 0.009
miR-6734-3p -2,09 0.005 -1.58 0.003
miR-6764-5p -2,12 0.006 -1.75 0.022
miR-6782-5p 4,76 0.0003 4.18 0.005
miR-6794-5p 4,16 0.004 3.37 0.010
miR-6841-3p -2,24 0.007 -1.38 0.022
miR-7150 5,79 0.0007 4.90 0.004
miR-8063 -2,14 0.009 -2.37 0.002

Table 2: Selected miRNAs differentially regulated in JIA synovial fluid samples.

Expression of miRNAs is plotted as fold change (FC) from JIA (n=5) versus Septic (n=3) patients in synovial fluid

(SF). SF samples were centrifuged (or not) before miRNA quantification. JIA: Juvenile idiopathic arthritis; SA:

septic arthritis
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PathName

Insulin Signaling

B Cell Receptor Signaling
Pathway

EGF EGFR Signaling Pathway

Calcium Regulation in the
Cardiac Cell

DNA damage response only
ATM dependent

MicroRNAs in
cardiomyocyte hypertrophy

Adipogenesis

G Protein Signaling
Pathways

Regulation of Actin
Cytoskeleton

MAPK signaling pathway

Myometrial Relaxation and

Contraction Pathways

TGF beta Signaling

Pathwayl

AMPK signaling

Leptin signaling pathway

Apoptosis

miRNA number

18

16

16

15

15

15

13

13

12

12

12

12

11

11

miRNAs

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p,
miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-
5p, miR-6716-5p, miR-6734-3p, miR-6764-5p, miR-6782-5p,
miR-6794-5p, miR-7150, miR-6841-5p, miR-8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p,
miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-
5p, miR-4800-5p, miR-6734-3p, miR-6782-5p, miR-6794-5p,
miR-7150, miR-8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p,
miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b, miR-4667-5p, miR-4800-
5p, MiR-6716-5p, miR-6734-3p, miR-6782-5p, miR-6794-5p,
miR-7150, miR-8063

miR-150-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b
miR-4646-5p, miR-4667-5p, miR-4800-5p, miR-6716-5p, miR-
6734-3p,miR-6764-5p

miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150, miR-8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p,
miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-
5p, miR-6716-5p, miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150, miR-
8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-342-5p,
miR-4419a, miR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-5p, miR-4800-
5p, miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150, miR-6841-5p, miR-
8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-2909, miR-339-3p, miR-342-5p,
miR-4419a, miR-4419b, miR-4800-5p, miR-6734-3p, miR-6764-
5p, miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150, miR-8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-2909, miR-339-3p, miR-342-5p,
miR-4419a, miR-4419b, miR-4667-5p, miR-4800-5p, miR-6734-
3p, miR-6764-5p, miR-6782-5p, miR-7150, miR-8063

miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-
4419amiR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-5p, miR-6782-5p,
miR-6794-5p, miR-7150

miR-6841-5p, miR-8063

miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-339-3p, miR-342-5p, miR-
4419amiR-4646-5p, miR-4667-5p, miR-6734-3p, miR-6794-5p,
miR-7150, miR-6841-5p, miR-8063

miR-150-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-4419a, miR-4667-5p,
miR-4800-5p, miR-6716-5p, miR-6734-3p, miR-6764-5p, miR-
6782-5p, miR-7150

miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-4419a,
miR-4419b, miR-4646-5p, miR-4667-5p, miR-6734-3p, miR-
7150, miR-6841-5p, miR-8063

miR-2909, miR-342-5p, miR-4419a, miR-4419b, miR-4646-5p,
miR-6716-5p, miR-6734-3p, miR-6764-5p, miR-6782-5p, miR-
6794-5p, miR-8063

miR-146a-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-4419b, miR-4646-5p,
miR-4667-5p, miR-6734-3p, miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-
7150, miR-8063

miR-146a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p,
miR-342-5p, miR-4419b, miR-6794-5p, miR-8063

P value, FDR
corrected (range)

3.4e-02 to 1.3e-07

4.8e-02 to 6.5e-06

4.5e-02 to 2.4e-06

4.5e-02 to 7.97e-08

4.9e-02 to 8.15e-05

3.2e-02 to 7.91e-07

4.6e-02 to 5.575e-05

4.7e-02 to 1le-04

4.1e-02 to 8.3e-06

4.8e-02 to 5.0e-05

4.7e-02 to 6e-04

4.8e-02 to 7.6e-09

4e-02 to 8e-04

4.8e-02 to 2e-04

2.7e-02 to 4e-04
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RANKL RANK Signaling 9 miR-150-5p, miR-155-5p, miR-2909, miR-339-3p, miR-342-5p,
Pathway miR-3687, miR-4667-5p, miR-6794-5p, miR-6841-5p

ErbB signaling pathway 8 miR-150-5p, miR-2909, miR-342-5p, miR-4667-5p, miR-6734-3p,
miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150

Nuclear Receptors 8 miR-150-5p, miR-155-5p, miR-342-5p, miR-4419a, miR-4667-5p,
miR-6734-3p, miR-6782-5p, miR-6794-5p, miR-7150

Prolactin Signaling Pathway 8 miR-2909, miR-342-5p, miR-4419a, miR-4646-5p, miR-4667-5p,
miR-6716-5p, miR-6734-3p

Table 3: Biologic pathways enriched by differentially expressed miRNAs in JIA and SA patients

4.8e-02 to 5e-04

4.8e-02 to 4e-04

4.8e-02 to 3.5e-05

4.6e-02 to 1e-04

Abbreviations: FDR, false discovery rate; EGF, Epidermal Growth Factor, EGFR, Epidermal Growth Factor
Receptor; ATM, Ataxia Telangiectasia Mutated; MAPK, mitogen-activated protein kinase; TGF, transforming
growth factor; AMPK, 5' AMP-activated protein kinase ; RANKL, Receptor activator of nuclear factor kappa-B

ligand; ErbB, Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase.
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ARD - Supplemental Experimental Procedures

Synovial fluid miRNA signature diagnoses
and discriminates juvenile idiopathic

arthritis and septic arthritis

Nadege NZIZAY*, Eric JEZIORSKI***, Marion DELPONT®, Mailys CREN', Hugues CHEVASSUS’%,
Aurélia CARBASSE®, Perrine MAHE®, Hamouda ABASSI® , Pauline JOLY MONTRIGAL®, Eric
SCHORDANS®, Alain MANGE®, Christian JORGENSEN™", Florence APPARAILLY"'**, |sabelle DUROUX-

RICHARD'*™

Study population, collection and preparation of synovial fluid and serum samples for miRNA

studies.

The patient benefit from a standard exploration ie : blood cell count, CRP dosage, synovial liquid
direct examination and bacteriological analysis were systematic for SA and made on demand for
JIA. Direct examination consists cell identification and count without cytological analysis. Children
presenting an acute arthritis requiring a puncture were included if there were between 6 months
and 15 years old and complete the diagnosis criteria for JIA and SA. JIA patients have to complete
the International League of Associations for Rheumatology (ILAR) criteria. Patients with systemic
JIA, or having steroids, biological therapy or DMARDS in the month preceding the puncture were
excluded. SA patients were included when a bacteriological identification was validated in the
synovial fluid using culture according to national guidelines, or using specific PCR for Kingella

Kingae.

138



SE samples were collected using BD Vacutainer tubes (BD Diagnostics, France) according to
standard procedure. Using centrifugation at 1500g during 10 min, whole blood was separated into
SE and cellular fractions within 2h following collection. Sera were stored at -80°C. SF were
collected using clinical recommendation and performed by experienced orthopaedic surgeons with
local anesthesia and aseptic condition, and were collected using BD Vacutainer tubes (BD

Diagnostics, France) heparin-treated, centrifuged or not (300g, 10min), aliquoted and frozen at -80°C.

Centrifuged SF - -
and SE 9 HTG EdgeSeq analysis (2018 MiRNA)
Exploration cohort \\mnﬁrw

Non-centrifuged HTG EdgeSeq analysis (2018 MiRNA)

SF

o i o Centrifuged SF
Validation cohort l— enarr":iz RT PCR of selected MiRNA e

Figure S1. Cohort of synovial fluid and serum samples for miRNA studies. Figure S2. Volcano plot of miRNAs
differentially expressed in juvenile rheumatoid arthritis in comparison with septic arthritis identified by WTA.

HTG EdgeSeq miRNA whole transcriptome

To identify miRNA in plasma of patient samples, miRNA profiling of 2084 miRNA was performed using
HTG EdgeSeq miRNA whole transcriptome targeted sequencing assay (HTG WTA, HTG Molecular,
Tuscon, United States). This technology is based on nuclease protection targeted RNA sequencing
assay that uses an extraction free lysis process followed by a nuclease protection assay (NPA) to

prepare a stoichiometric library of nuclease protection probes (NPP) for measurement.
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HTG EdgeSeq run : HTG whole transcriptome miRNA (WTA) kit was used (HTG WTA, HTG Molecular,
Tuscon, United States). Samples were prepared accordingly to the following protocol: 15 pl of plasma
lysis buffer and 15 pl of synovial fluid sample and 3 pl of Proteinase K are mixed and incubated at
50°C for 3h with orbital shaking. 25 ul of the mix is transferred to the HTG sample plate and loaded
into the HTG processor to perform the nuclease protection assay and prepare the stoichiometric

NPP.

Molecular Barcoding and Adapter Addition : For synovial fluid samples, barcoding is performed
using Hemo KlenTaq (M0332S, NEB, Evry, France) enzyme. For each sample, we mix 2.4 pl of Hemo
KlenTaq, 0.6 ul of dNTPs (10 nM) (NEB, N0447S), 6 ul of OneTaq PCR GC Buffer 5X (B9023S, NEB,
Evry, France), 3 ul of Forward and Reverse Primers (HTG WTA, HTG Molecular, Tuscon, United
States), 3 ul of sample preparation and 12 pl of H20. PCR step was performed on ABI 2720
Thermocycler using the following cycling profile: 95°C for 4 min followed by 16 cycles of 95°C for 15

sec, 55°C for 45 sec and 68°C for 45 sec. Protocol is ended with 68°C for 10 min.

