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l. INTRODUCTION

Les uvéites sont définies comme une inflammation du tractus uvéal vasculaire dans
I’ceil, incluant I’iris, le corps ciliaire et la choroide, cependant des structures adjacentes
comme la rétine, le nerf optique, le vitré et la sclere peuvent également étre affectées. De ce
fait, en pratique toute inflammation intraoculaire endommageant la barriére hémato-oculaire

est considerée comme faisant partie du méme groupe de pathologies.

Les infections sont I’une des causes les plus fréquentes d’uvéite. Elles peuvent envahir
le tissu oculaire directement ou résulter d’un processus inflammatoire. Les causes infectieuses
des uvéites possibles sont la toxoplasmose, la tuberculose, la syphilis, mais également les
virus comme le CMV, le VZV et ’HSV. Sauf exception, I’évaluation clinique des patients qui
développent une uvéite ne montre pas d’invation directe du pathogéne dans I’ceil. Les
prélévements d’AqH effectués dans 1’ceil lors d’une inflammation active vont permettre de
retrouver des infiltrats inflammatoires comprenant des lymphocytes T, B et des macrophages.
Ces analyses suggerent des mécanismes actifs de régulation immunitaire, dont une apoptose
des lymphocytes T induite par le FasLigand et une régulation de la fonction des cellules

dendritiques par le cortisol.

Cependant la question est : qu’est-ce qui initie ces processus inflammatoires dans
I’eil? Malgré I’absence d’infection évidente dans certaines de ces uvéites, des données
expérimentales suggerent un rdle central des produits bactériens, mais pas seulement. L’¢tude

des mécanismes immunitaires dans les uvéites pourrait répondre a cette question.

Les uvéites sans étiologie retrouvée (ou uvéites idiopathiques) sont des pathologies
intraoculaires inflammatoires potentiellement cécitantes, surtout lorsqu’elles touchent le

segment postérieur de 1’ceil.

Le traitement des uvéites, mal codifié, consiste en une corticothérapie continue, et
lorsqu’il existe une dépendance ou une résistance a la corticothérapie, ce traitement est utilisé
en association ou remplacé par un traitement immunosuppresseur (mycophénolate mofeétil,
méthotrexate, azathioprine...) prescrit de facon empirique. Il n’existe aucun marqueur de
diagnostic et de suivi cliniqgue ou biologique permettant de choisir individuellement le
traitement immunosuppresseur ou la biothérapie a utiliser dans ces affections. L’introduction

d’agents biologiques comme les anti-TNF-a et I’IFN-y constitue une approche thérapeutique



efficace pour les uvéites réfractaires. D’autres agents administrés par voie orale ou sous-
cutanée (anti-IL1p et anti-IL-6) ont fait ’objet d’essais cliniques au CHNO des Quinze-
Vingts (multicentriques, internationaux) pour le traitement des uvéites non infectieuses, avec
des résultats prometteurs pour les maladies auto-immunes systémiques. A ce jour, le choix
rationnel de ces diverses biothérapies, non dénuées d’effets secondaires, n’est pas établi selon
les différentes présentations cliniques des uvéites. Des patients atteints d’uvéites sont
d’ailleurs réfractaires a certains de ces traitements. Le choix de nouvelles stratégies
thérapeutiques nécessiterait une justification par un rationnel objectif et, a cet effet,
I’identification des médiateurs spécifiques permettrait éventuellement de mieux cibler leur
administration. Il est en effet raisonnable de penser que I’expression des cytokines et
chimiokines est élevée au cours des uvéites idiopathiques. De plus, leur profil hétérogene peut

étre en lien avec leur variabilité anatomique et clinique.

Nous nous proposons de comparer, dans notre population, les profils cytokiniques
obtenus dans les uvéites idiopathiques au spectre trouvé dans les uvéites infectieuses et
autoimmunes (Behcet, sarcoidose syphilis et toxoplasmose). Nous utiliserons la méthodologie
Luminex® spécialement calibrée et validée pour les microdosages de cytokines et
chimiokines dans les liquides intraoculaires (microcytométrie en flux alliant I'utilisation de
microspheres fluorescentes reconnaissant des peptides et une double lecture apres excitation

par deux lasers) [1].