PCR clean up: In order to remove excess of primer from the library, Agentcour AMPure XP beads
(A63880, Beckmancoulter, Villepinte, France) were used. For each sample, 37.5 pl of AMPure XP
beads are used in combination with 15 pul of the PCR product. After mixing 10 times with pipette, the
solution is incubated for 5 min at room temperature and then placed on the magnetic stand. After 2
minutes to separate beads, the cleared solution is carefully removed without disturbing the beads.
Beads are washed 2 times with 200 pl of Ethanol 80%. Elution of PCR product link to the beads is
performed with 25 pl of H20. The purified solution of PCR product is place in a new tube while the

plate is on the magnetic stand to separate PCR products and beads.

Determination of library concentration: To determine concentration of library for each samples,
Kapa Biosystems qPCR Kit (KK4824, Cliniscience, Nanterre, France) is used. For each reaction, the mix
is composed of 12 ul of Mastermix, 0.4 ul of ROX dye, 3.6 ul of H20 and 4 ul of template (standards

or library diluted at 1/10000). The samples were run on a ABI PRISM 7900HT (High ROX) will the
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following cycles: 95°C for 5 min, 35 cycles of 95°C for 30 sec and 65°C for 45°C with data collection
followed by a dissociation curve. Standards are corresponding to an amplicon of 452 bp whereas the
amplicon of NPP with barcode correspond to 115 bp. The ratio is applied to determine the

concentration of each library.

Sample pooling and sequencing: Each sample is pooled in order to generate a pooled library at 4
nM. From this pooled library, 5 ul where mixed with 0.2N NaOH freshly prepared and incubated for 2
min. The solution was vortexed briefly and centrifuged at 280g for 1 minute and mixed with 990 ul of
pre-chiller HT1 buffer (lllumina NextSeq Reagent v2 kit, lllumina, Paris, France). 5% PhiX (PhiX control
v3, lllumina, Paris, France) at 20 pM was prepared and 570 ul of prepared denatured library at 20 pM
was mix with 30 pl of 20 pM PhiX and loaded into NextSeq High output v2 75 cycles kit and

sequenced.

Sequence Analysis: Sequencing data were first analysed and checked by the use of Q30 metric. NGS
run must fulfil lllumina recommendation. Data reconstruction and analysis was performed using

directly FASTQ files from the Illumina NextSeq platform and processed by the HTG Parser software.

Normalization: Before the normalization of the data, a negative control (ANT) QC is performed on
parsed raw data. For samples with high number of reads in negative control (over 150 CPM), samples
are flagged as QC failure and are removed from the analysis. The normalization is constructed on 9
steps: 1) Removal of the background of the sample (mean of the negative control) which is subtract it
to all miRNAs. 2) All negative values are set to 0. 3) Data transformation in CPM for all samples (CPM:
Count Per Million). 4) Logarithmic (base 10) transformation. 5) Mean of each miRNA. 6) Mean of the
miRNAs is subtracted to each miRNA. 7) Re-transformation of the data with exponential function. 8)
Computation of the median of each sample. 9) Data before logarithm transformation (data of the

step 3) is divided by the median of each sample (step 8).

141



miRNA extraction and quantification

Reverse transcription of the miRNAs and preamplification were performed with 2 pl of RNA sample
eluent using TagMan® MicroRNA Reverse Transcription kit and TagMan® PreAmp Master Mix,
respectively. Due to the small amounts of SF, it was necessary to adapt the tagman miRNA
guantification method by performing two times preamplification of the cDNAs. Specificity, linearity
and efficacy of miRNA quantification have been validated (online supplementary Figure S3).
Although it would have been preferable to use EDTA tubes, SF samples were collected in
heparinized tubes for constraints related to the study. Nevertheless, since we compared samples
from the same processing source in the present study, we are in accordance with the MIQE
guidelines for minimum information for the publication of RT-qPCR experiments [1]. The TagMan
reactions were performed using the Tagman miRNA assays (ThermoFisher Scientific) for the
following miRNAs (hsa-miR-4417, hsa-miR-7150, hsa-miR-3687, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-146a-5p,
hsa-miR-6794-5p, hsa-miR-4800-5p, hsa-miR-4646-5p, hsa-miR-6782-5p, hsa-miR-4419a/b, hsa-miR-
4667-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-6716-5p, hsa-miR-6734-3p,
hsa-miR-6841-3p, hsa-miR-6764-5p, hsa-miR-8063, hsa-miR-2909, miR-648 and miR-4519), and
qPCR was performed on a ViiA 7™ system using TagMan® Fast Advanced Master Mix (ThermoFisher
Scientific). For each sample of SE and SF, a normalization of the Ct values was performed. To do so,
the mean of the Ct values was calculated and a normalization factor was applied based on this

formula: normalization factor = 2-{Mean Ct=sample ¢t}

Statistical analysis

Data were analyzed using Perseus software [2]. The differentially expressed probe-sets were filtered
with query parameters using a signal threshold, the detection p-value, and the present call rate to
detect the present miRNAs. False Discovery Rate (FDR) was determined with a threshold of 0.01 and

log2 (fold change (FC) <-2 and > +2), or log2 (FC <-2 and > +4) to identify differences of miRNA
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expression. Heatmaps and hierarchical clustering were performed using z-scores transformed from

the original normalized values.

GraphPad prism software was used to perform ROC curve and the area under the ROC curve (AUC)
determination. The generalized ROC criterion [3] finds the best linear combination (virtual marker)

of miRNA expression such that the area under the ROC curve (AUC) is maximized [4].
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Additional files

Additional file 1:

Fig. S2: Volcano plot of differentially miRNAs expressed in juvenile rheumatoid arthritis in

comparison with septic arthritis identified by WTA.

Figure S3. Double preamplification validation.

Table S1. List of 141 miRNAs deregulated in synovial fluid.

Table S2. ROC curve analysis of miRNAs in synovial fluid and serum.
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Fig. S2: Volcano plot of differentially miRNAs expressed in juvenile rheumatoid arthritis in comparison with

septic arthritis identified by WTA.

miRNA with a FDR corrected p-value < 0.01 or 0.05 are depicted for synovial fluid (A) or serum (B) sample,

respectively. Data points represent individual miRNA plotted as -log (FDR) versus log,fold change. Red or green

points in the plot represent the differentially expressed miRNA with statistical significance with up- or down-

deregulated in inflammatory arthritis comparing with septic disease.
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Fig. S3: Double preamplification validation

Total RNAs, including small RNAs, were extracted from 100 pl of 4 independent biological fluids (E1, E2, E3 and
E4) using a miRNeasy Serum/Plasma kit with a Qiacube (QIAGEN) according to the manufacturer’s instruction.
For each sample eluent (from the sample isolation procedure) 2uL was used to perform reverse transcription,
following preamplification. In blue, CT values obtained after preamplification and gPCR (classical protocol from
life technology) are represented. In red or green, first pre-amplification products diluted 100 or 10 times,
before preamplifcation and gqPCR are showed. Finally, first preamplification products that were used directly

for second preamplification before qPCR are represented in violet.
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miRNA name Log,(FC) | miRNA name Log,(FC) | miRNA name Log,(FC) | miRNA name Log,(FC)