Pour mieux étudier les mécanismes immunitaires mis en jeu lors d’une uvéite
idiopathique, nous avons comparé les profils cytokinique obtenus aux spectres observés dans
des inflammations intraoculaires de diverses étiologies, infectieuses ou non. Un groupe de
patients atteints de syphilis oculaire a été également étudié afin de servir de témoin positif et

d’étudier cette pathologie peu explorée jusqu’alors au niveau immunologie intraoculaire.

Ces profils immunitaires ont ensuite été confrontés aux présentations cliniques et aux

aspects retrouveés en optique adaptative.

Les uvéites avec vascularites ont un aspect caractéristique en optique adaptative,
technique qui permet d’agrandir I’image que nous avons des vaisseaux rétiniens en précisant,
de plus, les types anatomiques d’atteintes (artérielles ou veineuses), les variations de calibre
vasculaire et les caractéristiques de parois vasculaires et des tissus adjacents. Les études

histologiques rapportées dans la littérature décrivent des engainement périvasculaires
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inflammatoires dans les uvéites (notamment dans la sarcoidose), des amats cellulaires
intrarétiniens et des modifications inflammatoires intravasculaires (dans la forme oculaire de
la maladie de Behcet, par exemple). Nous chercherons en optique adaptative a préciser les
caractéristiques spécifiques des vaisseaux enflammés dans les uvéites actives. Ces aspects
ainsi definis seront alors comparés a nos resultats des cytokines du sérum et de I’humeur
aqueuse afin de rechercher les corrélations entre profils cliniques en optique adaptative et
profils immunitaires (chimiokines et cytokines) en biologie.

Aprés un rappel sur les uvéites, nous décrirons les aspects cliniques retrouvés en
optique adaptative dans les uvéites avec vascularites rétiniennes. Nous présenterons ensuite
nos travaux sur les dosages de cytokines et chimiokines dans les uvéites de diverses étiologies

afin de les comparer a ceux des uveites idiopathiques.

Nos résultats doivent nous permettre de dessiner des futures stratégies diagnostiques et
thérapeutiques qui associent les présentations cliniques, les données de laboratoire et les

traitements, ce qui sera discuté dans la derniere partie.
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II. GENERALITES SUR LES UVEITES

11-1. Définitions

Le terme «uvéite » se rapporte classiquement a I’inflammation de I'uvée. L’uvée est
située entre la sclérotique et la rétine, vascularisée, qui comprend I’iris, le corps ciliaire
(élément anatomique auquel sont reliés les ligaments retenant le cristallin) et la choroide.

Les uvéites sont potentiellement cécitanteset leur prévalence est de 115 pour 100 000 [2].
Elles représentent 1’une des causes majeures de cécité dans le monde. Bien que 1’uvéite soit
localisée a I’ceil, elle représente une manifestion d’une maladie systémique immunologique et
est considérée comme faisant partic d’un continuum de maladies immunologiques [3]. Les
uvéites seraient la cause de 10 a 20% des Handicaps visuels sévéres aux USA et en Europe
chez les patients en age de travailler [4]. Elles peuvent étre causées par des infections et/ou
une autoimmunité. La proportion relative est reliée a la géographie ; les uvéites causées
pardes maladies autoimmunes sont plus fréquentes dans les pays développés, alors que les
uvéites infectieuses sont plus fréquentes dans les pays en voie de développement.
Approximativement 70 a 90% des uvéites cécitantes dans les pays développés sont non
infectieuses.

Classiquement, les uveites comprennent 3 formes, les uveéites antérieures, intermédiaires et

postérieures, les panuvéites étant I’association de ces 3 formes.
11-2. Classification des uvéites

Leur classification anatomique comporte les uvéites antérieures (situées en avant du
critallin ou iridocyclites), les uvéites intermédiaires (inflammation du vitré), les uvéites
postérieures (inflammation de la rétine et/ ou de la choroide) et les panuvéites lorsque
I’inflammation concerne I’ensemble des structures intraoculaires. Il existe une classification
internationale basée sur des criteres anatomiques [critéres de 1’International Uveitis Study
Group (IUSG) et criteres SUN (Standardization of Uveitis Nomenclature), [5]], qui est la
suivante: (1) uvéites intermédiaires (pars planite) (2) uvéites postérieures (choroidite
multifocale avec recherche négative pour la sarcoidose ou la tuberculose, choroidite ponctuée
interne, choriorétinite serpigineuse, choriorétinite pseudo-serpigineuse, épithéliopathie en

plaque, rétinochoroidite non infectieuse, neurorétinite, vascularite rétiniennes artérielles et/ ou
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veineuses non infectieuses c’est-a-dire vascularite non secondaire a un désordre
dysimmmunitaire) et panuvéites (inflammation de la chambre antérieure, du vitré, de la rétine
et/ou de la choroide).