hsa-miR-6841-3p -2,24 hsa-miR-150-5p 5,95 hsa-miR-5196-5p 3,39 hsa-miR-3648 2,92
hsa-miR-2909 -2,19 hsa-miR-7150 5,79 hsa-miR-6127 3,37 hsa-miR-4530 2,92
hsa-miR-8063 -2,14 hsa-miR-4417 5,34 hsa-miR-149-3p 3,34 hsa-miR-7109-5p 2,84
hsa-miR-6764-5p -2,12 HK_SNORA66 5,12 hsa-miR-6778-5p 3,33 hsa-miR-7846-3p 2,79
hsa-miR-6734-3p -2,09 hsa-miR-146a-5p 5,08 hsa-miR-6865-5p 3,32 hsa-miR-6894-5p 2,78
hsa-miR-3690 -1,90 hsa-miR-6716-5p 4,89 hsa-miR-671-5p 3,31 hsa-miR-6756-5p 2,74
hsa-miR-15b-3p -1,82 hsa-miR-4800-5p 4,83 hsa-miR-6852-3p 3,31 hsa-miR-7106-5p 2,72
hsa-miR-6782-3p -1,73 hsa-miR-6782-5p 4,76 hsa-miR-2861 3,27 hsa-miR-663b 2,72
hsa-miR-6748-3p -1,73 hsa-miR-342-5p 4,57 hsa-miR-6877-5p 3,25 hsa-miR-3131 2,71
let.7a.2-3p -1,65 hsa-miR-3687 4,42 hsa-miR-6821-3p 3,24 hsa-miR-6132 2,70
HK_RPS12 -1,63 hsa-miR-339-3p 4,32 hsa-miR-2392 3,24 hsa-miR-4487 2,57
hsa-miR-3926 -1,54 hsa-miR-648 4,24 hsa-miR-1908-5p 3,23 hsa-miR-1914-3p 2,55
hsa-miR-2116-3p -1,45 hsa-miR-4646-5p 4,21 hsa-miR-4309 3,22 hsa-miR-4253 2,55
hsa-miR-4269 -1,43 hsa-miR-4419a 4,21 hsa-miR-1343-5p 3,22 hsa-miR-1275 2,54
hsa-miR-1244 -1,43 hsa-miR-4419b 4,19 hsa-miR-6769a-5p 3,21 hsa-miR-4461 2,49
hsa-miR-5589-5p -1,42 hsa-miR-6794-5p 4,16 hsa-miR-766-5p 3,18 hsa-miR-4728-5p 2,49
hsa-miR-3619-3p -1,37 hsa-miR-4667-5p 4,01 hsa-miR-6789-5p 3,17 hsa-miR-920 2,48
HK_PPIA -1,30 hsa-miR-155-5p 4,00 hsa-miR-4484 3,17 hsa-miR-4688 2,45
hsa-miR-7156-3p -1,29 hsa-miR-4442 3,96 hsa-miR-6875-5p 3,16 hsa-miR-501-5p 2,34
hsa-miR-18a-3p -1,28 hsa-miR-1291 3,95 hsa-miR-1237-5p 3,16 hsa-miR-6870-3p 2,28
hsa-miR-6801-5p -1,27 hsa-miR-4291 3,95 hsa-miR-33b-5p 3,16 hsa-miR-1307-5p 2,26
hsa-miR-1322 -1,27 hsa-miR-5703 3,92 hsa-miR-4257 3,13 hsa-miR-1307-3p 2,05
hsa-miR-885-5p -1,18 hsa-miR-4463 3,83 hsa-miR-3141 3,12 hsa-miR-3180 2,05
hsa-miR-1976 -1,16 hsa-miR-6088 3,78 hsa-miR-1225-5p 3,11 hsa-miR-320a 1,96
hsa-miR-6729-3p -1,15 hsa-miR-765 3,72 hsa-miR-6741-5p 3,10 hsa-miR-3140-3p 1,95
hsa-miR-1270 -1,14 hsa-miR-6797-5p 3,66 hsa-miR-4270 3,06 hsa-miR-3180-3p 1,79
hsa-miR-6731-3p -1,12 hsa-miR-3912-3p 3,60 hsa-miR-7845-5p 3,04 hsa-miR-6780b-5p 1,78
hsa-miR-761 -1,11 hsa-miR-711 3,60 hsa-miR-6880-5p 3,03 hsa-miR-320d 1,78
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hsa-miR-128.1-5p -1,09 hsa-miR-4644 3,59 hsa-miR-6133 3,03 hsa-miR-4429 1,78
hsa-miR-146a-3p -1,07 hsa-miR-8085 3,59 hsa-miR-23a-5p 3,02 hsa-miR-6723-5p 1,78
hsa-miR-1200 -1,07 hsa-miR-4478 3,55 hsa-miR-4505 3,00 hsa-miR-320c 1,74
hsa-miR-1306-5p -1,00 hsa-miR-6870-5p 3,54 hsa-miR-625-5p 3,00 hsa-miR-320b 1,66
hsa-miR-1183 -0,99 hsa-miR-4665-5p 3,50 hsa-miR-6085 2,99 hsa-miR-5008-5p 1,31
hsa-miR-1202 -0,83 hsa-miR-4430 3,50 hsa-miR-4534 2,99 hsa-miR-1299 1,20
hsa-miR-130b-5p -0,67 hsa-miR-6776-5p 3,46 hsa-miR-4784 2,97

hsa-miR-4481 3,44 hsa-miR-7108-5p 2,97

Table S1: Liste of 141 miRNAs deregulated in synovial fluid

Fold change (FC) of miRNA expression in JIA versus SA.
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Synovial Fluid

AUC95% CI

miR-155-5p 0.997 95% CI [0.917-1]
miR-150-5p 0.959 95% CI [0.76-0.997]
miR-146a-5p 0.948 95% Cl [0.734-0.995]
miR-6764-5p 0.926 95% CI [0.689-0.991]
miR-342-5p 0.915 95% CI [0.669-0.989]
miR-339-3p 0.634 95% Cl [0.5-0.862]
miR-223-5p 0.593 95% Cl [0.5-0.835]
miR-6841-5p 0.563 95% Cl [0.5-0.81]
miR-648 0.518 95% Cl [0.5-0.732]
miR-4519 ND

Table S2: ROC curve analysis of miRNAs in synovial fluid and serum.

Abbreviations: AUC, area under the curve; Cl, confidence interval; ROC, receiver operating characteristic; ND:

not determined.
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3. Etude des mécanismes impliqués dans |Ia

physiopathologie de I’All

Introduction

L'arthrite juvénile idiopathique (AJI) est un groupe hétérogéne de rhumatismes inflammatoires
chroniques affectant les enfants de moins de 16 ans (Petty et al., 2004). Cette atteinte inflammatoire
d’origine inconnue touche 2 a 20 individus sur 100 000 par an et est caractérisée par une arthrite
persistant plus de 6 semaines en I'absence de traitements (Prakken et al., 2011). Sept sous-types
sont identifiés en fonction du nombre d’articulations atteintes et la présence de certaines
manifestations extra-articulaires durant les 6 premiers mois de la maladie. Le sous-type le plus
courant en Europe est I’AJl oligoarticulaire qui représente 50% des cas. Ce dernier est caractérisé par
une atteinte d’une a 4 articulations au cours des 6 premiers mois de la maladie et présente comme
complication majeure le développement d’une uvéite (Prakken et al.,, 2011). En raison de
I’'hétérogénéité clinique et du faible nombre de patients touchés, les bases physiopathologiques de
I'AJl restent encore mal comprises. Par conséquent, la classification actuelle manque de robustesse,

ce qui complique le diagnostic de cette pathologie.

Un fonctionnement anormal de I'immunité innée et adaptative est observé dans I'AJl (de Jager et al.,
2007; Macaubas et al.,, 2009; Murray et al., 1996). Les monocytes jouent un réle majeur dans la
réaction inflammatoire périphérique et synoviale. Trois sous-populations de monocytes ont été
identifiées sur base de |'expression des marqueurs membranaires CD14 et CD16, a savoir les
monocytes classiques (CD14"°CD167), les intermédiaires (CD14'CD16%) et les non classiques
(CD14'CD16™) (Wong et al., 2012). Chez ’homme, les monocytes classiques représentent environ
85% des monocytes circulants. Ils expriment de fagon importante CCR2, le récepteur membranaire
de la chimiokine MCP1, sont spécialisés dans la réponse anti-bactérienne et tres efficaces pour la
phagocytose (Yang et al., 2014). Les monocytes non classiques sont quant a eux considérés comme
des « patrouilleurs » de la paroi vasculaire (Wong et al., 2012). Leur mobilité est dépendante de
I’expression de la molécule d’adhésion LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) et de son
ligand ICAM-1, ainsi que de celle du récepteur de chimiokine CX3CR1 (Ramos et al., 2014; Wong et
al., 2012). Ces cellules représentent 7% des monocytes sanguins, elles sont spécialisées dans la

défense antivirale et sont généralement recrutées en phases tardives de I'inflammation. Enfin, les
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monocytes CD147"CD16" qui correspondent a 5% des monocytes du sang possédent un phénotype
intermédiaire entre celui des monocytes classiques et des non classiques. Ils jouent un réle majeur
dans la présentation antigénique et produisent des quantités importantes de ROS et autres
médiateurs inflammatoires tels que TNFa, IL-1 et IL-6 lorsqu’ils sont stimulés avec du LPS (Merino et

al., 2011).

Une augmentation de la fréquence des monocytes intermédiaires a été décrite dans des cas de
polyarthrite rhumatoide (PR), de lupus érythémateux systémique, et plus récemment chez des
enfants atteints d’AlJl liée a I'enthése (Gaur et al., 2017; Henriques et al., 2012; Kawanaka et al.,
2002). Ces données suggerent que les monocytes intermédiaires jouent un role dans la

physiopathologie des maladies inflammatoires.

Par ailleurs, de nombreuses études montrent que I'expression des microARNs (miARNs) est associée
au développement de pathologies articulaires (Duroux-Richard et al., 2012; Nakasa et al., 2008;
Pauley et al.,, 2008). En effet, ces petits fragments d’ARN non codant régulent I'expression de
nombreux génes et des perturbations au niveau de leur expression ont un impact significatif sur la
réponse inflammatoire. Dans I'AJl, lI'implication des miARNs reste peu explorée, particulierement
dans le liquide synovial (LS) ou la réaction inflammatoire est exacerbée. Des résultats obtenus dans
notre laboratoire indiquent que I'expression de miR-150 dans le LS d’enfants atteints d’All
oligoarticulaire est supérieure a celle retrouvée dans un LS contrdle d’enfants atteints d’arthrite
septique. Par ailleurs, des études montrent qu’il existe une corrélation entre le niveau d’expression
élevé de miR-150 et la destruction des articulations dans des cas de PR (Niimoto et al., 2010). Ce
miARN joue un role dans la génération des monocytes intermédiaires et non classiques en ciblant le
géne TET3 (ten-eleven-translocation-3) qui code pour une dioxygénase liant et déméthylant I’ADN
(Selimoglu-Buet et al., 2018). De plus, il a été montré dans un modéle murin d’infarctus du myocarde
que miR-150 régule la migration des monocytes en ciblant le gene CXCR4 (Liu et al., 2015).
L'implication de miR-150 dans la physiopathologie de I’All reste a ce jour inexplorée. L'objectif de ce

projet est d’étudier le réle de miR-150 dans I’All en se concentrant sur les monocytes.
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Matériels et méthodes

Patients et donneurs sains

Des enfants de 4 a 15 ans ont été inclus dans cette étude grace a un recrutement au niveau du
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier. Ces patients répondaient aux critéres
d’inclusion établis par I'lLAR pour le diagnostic de I'AJl. Les enfants atteints d’AJl systémique ainsi
gue ceux ayant pris des traitements (stéroides, biothérapies, médicaments antirhumatismaux) au
cours du mois précédant la ponction articulaire étaient exclus de I'étude. Un consentement venant
des parents ou tuteurs a été obtenu pour tous les patients, conformément aux procédures
approuvées par le Comité de Protection des Personnes Sud Méditerranée | (2014-A01561-46). Les

préléevements de sang et de LS étaient collectés dans des tubes BD Vacutainer traités a I'héparine.

Des prélévements de sang de donneurs sains ont été récupérés au niveau de I'Etablissement Francais
de Sang (EFS) de Montpellier et collectés dans des poches contenant de l'acide éthyléne

diaminetétraacétique (EDTA).

Isolement cellulaire

Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) des donneurs sains ont été isolées par les
techniques de séparation utilisant un gradient de densité Ficoll-Paque (GE Healthcare). Les
monocytes CD14" ont ensuite été séparés des autres types cellulaires & Iaide d’un kit d’isolement
magnétique avec des billes anti-CD14 permettant un tri positif (Miltenyi Biotec) (pureté > 90%,

confirmée par cytométrie de flux).

Culture cellulaire

Pour I'étude de I'effet du LS sur les cellules de donneurs sains, la mise en culture des monocytes
CD14" (1 x 10° cellules/mL) était effectuée au niveau de plaques 48 puits avec 500 pL de milieu
composé de RMPI-1640 avec 1% de pénicilline/streptomycine, 10% de sérum de veau foetal et 1% de
glutamine (Gibco). Les prélevements de LS avaient été centrifugés 10 minutes a 2000 g puis
conservés a -80°C. Un fois décongelés, ils étaient dilués 1 : 30 dans le milieu de culture puis incubés

pendant 24 heures a 37°C avec les monocytes.
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Les manipulations de transfection étaient effectuées avec des monocytes CD14" (1 x 10° cellules/mL)
mis en culture sur des plaques 24 puits, dans 400 pL de milieu Opti-MEM (Gibco) contenant 1% de
sérum de veau foetal. Aprés 2 heures de culture a 37°C dans le milieu, 100 puL de solution contenant
du Fugene HD (Promega) ainsi qu’un inhibiteur de hsa-miR-150-5p ou un contréle négatif a 40 uM
(Mirvana™ miRNA inhibitor Negative Control) (Thermo Fisher Scientific) ont été ajoutés a la culture
cellulaire pour une incubation de 6 a 12 heures. Par la suite, 500 pL de milieu RMPI-1640 avec 1% de
pénicilline/streptomycine, 20% de sérum de veau feetal et 1% de glutamine ont été ajoutés pour une

incubation de 24 heures a 37°C.

Cytométrie de flux

Pour I'analyse des monocytes du sang et du LS des patients atteints d’AJl, une sélection des cellules
DAPI' CD45" a été effectuée. Les granulocytes (HLA-DR™ECD16™e") et les cellules 2 lignées positives
(lin) (CD3, CD19 et CD56) ont été marqués et exclus lors des analyses informatiques. Les trois sous-
populations de monocytes ont ensuite été identifiées en fonction des marquages CD14 et CD16. Les
anticorps suivant ont été utilisés : anti-HLA-DR-APC-Cy7 (Beckman Coulter), anti-CD45-V500, anti-
CD16-BV421, anti-CD3-V450, anti-CD19-PE, anti-CD56-Alexa Fluor700, anti-CD14-BV650 (BD
Biosciences). L’acquisition de ces cellules a été effectuée au niveau d’un BD-LSR Fortessa (BD

Biosciences) et les analyses ont été réalisées avec les logiciels DIVA et FlowJo.

La caractérisation phénotypique des monocytes CD14" transfectés et ceux mis en culture avec du LS
de patients a été réalisée a la suite d’une exclusion des cellules positives pour le marquage Zombie
(Zombie Violet™ Fixable Viability Kit, BioLegend). Le marquage des récepteurs CD14 et CD16 a été
effectué avec les anticorps suivants : anti-CD14-FITC et anti-CD16-APC (BD Biosciences). L’acquisition

a été réalisée avec un BD FACSCanto™ Il et les analyses avec le logiciel DIVA.
Extraction d’ARN et RT-qPCR

La totalité des ARNs des monocytes CD14" a été extraite & I'aide du kit miRNeasy utilisé avec un
Qiacube (QIAGEN). Les taux d’expression des miARNs et ARN messagers (ARNm) ont été quantifiés a
la suite d’une transcription inverse avec un kit « TagMan microRNA Reverse Transcriptase » ou
« High Capacity cDNA Reverse Transcription » (Applied Biosystems) respectivement (C1000 Thermal
Cycler, Bio-Rad). Une gPCR a ensuite été réalisée avec 'ADNC complémentaire (ADNc) associé a un
mix contenant du « TagMan Universal Master mix » ainsi que des amorces spécifiques au miR-150-5p

et au gene CCR2 (Applied Biosystems) (Rotor-Gene-Q, QIAGEN). L’expression du RNU6B et celle de la

152



GAPDH ont été utilisées comme contrble endogéne pour la normalisation des résultats obtenus pour

I’expression du miR-150-5p et de CCR2 respectivement.

Analyses In silico

Afin d’identifier les cibles putatives de miR-150-5p, le logiciel miRWalk a été utilisé. Celui-ci a permis
de rassembler les données obtenues par différents logiciels, a savoir RNA22, miRanda et Targetscan.
Une sélection des genes ciblés en région 3’UTR et retrouvés dans chacun de ces trois logiciels a été

effectuée (score 2 3, p value : 0,05).

Analyses statistiques

Des tests de Student ont été effectués en utilisant le logiciel GraphPad prism. Pour certains résultats,

les moyennes sont représentées avec I'erreur standard (SEM).
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Résultats

Accumulation de monocytes

oligoarticulaire.
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Figure 1: Analyse par cytométrie de flux des pourcentages de monocytes classiques (CD14"CD16)
(1), intermédiaires (CD14""CD16") (2) et non classiques (CD14CD16"") (3) dans le sang périphérique
(PB) et le liquide synovial (SF) d’enfants atteints d’All oligoarticulaire (n=8) (A, B). Les résultats sont
exprimés par des moyennes + SEM (B). ****p < 0,0001.

Afin d’étudier les acteurs cellulaires impliqués dans la réaction inflammatoire qui est observée chez

les enfants atteints d’All oligoarticulaire, nous avons quantifié le pourcentage relatif de chaque sous-

types de monocytes par rapport a la somme des pourcentages des trois sous-populations dans des

échantillons de sang et de liquide synovial de 8 patients. La figure 1 montre que le pourcentage de
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monocytes classiques est significativement plus faible dans les articulations des enfants AJl comparé
au sang (p < 0,0001). Le phénomeéne inverse est observé pour les monocytes intermédiaires qui sont
accumulés en quantité importante dans le liquide synovial (p < 0,0001). Aucune différence
significative n’est observée entre les pourcentages de monocytes non classiques du sang et du
liquide synovial. Dans les deux fluides corporels, cette population cellulaire reste la plus faiblement

représentée.

Une collaboration avec I'équipe du Pr. Edouard Tuaillon (INSERM U1058) nous a permis de réaliser
une étude du profil cytokinique du sérum et du liquide synovial chez ces mémes patients (Figure
supplémentaire). Les résultats qu’ils ont obtenus montrent des concentrations importantes de
cytokines pro-inflammatoires au niveau des articulations, telles que I'lL-1pB, I'lL-18, I'IL-6 et I'IFNa, des
protéines en partie produites par les monocytes qui s’accumulent dans les articulations. Des
concentrations élevées de chimiokines comme MCP-1, IP-10 et IL-8, ainsi que des cytokines anti-

inflammatoires telles que I'lL-10 ont également été trouvées dans les articulations.
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Le liquide synovial des patients AJl induit la différenciation des monocytes classiques de donneurs

sains vers un phénotype intermédiaire.
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Figure 2 : Analyses par cytométrie de flux du pourcentage des trois sous-populations de monocytes
obtenues a partir de monocytes classiques incubés 24 heures dans du milieu de culture ou dans du

liqguide synovial (SF) de patients AJl dilué 1 : 30 (n=4). Les résultats sont exprimés par des moyennes *
SEM. **p < 0,01.

Pour étudier I'impact du liquide synovial sur les monocytes, des monocytes CD14" isolés & partir du
sang de donneurs sains ont été mis en culture avec du liquide synovial d’enfants atteints d’All
oligoarticulaire pendant 24 heures. Nos résultats montrent qu’en présence de liquide synovial, le
pourcentage de monocytes classiques diminue fortement alors que celui des monocytes
intermédiaires est significativement augmenté par rapport a la condition contréle (p < 0,01) (Figure
2). Le pourcentage de monocytes non classique reste inchangé quelque soit la condition de culture.
Le liquide synovial de patients All semble récapituler in vitro le phénotype des monocytes isolés dans

les articulations AJl.
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La neutralisation du miR-150 diminue le pourcentage des monocytes intermédiaires.
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Figure 3 : Effet de miR-150 sur la génération des trois sous-populations de monocytes. (A) Schéma
représentant la transfection des monocytes CD14" de donneurs sains avec une séquence contrdle
d’ARN (Anti-CTRL) ou avec de I’ARN dirigée contre le hsa-miR-150 (Anti-150). (B) Analyse par RT-gPCR
de l'expression de miR-150 dans les monocytes transfectés. Les résultats sont représentés en
expression relative de miR-150 par rapport a RNU6B et exprimés sous la forme de moyennes + SEM.
*p < 0,05 (n=4). (C) Analyses par cytométrie de flux des pourcentages des trois sous-populations de
monocytes aprés 2 jours de transfection. Les résultats sont exprimés sous forme d’un rapport entre
les pourcentages de monocytes en condition de neutralisation de miR-150 et la condition controle.
Les valeurs sont des moyennes £ SEM. *p < 0,05 (n=4).