Dans notre etude, nous nous sommes limitée aux formes intermédiaires, postérieures et
aux panuveéites.

e Les uvéites intermédiaires

L’uvéite intermédiaire est définie anatomiquement par une inflammation intraoculaire qui

touche I’humeur vitrée, la rétine périphérique et la pars plana. Il s’agit d’une forme d’uvéite
fréquente notamment chez les enfants, avec une prévalence de 1,4/100 000 [6]. Genéralement
le début est insidieux avec des symptdmes a type de vision floue et de myodésopsies ; la
rémission spontanée est peu fréquente et transitoire. La perte de vision associée est secondaire
a I’cedéme maculaire cystoide chronique ou au glaucome secondaire [7].
Le diagnostic d’uvéite intermédiaire idiopathique s’applique lorsqu’il n’y a pas de mise en
évidence d’infection ; la pars planite se réfere a un sous-groupe d’uvéites chez lesquels sont
décrits la formation concomitante de snowballs (ou « ceufs de fourmis » en frangais) ou d’une
exsudation au niveau de la pars plana (appelée «banquise »). Ce phénotype clinique se
rencontre ¢galement dans des causes infectieuses d’uvéites dont la syphilis, la tuberculose, la
borreliose oculaire de Lyme, la maladie des griffes du chat, la toxoplasmose, la maladie de
Whipple, le virus Epstein-Barr, le virus HTLVI1 et le VIH (virus d’immunodéficience
humaine) [8]. De plus les uvéites intermédiaires sont souvent associées a de multiples
maladies du spectre des maladies immunologiques auto-immune auto-inflammatoires, comme
la sarcoidose, la sclérose en plaque et les maladies inflammatoires type Crohn (ou
« inflammatory bowel disease ») [9].

e Les uvéites postérieures

Les uvéites postérieures regroupent également les entités cliniques suivantes :
rétinopathie, rétinite et vascularite rétinienne. Quand 1’inflammation est prédominante au
segment postérieur (rétine et choroide), 1’appellation uvéite postérieure est utilisée; la
fonction visuelle est alors affectée en raison de 1’atteinte des photorécepteurs.

D’autres classifications se basent sur la répartition étiologique des uveéites selon 3 classes: les
uveites infectieuses (essentiellement herpétiques, mycotiques, ou associées a la tuberculose, a
la toxoplasmose...), les uvéites associées a des pathologies générales et/ou dysimmunitaires

(telles que la sarcoidose, la maladie de Behget, les spondylarthropathies, la polyarthrite

12



juvénile,...) et les formes idiopathiques, c’est-a-dire qui ne sont en lien ni avec un agent

infectieux ni avec une pathologie dysimmunitaire et correspondent a 30 a 50% des uvéites.

De fagon plus détaillée la classification de I’IUSG distingue :

e Les uvéites postérieures et intermédiaires infectieuses.

Elles regroupent les uvéites virales, du groupe Herpes (Herpes simplex, Varicelle-zona,
Cytomegalovirus), du VIH, HTLV1 et la dengue; les uvéites d’origine bactériennes :
tuberculose, lepre, syphilis, borreliose de Lyme, brucellose, chlamydiose, ricksettiose,
bartonellose, leptospirose et maladie de Whipple; les uvéites d’origine fongique et
parasitaire : toxoplasmose, histoplasmose, candidose, toxocarose et onchocercose.

e Les uvéites postérieures et intermédiaires non infectieuses avec manifestations
extraophtalmologiques (dont les pathologies dysimmunitaires). Elles sont

associ¢es a: HLA B27, entérocolopathies inflammatoires, polyarthrite rhumatoide, arthrite

chronique juvénile, maladie de Behcet, maladie de Vogt-Koyanagi-Harada, sarcoidose,

sclérose en plaque, néphrite tubulo-interstitielle et granulomatose avec polyangéite.

o Les uvéites postérieures et intermédiaires non infectieuses sans manifestations
extraophtalmologiques :
rétinochoroidites de type «birdshot» (ou inflammation granulomateuse chronique de la
choroide et de la rétine avec une forte association a l'antigene HLA A29) et le syndrome des
« taches blanches évanescentes » (rare, avec remaniement maculaire et inflammation du nerf

optique).

e Les uvéites postérieures et intermédiaires idiopathiques isolées.