Des résultats générés par notre équipe montrent que le liquide synovial des enfants atteints d’All
possede des concentrations importantes de miR-150 circulant, en comparaison au liquide synovial de
patients controles, a savoir des enfants ayant une arthrite septique. Afin de caractériser I'effet du
miR-150 sur le phénotype des monocytes, un isolement de monocytes CD14" de donneurs sains a été
effectué, suivi d’une transfection avec soit une séquence d’ARN contréle (Anti-CTRL), soit une
séquence d’ARN neutralisant miR-150 (Anti-150) (Figure 3A). Apreés avoir validé par RT-gqPCR que la
neutralisation de miR-150 dans les monocytes CD14" est associée & une diminution de 2 fois de son
expression par rapport a la condition contréle (p < 0,05 Anti-CTRL vs Anti-150) (Figure 3B), des
analyses de cytométrie de flux des sous-populations monocytaires ont été réalisées. Nos résultats

indiquent que la neutralisation de miR-150 diminue le pourcentage de monocytes intermédiaires
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comparé aux conditions contréles (p < 0,05) (Figure 3C). Bien que la neutralisation du miR-150
semble augmenter le pourcentage de monocytes classiques, les différences ne sont pas significatives
en raison d’une variabilité importante entre les échantillons biologiques. En ce qui concerne les
monocytes ayant un phénotype ressemblant a celui des non classiques, aucune différence n’a été
observée en fonction des conditions de transfection. L’ensemble de ces données suggere que miR-

150 jouerait un réle dans la génération des monocytes intermédiaires.
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L’expression de CCR2 est modulée par miR-150.
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Figure 4 : Régulation de I'expression de CCR2 par miR-150. (A) Homologie de séquence entre la
région 3’"UTR de I'ARNm de CCR2 et miR-150 identifiée par le logiciel de prédiction TargetScan. (B)
Analyse par RT-qPCR de I'expression du géne CCR2 dans les monocytes transfectés par une séquence
neutralisant miR-150. Les résultats sont représentés en expression relative de CCR2 par rapport a la
GAPDH et expriment des moyennes * SEM. **p < 0,01 (n=3).

Dans le but d’identifier des cibles de miR-150 dans les monocytes classiques pouvant expliquer I'effet
observé sur leur phénotype, une analyse transcriptomique a été réalisée aprés transfection de
monocytes CD14" de donneurs sains en se concentrant sur des génes connus pour jouer un rdle dans
la fonction et la migration des monocytes. Des analyses in silico ont été effectuées avec le logiciel
miRWalk afin d’identifier des cibles putatives de miR-150 parmi la liste de genes dont I'expression a
été significativement modulée par miR-150. Nous avons ainsi identifié le gene CCR2 (Figure 4A) qui
est un récepteur membranaire fortement exprimé par les monocytes classiques jouant un role
important dans le recrutement et la migration des monocytes. La figure 4B montre que la
neutralisation de miR-150 dans les monocytes CD14" augmente I'expression de CCR2 comparé au
contrdle (p < 0,01). Cette expression élevée de CCR2 associée a la neutralisation du miR-150 suggére
qgu’a l'inverse, dans les articulations d’enfants atteints d’AJl oligoarticulaire oU miR-150 est en
concentration élevée dans le liquide synovial, I'expression de ce géne serait diminuée a la surface des

monocytes articulaires.
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Concentration (pg/ml)

Analyse cytokinique du sérum et du liquide synovial d’enfants atteints d’AJl oligoarticulaire.

A IL-1b IL-18 IL-6 IEN-a2 IL-17
** * *kkk * *kk
20+ 80+ _ 30-
= = ™ = 10000 [ ] =~ 100 = -
E ., E E w E - E
> 154 ] D  god ", o) 8000 n S 804 S [ ]
Q Q Q o Qo
~ ~ ° ~ 60004 ~ ~ 20 "
& 1 5 . 5 S 601 5
0= = 404 [ = 4000 - 2 u 34 [
. g ) g 1 = 5 L g
- - - - 800 = - ° -—
S . & R L) S [T g ;E. S 104
O ] = 8] 204 Q o Q .
c o\ = < . g 400- c 20]e . S .
O o (@] O ¥. ®) |
Sl 0-l—o— 01— oleee” m O-L—
SE SF or or SE SF SE SF SE SF
B
IL-10
800+ *kk*k
E E
D 600+ ] e
c c
) )
= ] =
-A@ 4004 | | E
k= k=
8 2001 ff 8
c L] g
3 “un S
0l -cmp—F—
SE SF
MCP-1 IP-10 IL-8
* **k%k*
. 3000+ *kkk
=" 14000 =
1000- %, 2 %7 "
Q12000 Q
= - = 2000+
c - c
.S 100001 S
© - ©
500 = o s
c 800y @ T 1000-
8 L o 8
C 4004 o
[ n Q o
(@) °® (&) "
0- [ T B 0-—omy—
SE SF SE SF SE SF

Figure supplémentaire 1: Analyse des concentrations de cytokines (A) pro-inflammatoires et (B)
anti-inflammatoires, ainsi que (C) des chimiokines du sérum (SE) et du liquide synovial (SF) d’enfants
atteints d’All oligoarticulaire (n=9). Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + SEM. *p <
0,5; **p<0,01; ***p<0,001; ****p < 0,0001.
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Discussion

La forme oligoarticulaire de I'AlJl est le sous-type le plus répandu en Europe (Prakken et al., 2011). Il
s’agit d’une maladie complexe et hétérogeéne, pour laquelle la physiopathologie est a ce jour peu
connue. Des études ont montré que les cellules de I'immunité innée comme les monocytes
pouvaient jouer un réle majeur dans le cette pathologie (de Jager et al., 2007; Macaubas et al.,
2009). En effet, en plus d’étre impliqués dans la présentation antigénique, les monocytes peuvent
réguler les réponses inflammatoires via les cytokines qu’ils produisent. Dans notre étude, nous nous
sommes intéressés a I'implication des monocytes dans la physiopathologie de I’All et a la régulation

de leur fonction.

Parmi les trois sous-populations principales de monocytes décrites dans la littérature, nos résultats
montrent pour la premiére fois une accumulation significative de monocytes intermédiaires au sein
des articulations d’enfants atteints d’AJl oligoarticulaire. Ces données sont en accord avec celles
obtenues au niveau du liquide synovial de patients ayant une AJl liée a I'enthése (Gaur et al., 2017),
ce qui renforce I'hypothese que ce sous-type de monocytes joue un role particulier dans I'All en
général. Grace a une collaboration avec I'équipe du Pr. Edouard Tuaillon (INSERM U1058), nous
avons pu étudier des concentrations en cytokines du sérum et du liquide synovial d’enfants ayant
une All oligoarticulaire. Les résultats ont mis en évidence des concentrations élevées de MCP-1, IP-10
et IL-8 dans le liquide synovial pouvant expliquer le recrutement des monocytes au sein des
articulations. Des cytokines pro-inflammatoires sont également présentes en quantités importantes
dans le liquide synovial comparé au sang périphérique, notamment I'IL-1B, I'IL-18, I'IL-6 et I'IFNa. Ces
cytokines peuvent étre produites par les monocytes comme le montre les études de Saxena réalisées
chez des patients AJl (Saxena et al., 2005). Ces cytokines contribuent au développement d’un
environnement inflammatoire au sein de I'articulation de ces patients arthritiques. Avec la mise en
culture de monocytes CD14" de donneurs sains avec du liquide synovial de patients All, nous avons
observé que le liquide synovial contient des éléments qui stimulent la différenciation de ces cellules.
Nos résultats sont a mettre en lien avec des études qui montrent que les monocytes intermédiaires
sont impliqués dans la présentation antigénique, I’activation et la prolifération des lymphocytes T
(Wong et al., 2012; Zawada et al., 2011). Ces fonctions pouvant étre associées au développement de

Al

Afin d’identifier un élément du liquide synovial pouvant expliquer cet effet sur le phénotype des
monocytes, nous nous sommes intéressés a miR-150. En effet, de précédents résultats obtenus dans

notre équipe montrent que miR-150 est fortement exprimé dans les articulations d’enfants atteints
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d’AlJl oligoarticulaire comparé a ceux ayant une arthrite septique. Ce miARNs est impliqué dans le
développement des lignées lymphoides et myéloides et a été récemment montré comme jouant un
role dans la conversion des monocytes classiques en monocytes intermédiaires et non classiques via
le ciblage du gene TET3 (Selimoglu-Buet et al., 2018). Ces données sont cohérentes avec nos
observations qui montrent une expression importante de miR-150 associée a une accumulation de
monocytes intermédiaires. Tout comme cette étude récemment publiée, nous avons observé une
diminution du nombre de monocytes intermédiaires suite a la neutralisation de I'expression de miR-
150. Toutefois, contrairement aux résultats de Selimoglu-Buet et al., nous n’avons pas observé
d’impact de miR-150 sur la génération de monocytes non classiques. Ceci peut s’expliquer par les
différences qui existent entre notre étude et la leur au niveau des durées et des techniques de
transfection appliquées. De plus, I'équipe de Selimoglu-Buet transfecte les cellules au niveau des
précurseurs hématopoiétiques CD34", tandis que nos transfections ont été effectuées a la suite d’un

tri de monocytes déja différenciés CD14".

Nos études ont permis d’identifier un gene dont I'expression est potentiellement régulée par miR-
150, a savoir CCR2. A notre connaissance, aucune donnée n’est publiée dans la littérature étudiant
I’effet de la transfection du miR-150 sur I'expression de CCR2 au niveau des monocytes. CCR2 est
connu pour étre impliqué dans le recrutement des monocytes sur le site inflammatoire (Weber et al.,
2000). Ce récepteur présente une expression forte au niveau des monocytes classiques sortis de la
moelle osseuse et diminue au niveau des monocytes intermédiaires et des non classiques (Wong et
al., 2012). Il régule la migration des monocytes via la liaison a la chimiokine MCP-1, pour laquelle des
taux élevés ont été détectés dans le liquide synovial des enfants ayant une AJl oligoarthrite. Les
concentrations importantes de miR-150 au niveau des articulations d’enfants All pourraient diminuer
significativement I'expression de CCR2 au niveau des monocytes présents dans le liquide synovial et
ainsi réduire leur migration. Une faible expression de CCR2 pourrait ainsi accentuer I'accumulation
des monocytes au sein de I'articulation des enfants atteints d’AlJl oligoarticulaire ou ces cellules
entretiennent l'inflammation en produisant des quantités importantes de cytokines pro-

inflammatoires.

En conclusion, les données générées par notre équipe montrent une accumulation de monocytes
intermédiaires dans les articulations des patients ayant une All oligoarticulaire qui peut s’expliquer
en partie par I'expression importante de miR-150 dans le liquide synovial. En plus d’étre impliqué
dans la génération de monocytes intermédiaires, ce miARN ciblerait le récepteur a chimiokine CCR2
et limiterait ainsi la migration des monocytes vers les organes lymphoides. Afin de poursuive I'étude

sur I'implication du miR-150 dans la physiopathologie de I'All, il est nécessaire de valider la liaison
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directe de ce miARN au niveau de la séquence cible de I’ARNm de CCR2 et d’analyser I'expression
génique et protéique de CCR2 au niveau des monocytes isolés des articulations de patients atteints
d’AJl oligoarticulaire. De plus, il serait intéressant d’effectuer une une caractérisation fonctionnelle
des monocytes transfectés afin d’étudier I'implication du miR-150 dans la présentation antigénique

et dans la capacité des monocytes a induire une activation et une prolifération des lymphocytes T.
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E. Discussion

L'arthrite juvénile idiopathique (AJI) est un groupe hétérogéne de rhumatismes
inflammatoires chroniques affectant les enfants de moins de 16 ans. La physiopathologie de
maladie complexe et d’origine inconnue est a ce jour peu connue. Dans le cadre de ma
these, j'ai cherché a comprendre les mécanismes impliqués dans le développement de cette
pathologie en en m’intéressant aux sous-populations de monocytes et de DCs ainsi qu’aux
profils d’expression des miARNs du sang périphérique et du LS des enfants atteints d’All. Ces
différents marqueurs cellulaires et moléculaires jouent un réle majeur dans la régulation de

I'inflammation et le développement des maladies qui lui sont associées.

1. Comparaison entre AJl et AS juvénile

Caractérisation phénotypique des sous-populations de monocytes et de DCs

Pour cette premiére partie de mon projet de thése, j’ai travaillé sur une cohorte prospective
de patients atteints d’AlJl et d’AS. Les enfants du groupe AS avaient tous a postériori une
infection causée par Kingella kingae confirmée par culture bactérienne ou PCR. La
caractérisation phénotypique de différentes cellules du systeme immunitaire inné a permis
d’identifier pour la premiére fois des sous-populations présentant des profils d’accumulation

et d’activation qui varient entre I’AlJl et I’AS (Figure 11).

De facon générale, lorsque I'on integre tous les marqueurs de surface analysés pour une
classification non supervisée, le LS est le fluide biologique qui discrimine le mieux I'AlJl de
I’AS. Dans le sérum, il existe de nombreuses ressemblances entre AJl et AS. Seule I'AS
montre un enrichissement du nombre total de monocytes dans le LS par rapport au sang.
Lorsque les 3 sous-populations de monocytes sont analysées, leur nombre est plus élevé
dans le LS des patients AS que dans celui des All. Dans le sang, seuls les monocytes
classiques sont en nombre plus important en cas d’AS par rapport aux All. Dans de

nombreuses maladies, aussi bien d’origine infectieuse qu’inflammatoire et auto-immune, le
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nombre de monocytes CD16" est augmenté dans le sang. C’est le cas pour le choc septique
(Skrzeczynska et al., 2002), I'obésité, la PR (Wong et al., 2012) ou méme I'AlJl (Gaur et al.,
2017). Les études réalisées chez des nouveau-nés ayant un choc septique ont montré une
augmentation du nombre de monocytes intermédiaires et non classiques dans le sang de ces
patients comparé au sang d’enfants sains (Skrzeczynska et al., 2002). Ces résultats indiquent
également que I'augmentation des monocytes non classiques est plus importante chez les
enfants présentant tous les signes cliniques (critéres selon la liste de Samson et al. (Samson
et al., 1997)), mais pour lesquels la mise en culture du sang ne montrait pas de prolifération
bactérienne. Les monocytes intermédiaires étaient quant a eux plus présents au niveau des
patients avec une culture bactérienne positive. Ces données suggerent donc que le nombre
important de monocytes intermédiaires en cas de choc septique est associé a une
élimination peu efficace des bactéries alors que les non classiques permettent un controle
plus optimal de I'infection. Dans le cas de I'AJl, Gaur et al. ont observé une augmentation des
pourcentages de monocytes intermédiaires et non classiques dans le sang des patients
atteints d’All liée a I'enthése comparé a des donneurs sains, avec des résultats opposés pour
les monocytes classiques (Gaur et al.,, 2017). L'ensemble des données de la littérature
suggere donc que la quantification des monocytes dans le sang peut servir a renforcer le
diagnostic des arthrites septiques et inflammatoires de I'enfant, et notamment les CD16" si
les données des enfants sains sont prises comme contréle. Nos résultats quant a eux
suggérent que ce sont les CD14" circulants qui permettent de diagnostique les AJl quand ce
sont les AS qui sont prises en contréle. Par ailleurs, la numération des sous-populations
monocytaires dans le LS semble plus robuste pour discriminer les arthrites juvéniles

inflammatoires des infectieuses.

Nous avons également analysé des marqueurs d’activation des monocytes sanguins et
articulaires. Mes résultats mettent en évidence une faible expression de HLA-DR au niveau
des monocytes intermédiaires et non classiques sanguins des patients AS comparé aux
enfants atteints d’AJl. Ces observations sont a mettre en relation avec 2 études qui
effectuent des comparaisons avec des donneurs sains. Nous avons dans un premier temps
les données de Skrzeczyiiska et al. qui ont observé des taux d’expression faibles de HLA-DR
au niveau des monocytes sanguins de nouveaux nés atteints de choc septique. Dans cette

étude, I'expression de CD86 était également faible et les monocytes possédaient une

167



capacité réduite a phagocyter Escherichia coli (Skrzeczynska et al., 2002). Dans un second
temps, I'étude de Gaur et al. a montré une expression élevée de HLA-DR au niveau des
monocytes intermédiaires sanguins AJl (Gaur et al., 2017). L’activation de ces cellules peut
aboutir a une présentation antigénigque importante pouvant favoriser le développement de
I'inflammation en cas d’AJl. Nos analyses dans le LS des patients AJl et AS montrent une
expression de HLA-DR plus élevée au niveau des monocytes intermédiaires des patients All
par rapport aux AS, alors que, de facon étonnante, elle est plus importante sur les
monocytes non classiques des patients AS. Par ailleurs, nous avons détecté des taux
d’expression importants de CD64 au niveau des 3 sous-populations de monocytes sanguins
des enfants atteints d’une AS ainsi que sur les monocytes classiques de leur LS. Ce récepteur
FcyR de type 1 est important pour la phagocytose de composants bactériens et son
expression a été démontrée comme pouvant rapidement augmenter suite a la
reconnaissance du motif bactérien LPS ou en présence de certaines cytokines (Oppegaard et
al.,, 2013). Nos résultats sont en accord avec des études menées chez les adultes qui ont
comparé I'expression de CD64 entre des échantillons sanguins de patients atteints de PR et
d’AS et qui ont observé une expression élevée de CD64 dans le contexte infectieux
(Oppegaard et al., 2013). Enfin, notre analyse de SLAN a montré des taux d’expression plus
importants au niveau des 3 sous-populations de monocytes d’enfants AJl par rapport aux AS.
A notre connaissance, il n’existe pas de données publiées dans la littérature étudiant
I'expression de SLAN dans un contexte d’arthrite juvénile. Toutefois, des études sur des
donneurs sains montrent que I'expression de SLAN est plus élevée au niveau des monocytes
CD16"%, ce qui est similaire aux résultats que nous avons obtenus (Hofer et al., 2015). Dans
I'ensemble, I'analyse des marqueurs d’activation exprimés a la surface des monocytes des
patients AJl et AS montrent des différences plus importantes au niveau du sang de ces
patients, avec I'intensité de HLA-DR et de SLAN qui sont majoritairement plus élevées en cas

d’All tandis que CD64 est plus exprimé dans le contexte infectieux.

Je me suis également intéressée a la caractérisation phénotypique des DCs qui sont les
principaux acteurs cellulaires dans la présentation antigénique. Mes résultats montrent que,
a l'instar des monocytes, la quantification des sous-populations de DCs dans le sang n’est
pas informative puisqu’aucune différence n’est significative, alors que des différences

significatives sont observées dans le LS, lieu de développement principal de ces pathologies.
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Plus précisément, une accumulation plus importante de CD141" ¢DCs et CD123" pDCs est
observée dans le LS des patients atteints d’AJl comparé aux enfants ayant une AS. Ces
résultats viennent en complément de précédentes études qui ont montré que le nombre de
DCs est significativement supérieur dans les articulations AJl comparé au sang périphérique
des mémes patients (Smolewska et al., 2008). En cas de choc septique, le nombre de cDCs et
pDCs dans le sang est diminué par rapport a des donneurs sains (Poehlmann et al., 2009).
L'ensemble de ces résultats suggére que I'AlJl se caractérise par une accumulation

importante de certains sous-types de DCs sur le site inflammatoire.