Les uvéites d’étiologies indéterminées sont probablement d’origine auto-immune.

e Les pseudo-uvéites.

Celles-ci désignent des pathologies qui ressemblent cliniquement aux uvéites comme les
lymphomes oculaires. L’atteinte oculaire des lymphomes malins non hodgkinien (LNH) peut
étre lié a une atteinte primitive, le lymphome oculaire et cérebral primitif (ou PIOL pour
Primary Intra Ocular Lymphoma), ou étre secondaire a la diffusion métastatique de cellules

malignes d’un lymphome ganglionnaire, ou plus rarement étre secondaire a un lymphome B
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de la zone marginale de bas grade de malignité (lymphome de type MALT). Le diagnostic
repose sur la présence dans le vitré de cellules lymphomateuses. L’un des éléments
d’orientation est la ponction de chambre antérieure (et/ou de vitré) pour doser 1’IL-10. Cette
cytokine est sécrétee de facon massive par les lymphocytes tumoraux et est donc retrouvée a
des taux élevée (>50 pg/mL par la technique ELISA) dans la chambre antérieure. Le dosage
de I’'IL-6 et le rapport IL10/IL-6>1 dans le cas des lymphomes est également utile pour le
diagnostic différentiel avec une uvéite infectieuse ou auto-immune.

Cette maladie est de diagnostic difficile en raison du peu de spécificité de ses signes cliniques
ou paracliniques, surtout lorsque la localisation est exclusivement oculaire ce qui explique un

retard diagnostique fréquent.

e Définition des parametres de diagnostic clinique dans notre pratique clinique
(voir Méthodes)

- uvéite intermédiaire ou pars planite avec hyalite (vitré : site principal de I’inflammation),
« banquise inférieure » et/ou formation de condensations vitréennes en « ceufs de fourmis »
survenant en 1’absence d’infection associée ou de maladie systémique,

- uvéite postérieure (ou panuveite).

Tableau I. Standardisation de la classification des uvéites par phénotype clinigue.

choroidite multifocale coexistence de taches blanches choriorétiniennes actives et

de taches atrophiques pigmentées cicatricielles.

choroidite  ponctuée interne | idem que précédemment mais Iésions localisées au pdle

(PIC) postérieur.

épithéliopathie en plaques plagues multiples confluentes, multicylindriques du péle
postérieur au niveau de I’épithélium pigmentaire et de la
choroide. Réaction inflammatoire vitréenne parfois
associée. Possiblement un processus inflammatoire
secondaire a un syndrome infectieux puisque souvent

associé a un syndrome pseudogrippal.

choroidite serpigineuse pathologie  inflammatoire =~ d’origine  choroidienne
d’étiologie inconnue, se distinguant par des lésions de
Iépithélium pigmentaire rétinien, de la choriocapillaire et

de la choroide a début papillaire et avec des contours

géographiques de dissémination centrifuge.
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choroidite pseudoserpigineuse idem que précédemment mais a début péripapillaire.

choriorétinite inflammation de la rétine et de la choroide (diagnostic
clinico-angiographique).

neurorétinite association d’oedéme papillaire et d’une étoile maculaire
vascularites rétiniennes | caractérisés par des engainements blanchatres segmentaires
artérielles et/ou veineuses focaux ou disséminés autour des vaisseaux rétiniens, mieux

visualisés lors d’une angiographie a la fluorescéine par

diffusion pariétale de produit de contraste.

Toutes ces formes sont caractérisées par un infiltrat cellulaire inflammatoire
observable a la lampe a fente. La chambre antérieure de I’ceil est remplie d’un infiltrat de
leucocytes dont le comptagepermet de mesurer un score inflammatoire, ensuite comparé avec
un systéme standard de cotation [5].

Les exsudats de protéines peuvent entrainer une opacification des milieux oculaires, cotée
comme «flare » pour I’AqH et «haze» pour le vitré. Les anomalies rétiniennes et
choroidiennes sont souvent localisées, avec des zones d’infiltrats dans le tissu vasculaire
inflammatoire. Cette évaluation clinique est complétée par des tests d’imagerie rétinienne
comme |’angiographic a la fluorescéine qui peut aider a déterminer le niveau d’activité
inflammatoire dans les tissus rétinien et choroidien, et donc la nécessité de traitement. Des
avancées récentes dans les techniques d’imagerie ont permis de générer des moyens d’examen
de la rétine in vivo en haute résolution qui approchent les moyens histologiques chez les

patients uvéitiques. Parmi ces récentes imageries, se trouve I’optique adaptative (FIOA).
11-3. Place des uvéites idiopathiques

L’uvéite auto-immune peut faire partie d’un syndrome systémique auto-immun
touchant de multiples tissus, comme la maladie de Behget, la sarcoidose systémique, et la
maladie de Vogt-Koyanagi-Harada. Dans d’autres maladies, I’ceil peut étre la seule cible
comme dans 1’uvéite idiopathique, la rétinochoroidopathie de type « birdshot » (caractérisée
par de multiples petites lésions inflammatoires distribuées sur la rétine et dans la choroide) et
I’ophtalmie sympathique. L’association de la rétinochoroidopathiede type « birdshot» a
I’antigéne protéine S rétinien est bien établie [10]. Bien que de récents rapports aient
démontré une déviation immune systémique dans cette pathologie, cliniquement, elle reste

isolée au niveau oculaire [11], [12].
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De plus, des cas familiaux d’uvéites intermédiaires idiopathiques et d’autres maladies auto-
immunes suggérent que les variants communs génétiques et/ou un agent commun
environnemental sont probablement la cause de maladies auto-immunes. Une des hypothéses
serait qu’un agent infectieux (virus ou bactérie) activerait systématiquement les lymphocytes
T autoréactifs chez des patients génétiqguement prédisposés. Les mécanismes par lesquels ces
lymphocytes interviennent sont probablement une imitation moléculaire ou une activation non
spécifique des lymphocytes T autoréactifs qui sont localisés dans 1’ceil, induisant une maladie
inflammatoire chronique récidivante [13], [14].

Les uvéites idiopathiques immunologiques constituent un groupe hétérogéne d’affections
aujourd’hui classables sur la seule base anatomique de I’atteinte (antérieure, intermédiaire
et/ou postérieure). Le caractére « idiopathique » est établi par défaut aprés élimination d’une
origine infectieuse.

Le caractere idiopathique de 1’uvéite est donc un diagnostic d’élimination lorsque le bilan
clinique et biologique (y compris I’imagerie) complémentaire s’est révélé non contributif et
I’examen ophtalmologique est non pathognomonique d’une entité particuliére. En pratique, le
diagnostic et la classification des uvéites nécessitent une étape d’investigations cliniques et
paracliniques et une synergie entre équipe de médecine interne et les ophtalmologistes. Les
investigations nécessaires sont réalisées dans le cadre du soin courant.

Cette prise en charge est maintenant tres bien codifiée et est homogene dans les centres
spécialisés pour la prise en charge des uvéites. Elle comprend :

- une expertise ophtalmologique,

- des examens paracliniques (détaillés plus loin),

- et dans les formes graves d’uvéites, c’est-a-dire: baisse d’acuité visuelle <5/10°
inflammation majeure de segment antérieur et/ou postérieur, hypertonie oculaire, la
réalisation d’un prélevement intraoculaire (AqH ou vitré, plus rarement) a visée
microbiologique.

Ce prélévement peut étre utilisé dans le cadre de la recherche immunologiquepour avoir acces
aux liquides intraoculaires en cause, permettant d’identifier et de quantifier certains des

désordres biologiques locaux au cours des uvéites.
11-4. Les vascularites rétiniennes

e Démographie, aspect clinique et diagnostique
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Une vascularite rétinienne isolée complique approximativement 3% des uvéites, mais en
comptant les uveéites associées a une maladie systémique, leur prévalence passe a 10% avec
une incidence annuelle de 1 a 2 pour 100 000. Les diagnostics sous-jacents dans les
vascularites rétiniennes sont la maladie de Behcet, la sarcoidose, la sclérose en plaques (SEP),
I’arthrite rthumatoide, les maladies inflammatoires intestinales (MICI), mais également les
causes infectieuses : tuberculose, syphilis, borréliose oculaire, toxoplasmose, virus du groupe
Herpes....