Les études de Poehlmann et al. ont également montré que cet appauvrissement en DCs
sanguin est associé a des modifications des marqueurs d’activation membranaires
(Poehlmann et al., 2009). Une diminution de I'expression de HLA-DR par les DCs des patients
atteints de choc septique a été rapportée, associée a une perturbation de I'activation et de
la fonction des DCs. En effet, suite a une stimulation par du LPS, les DCs des patients AS
produisent moins de cytokines pro-inflammatoires (telles que I'lFNa) et plus de cytokines
anti-inflammatoires (type IL-10) que les DCs de donneurs sains. Un tel dysfonctionnement
des DCs altérerait la défense antimicrobienne en cas de choc septique. Ces données sont
accord avec nos résultats qui montrent dans le sang une sous-expression du HLA-DR au
niveau des deux sous-populations de cDCs et des InfDCs en cas d’AS comparé a I’All. De plus,
bien que I'expression de CD86 soit plus élevée au niveau des CD1c" cDCs et InfDCs du sang
des patients AS par rapport aux All, elle est plus importante a la surface des InfDCs du LS des
enfants atteints d’AlJl. L'expression importante des marqueurs d’activation en cas d’AlJl a
déja été rapportée dans la littérature, particulierement au niveau des DCs du LS des patients
(Smolewska et al., 2008). Ces DCs activées expriment des molécules de co-stimulation des
cellules T et peuvent ainsi orienter la polarisation lymphocytaire et participer a la
physiopathologie de I'All. En effet, les CD141" c¢DCs sont des inducteurs de Th2, tandis que
les CD1c" cDCs favorisent la polarisation Th1 (Coutant and Miossec, 2016). Chez les patients
PR, il a été montré que les CD141" c¢DCs non seulement activent les lymphocytes T CD4,
mais également les T CD8", notamment via I'expression du récepteur « C-type lectin »
(Jongbloed et al., 2010). Enfin, de facon intéressante, mes résultats montrent que
I'expression de PDL2 est systématiquement plus forte en cas d’AS, et ce sur tous les sous-

types de DCs, aussi bien au niveau du sang que du LS. En se liant a PD-1 au niveau des
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lymphocytes T, PDL2 a la capacité de réguler la fonction de ces cellules (Latchman et al.,
2001). Nos résultats sont en accord avec les données de Guignant et al. qui montrent une
augmentation de I'expression de PDL2 apres un choc septique, associé a un risque plus
important de développer des infections nosocomiales (Guignant et al.,, 2011). Des études
réalisées sur des souris PDL2”" montrent que les CPA présentent une plus grande capacité a
activer les lymphocytes T comparé aux cellules des souris controles (Zhang et al., 2006).
PDL2 est donc un régulateur négatif de I'activation des T, nécessaire pour l'induction de
tolérance. La plus faible expression de PDL2 au niveau de toutes les sous-populations de DCs
des patients AJl en local et en périphérie témoigne donc de perturbations au niveau des

mécanismes endogenes impliqués dans la mise en place de la tolérance cellulaire.

En conclusion de cette premiere partie de mon projet de these, j'ai pu observer une
accumulation importante de monocytes au niveau des articulations des enfants atteints
d’AS, ce qui est cohérent avec le réle essentiel que jouent ces cellules dans la défense contre
les pathogénes. Pour les enfants atteints d’All, I'essentiel des perturbations observées se
produit dans les articulations, notamment avec un nombre plus élevé de CD141" cDC et
CD123" pDC détecté dans le LS. Une accumulation de ces CPA au sein des articulations de
patients AJl s"accompagne donc d’une activation non régulée des lymphocytes T (a cause de

la faible expression de PDL2 a leur surface) et expliquerait la rupture de tolérance.

Il est toutefois important de noter que, bien que les monocytes soient présents en nombre
plus faible en cas d’AlJl par rapport aux AS, cela n’enléve en rien le réle pathogene qu’ils
peuvent jouer dans ce rhumatisme chronique. En effet, des études réalisées sur des patients
AJl montrent que ces cellules résistent a I'apoptose et libérent des cytokines telles que I'IL-
1B, I'lL-12p40, I'lL-6 ou le TNF-a qui entretiennent I'inflammation au niveau des articulations
(Saxena et al., 2005; Srivastava et al., 2010). De plus, les monocytes, tout comme les DCs,
expriment fortement des marqueurs d’activation tels que HLA-DR, ce qui peut favoriser la
présentation antigénique et ainsi I'exacerbation de la réaction inflammatoire chez les
enfants atteints d’AJl. Un tel phénomeéne peut étre accentué par le fait que le nombre de
lymphocytes T articulaire est plus important en cas d’AJl comparé a I'AS, comme |'attestent

nos résultats.
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Figure 11 : Variation au niveau de I'accumulation et de I'activation des sous-populations de
monocytes et de DCs du liquide synovial entre les patients atteints d’arthrite septique et
ceux avec une arthrite juvénile idiopathique. Smart Servier Medical ART.

Analyses de I’expression des miARNs

Comme indiqué plus haut, je me suis également intéressée au profil d’expression des
miARNSs au niveau du sang périphérique et du LS des enfants atteints d’AJl. Dans le cadre de
ma thése, des comparaisons ont été réalisées, pour la premiéere fois, avec |'expression des
miARNs des patients AS afin d’identifier des signatures propres a I'AJl. Les miARNs étant
connus pour leur spécificité et leur stabilité dans les fluides corporels, leur analyse avait pour
objectif d’identifier des biomarqueurs potentiels permettant de discriminer AJl et AS et ainsi

d’améliorer le diagnostic de ces deux formes d’arthrites juvéniles.

Similairement a la caractérisation des profils cellulaires, I'analyse de I'expression des miARNs
circulants a montré des différences significatives entre All et AS au niveau du LS plutét qu’au
niveau du sang circulant. Une premiére étude avec une approche de séquencage a haut

débit a permis d’identifier 19 miARNs présentant des différences d’expression entre ces
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deux pathologies, avec 14 miARNs (miR-7150, miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-6794-5p, miR-
4800-5p, miR-4646-5p, miR-6782-5p, miR-4419a, miR4419b, miR-4667-5p, miR-155-5p,
miR339-3p, miR-342-5p and miR-6716-5p) plus exprimés en cas d’AlJl et 5 (miR-6734-3p,
miR-6841-3p, miR-6764-5p, miR-8063 and miR-2909) surexprimés dans le LS des patients
atteints d’AS. Afin de valider cette liste de miARNs, j'ai effectué des RT-qPCR sur une
nouvelle cohorte de patients et identifié 5 miARNs du LS différemment exprimés entre All et
AS : miR-150-5p, miR-146a-5p, miR-155-5p et miR-342-5p sont plus fortement exprimés
dans I’'AJl alors que miR-6764-5p est plus exprimé dans I'AS.

Ces différences peuvent s’expliquer d’une part par des variabilités dépendant des
échantillons biologiques. En effet, deux cohortes différentes ont été étudiées, ce qui nous a
permis de s’affranchir des différences dues aux individus. De plus, le séquencage a haut
débit est une technique plus sensible que la RT-gPCR. Pour cette raison, seuls 10 miARNSs sur
les 19 retenus a la suite du séquencage ont pu étre détectés dans le LS avec les RT-qPCR. Par
conséquent, pour remplir un cahier des charges relatif a I'identification de biomarqueurs
diagnostiques utilisables en clinique, il est plus pertinent de s’intéresser aux 5 miARNs
détectés en RT-gPCR et présentant des différences significatives entre All et AS. Une analyse
de courbes de ROC associant spécificité et sensibilité m’a permis de retenir 3 miARNs avec
une aire sous la courbe de 1 et un intervalle de confiance de 95% : miR-6764-5p, miR-155 et
miR-146a-5p. Mes résultats montrent donc que la quantification par RT-gPCR de ces 3
miARNSs au sein du LS des patients All et AS représente un outil pouvant considérablement
améliorer le diagnostic de ces maladies. Notons toutefois qu’il est important de reproduire
ces analyses avec du LS d’enfants atteints d’une AS provoquée par un autre pathogéne que
Kingella kingae car tous les patients AS inclus dans mon études étaient positifs pour ce seul
pathogene. Ceci permettrait de s’assurer que les miARNs identifiés ne sont pas associés a
cette bactérie. Enfin, il serait intéressant de tester cette signature de miARNs sur une
nouvelle cohorte prospective d’arthrites juvéniles au moment de la premiere consultation
pour les AJl et des AS non confirmées par exemple pour valider (ou non) ces marqueurs

diagnostiques.

Pour étudier plus en profondeur les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de I'AJl,
il est intéressant de considérer I'ensemble des 19 miARNs identifiés a la suite du séquencage

a haut débit. Les majorité de ces miARNs sont des miARNs nouvellement décrits dans la
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miRBase v20 et il y a donc peu d’informations disponibles a leur sujet dans la littérature.
Certains sont cependant décrits dans des maladies auto-immunes. C’'est le cas de miR-342-
5p qui est dérégulé dans le lupus érythémateux systémique et le diabéete de type 1 (Chen et
al., 2017; Hezova et al., 2010), ainsi que miR-6716-5p et miR-2909 décrits dans la PR (Lenert
and Fardo, 2017; Malik et al., 2015). Pour ce qui est de miR-146a et miR-155, il s’agit de
miARNSs décrits dans de nombreux articles de la littérature pour le role qu’ils jouent dans la
régulation de I'inflammation. MiR-146a est un régulateur négatif de la voie NFkB et inhibe la
production de cytokines pro-inflammatoires, I'ostéoclastogenese, la maturation des DCs ou
encore la présentation antigénique (Taganov et al., 2006; Vicente et al., 2016). A l'inverse,
miR-155 est considéré comme un mIARN pro-inflammatoire qui stimule notamment la
différenciation des monocytes en macrophages en ciblant des génes tels que SOCS1
(«Suppressor of cytokine signaling 1 »), CSFIR (Macrophage colony-stimulating factor 1
receptor) (O’Connell et al., 2007) et MITF (Mann et al., 2010). Des études comparant
I'expression de ces deux miARNs dans le plasma ont montré des niveaux d’expression
aberrants chez les patients AJl comparé a des enfants sains (Ma et al., 2016). Parmi les
miARNs que j’ai identifié, certains sont également décrits dans des contextes infectieux.
C’est le cas de miR-342-5p qui inhibe la biosynthése du coxsackievirus B3, un pathogéene
associé a des maladies cardiaques (Wang et al., 2012), ou encore le miR-4667-5p pour lequel
I'expression augmente en réponse a une infection a Burkholderia pseudomallei dans les
cellules épithéliales pulmonaires (Li et al., 2015). Pour ce qui est de miR-150-5p, il est
surexprimé dans des PBMC d'enfants AJl par rapport a des controles sains (Li et al., 2016), et,
a l'inverse, faiblement exprimé dans le sérum de patients atteints de choc septique par

rapport a des donneurs sains (Vasilescu et al., 2009), ce qui est en accord avec mes résultats.

De facon intéressante, les analyses effectuées avec le logiciel miRWalk ont montré
I'implication de ces 19 miARNs dans la régulation de génes appartenant a des voies de
signalisation liées a l'insuline. Bien que ces voies ne soient pas encore étudiées en cas d’All,
des analyses ont montré que la prévalence de la résistance a I'insuline est plus élevée chez
les patients atteints de PR par rapport aux individus sains (Nicolau et al., 2017). D’autres
études ont constaté que les enfants atteints de maladies inflammatoires comme le diabéte
de type 2 lié a une résistance a l'insuline présentaient un retard de croissance important

(Child et al., 2011; Cirillo et al., 2018). Ce dernier peut s’expliquer en partie par les
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concentrations importantes de cytokines pro-inflammatoires. En effet, De Benedetti et al.
ont montré que les concentrations élevées d’IL-6 chez des souris arthritiques étaient
associées a de faibles taux sériques d’IGF-1 et a un retard de croissance (De Benedetti et al.,
1997). Il serait donc intéressant d’étudier I'implication des miARNs dans la régulation des
génes liés a la résistance a linsuline. Ceci permettrait d’identifier des mécanismes
potentiellement associés aux retards de croissance dont peuvent souffrir les enfants atteints

d’All.

L'ensemble de ces analyses avec les miARNs apporte des pistes qu’il serait intéressant
d’explorer d’'une part pour I'amélioration du diagnostic des enfants atteints d’arthrite,
d’autre part pour étudier et comprendre des voies de signalisations impliquées dans la

physiopathologie de I'All.

2. Comparaison entre les contextes systémique et articulaire

La deuxiéme partie de mon projet de these a eu pour objectif d’étudier I'implication des
sous-populations de monocytes dans la physiopathologie de I'AJl oligoarticulaire en
effectuant des comparaisons entre leur profil au niveau du sang et celui dans les
articulations ou se développe une inflammation chronique. Mes résultats montrent pour la
premiere fois une accumulation de monocytes intermédiaires au niveau du LS des enfants
atteints d’oligoarthrite, ce qui est en accord avec des données publiées sur des cas d’All liée
a 'enthése (Gaur et al., 2017). Comme expliqué ci-dessus, une augmentation de monocytes
CD16" a été identifiée dans de nombreuses pathologies, notamment des maladies
infectieuses et inflammatoires. Afin d’aller plus loin dans la caractérisation de
I’environnement articulaire chez les patients atteints d’All, j’ai collaboré avec I'équipe du Pr.
Edouard Tuaillon (INSERM U1058) pour analyser le profil cytokinique du LS et le comparer a
celui du sérum. Les résultats ont révélé des concentrations élevées en MCP-1, IP-10 et IL-8
au niveau du LS par rapport au sang, pouvant suggérer un recrutement de monocytes au
niveau des articulations des patients. Des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1B,

I'IL-18, I'IL-6 et I'IFNa ont également été détectées en concentrations élevées dans le LS. Ces
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résultats sont en accord avec les données de Saxena et al. qui montrent que IL-1B et IL-6
peuvent étre produites par les monocytes de patients atteints d’AJl et contribuer au
développement d’un environnement inflammatoire dans les articulations de ces patients
(Saxena et al., 2005). Par ailleurs, la production locale de taux élevés d’IL-1B et IL-18 évoque
I’activation de I'inflammasome dans les monocytes/macrophages de I'articulation. Enfin, la
présence de IFNa est une cytokine signature des CD123" pDCs que jai retrouvées en

guantités importantes dans le LS des All.

Jai cherché a caractériser l'effet du LS de patients atteints d’AJl sur des monocytes
classiques de donneurs sains. Les analyses phénotypiques des monocytes CD14" suite a la
culture en présence de LS ont montré une modification des marqueurs membranaires de ces
cellules qui acquierent un phénotype similaire a celui des monocytes intermédiaires. Afin de
comprendre I'effet du LS des patients All sur la modification phénotypique des monocytes
sains, je me suis intéressée aux miARNs que j'avais identifiés dans le LS des All, et plus
précisément a miR-150-5p. Comme indiqué plus haut, mes résultats de séquencage a haut
débit, validés en RT-gPCR, montrent que miR-150-5p est plus exprimé dans le LS des patients
AJl que celui des patients AS. Ce miARN joue un réle important dans le développement des
cellules myéloides et lymphoides (He et al., 2014). De plus, des études récentes ont montré
gu’il intervient dans la différenciation terminale des monocytes via le ciblage du géne TET3
(Selimoglu-Buet et al., 2018). Selimoglu-Buet et al. ont montré que la neutralisation du miR-
150 diminue la génération de monocytes intermédiaires, ce qui est en accord avec mes
résultats. J’ai cherché des génes potentiellement ciblés par miR-150-5p qui pourraient étre
modulés au niveau des monocytes et qui joueraient un réle dans la physiopathologie de I'AJl.
Grace a une analyse in silico, j’ai identifié une liste de genes et mon intérét s’est porté sur
CCR2. Ce géne code pour un récepteur situé au niveau de la membrane des monocytes. De
facon intéressante, son expression est forte a la surface des monocytes classiques et faible
pour les non classiques. Il est impliqué dans leur recrutement au niveau des sites
inflammatoires en réponse aux concentrations de MCP-1, chimiokine pour laquelle jai
détecté des concentrations importantes dans le LS des patients atteints d’AJl (Weber et al.,
2000). Ce récepteur a également été montré comme jouant un rdéle dans la migration des
cellules du site de I'inflammation vers les organes lymphoides ou a lieu la présentation

antigénique (Zhang et al., 2009). Mes résultats indiquent pour la premiere fois qu’une
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neutralisation de I'expression de miR-150-5p dans les CD14" est associée a une
augmentation de I'expression de CCR2. Par conséquent, les taux importants de miR-150-5p
au sein des articulations des enfants ayant une AJl pourraient induire une diminution de
I'expression de CCR2, suivie d’une réduction de la migration des monocytes. Ceci pourrait

low

alors favoriser I'accumulation de cellules CD14"*CD16"CCR2°" au niveau du LS des patients

atteints d’All, entretenant ainsi la réaction inflammatoire locale.

En conclusion, j'ai constaté qu’il existe une accumulation de monocytes intermédiaires au
sein du LS des patients atteints d’AlJl. Les études que j'ai effectuées sur miR-150-5p
suggerent qu’il pourrait jouer un role clé dans la physiopathologie de I’All via I'impact qu’il a
sur la génération des monocytes intermédiaires et I'inhibition de leur migration en ciblant

CCR2.

3. Conclusions et perspectives

Mon projet de thése m’a permis de mettre en évidence différents acteurs cellulaires et
moléculaires pouvant étre impliqués dans la physiopathologie de I'AJl. En comparant les
sous-populations de cellules myéloides entre All et AS, j’ai identifié au niveau du LS des sous-
types de DCs en nombre plus importants dans le rhumatisme chronique (CD141" cDCs et
CD123" pDCs). Ces DCs expriment des taux faibles de PDL2 comparé aux patients atteints
d’AS, suggérant qu’ils possédent une capacité réduite a induire une tolérance via les
lymphocytes T. De plus, I'analyse des profils cellulaires entre le sang et le LS des patients
atteints d’AJl montre une accumulation importante de monocytes intermédiaires dans les
articulations touchées par la maladie. Notons toutefois que, pour valider ces résultats, il est
important d’effectuer de nouvelles inclusions de patients All et AS ayant des ages similaires

afin de s’affranchir des variations cellulaires et moléculaires dues a I'age.

Avec la caractérisation des profils d’expression des miARNs, j'ai identifié une liste de
marqueurs du LS différemment exprimés entre le contexte infectieux et inflammatoire. Je

me suis particulierement intéressée a miR-150-5p et mes résultats suggerent que ce miARN
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qui est fortement exprimé en cas d’All serait impliqué dans I'accumulation des monocytes
intermédiaires au sein des articulations des patients. En effet, en plus de jouer un réle dans
la génération de monocytes intermédiaires a partir de monocytes classiques en ciblant TET3
comme démontré dans la littérature (Selimoglu-Buet et al., 2018), mes résultats montrent
gue miR-150-5p inhibe I'expression de CCR2. Ceci pourrait avoir pour conséquence de

réduire la mobilité des monocytes et ainsi limiter leur migration vers les organes lymphoides.

Afin de valider la liaison du directe du miR-150-5p au niveau de la séquence cible de I’ARNm
du gene CCR2, il est nécessaire d’effectuer des analyses avec un systeme rapporteur (dual
luciferase assay). Pour démontrer I'existence d’un axe de régulation miR-150/CCR2 dans les
monocytes, il sera nécessaire d’effectuer des expérience de perte et gain de fonction du
miARN associées a la surexpression/inhibition de CCR2 dans des CD14". Par la suite, des
analyses de I'expression génique et protéique de CCR2 au niveau de monocytes isolés a
partir du LS de patients atteints d’AJl devront étre effectuées. De plus, les études que j'ai
réalisées sur les monocytes de patients ainsi que ceux transfectés se limitaient a une
caractérisation phénotypique. Il serait intéressant de les poursuivre avec des analyses
fonctionnelles, c’est-a-dire caractériser les cytokines produites par ces cellules, étudier I'état
d’activation de ces dernieres, leur capacité a effectuer de la présentation antigénique et

I'effet qu’elles ont sur la prolifération/polarisation des lymphocytes T.

De plus, les souris miR-150"" existant, il serait intéressant d’induire une arthrite chez ces
animaux et d’étudier I’évolution de la maladie en I'absence du miR-150-5p. Si mon
hypothése est vraie, 'absence de miR-150 devrait protéger les animaux de la pathologie. Ces
études in vivo seront a approfondir ensuite avec des études fonctionnelles sur les
monocytes, leur migration et la polarisation des lymphocytes T chez les souris miR-1507

+/+

versus souris miR-150"".

Enfin, bien que je me sois intéressée dans un premier temps a I'implication des monocytes
dans I'All et le role de miR-150-5p sur leur phénotype, la caractérisation des DCs et I'effet de
miR-150-5p sur leur fonction ont également leur intérét pour comprendre les mécanismes

impliqués dans la physiopathologie de I'AJI.
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