Les vascularites rétiniennes font partie du tableau clinique des inflammations du segment
postérieur avec les choriorétinites, 1’cedéme maculaire et 1’cedéme papillaire. Les vascularites
rétiniennes touchent surtout les veines avec une distribution périphérique, centrale ou proche
du nerf optique au niveau du fond d’ceil. Les signes les plus fréquents sont un engainement
vasculaire ou un «manchon » autour du vaisseau visible a I’examen du fond d’eeil. Ce
manchon est lié secondaire a I’interruption des jonctions serrées endothéliales dans les
capillaires rétiniens formant la barriére hémato-rétinienne interne. Les exsudats et les cellules
inflammatoires infiltrantes peuvent s’agglomérer entre les péricytes et la glia-limitans de la
paroi des vaisseaux dans I’espace de Virchow-Robin donnant un aspect caractéristique
d’engainement, segmentaire ou confluant. Les vascularites se compliquent soit d’une fuite
exsudative soit d’une occlusion de la lumiére vasculaire et ces séquelles sont responsables des
symptomes de la maladie ; la fuite entraine un cedéme rétinien et des occlusions veineuses,
des hémorragies intrarétiniennes, des nodules cotonneux (arrét du flux axoplasmique dans les
zones d’ischémie des fibres nerveuses) et possiblement un cedéme de la téte du nerf optique.
L’occlusion veineuse peut conduire a une non-perfusion capillaire avec ischémie et
néovascularisation rétinienne secondaire, a une hémorragie intravitréenne, un glaucome
néovasculaire et une perte visuelle en résultant.

Les vascularites sont bilatérales dans la plupart des cas et des études ont montré que 35% des
patients avec uvéites développent une cécité ou un handicap visuel. Dans une série de 53
patients avec vascularite idiopathique, 28% ont présenté une baisse d’acuité visuelle de <1/10°
dans au moins un ceil ; les pronostics visuels les plus sévéres sont rencontrés lorsque les
vascularites sont compliquées d’occlusions vasculaires avec ischémie rétinienne. Leur atteinte
peut entrainer une vision floue, indolore, des scotomes et des myodésopsies (par hémorragie
ou infiltration leucocytaire dans le gel vitréen) ou, au contraire, rester asymptomatique si elle
touche seulement la vascularisation périphérique.

e Aspect clinique et histologique des vascularites selon leur étiologie
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La difficulté¢ d’obtenir des specimens de tissu ou des biopsies des structures internes de
I’ceilexplique que notre connaissance de 1’origine pathologique des vascularites rétiniennes
provientexlusivement des observations cliniques, des études posténucléation ou post-mortem.
Malheurement, ces dernicres n’explorent la physiopathologie de ces maladies que lorsqu’elles
sont déja a un stade tardif ou chronique. Les modeles expérimentaux sont eux aussi utiles

pour les études histopathologiques et immunopathologiques.

- Lasarcoidose

L’atteinte ophtalmique, généralement une uvéite antérieure ou postérieure, dans la
sarcoidose touche 26% des patients atteints de cette maladie. La vascularite rétinienne de la
sarcoidose a un aspect assez typique de périphlébite (atteinte veineuse) caractérisée par une
exsudation périvasculaire (ou périphlébites en « taches de bougie »).

Les rapports de pathologie oculaire décrivent un granulome non caséeux fait de macrophages,
de cellules épithélioides, de cellules géantes avec des lymphocytes autour. Au pble postérieur,
la rétine peut étre affectée comme la pars plana, le nerf optique et la choroide. L’atteinte
vasculaire est caractérisée par un infiltrat lymphocytaire et histiocytaire et quelques vaisseaux
occlus par des granulomes [15]. Une observation montre I’interruption des jonctions serrées
vasculaires rétiniennes par une atténuation et une fenestration de 1’endothélium venulaire
[16]. Gass a documenté les exsudats perivasculaire et le sang ainsi que de nombreux nodules
de cellules épithélioides centrés autour des vaisseaux sanguins rétiniens avec ’extension de
quelques nodules en prérétiniens dans le vitré [17]. Ces aspects correspondent aux signes
cliniques d’engainement en « taches de bougie » et aux « ceufs de fourmis prérétiniens ». De

plus, une prolifération fibrovasculaire allant de la rétine au vitré a été décrite.

- Lamaladie de Behcet

La maladie de Behget est une pathologie multisystémique d’étiologie inconnue
caractérisée par des ulcéres oraux et génitaux, une uvéite et une atteinte vasculaire, gastro-
intestinale, neurologique et musculo-squelettique. L’immunité innée et adaptative jouent un
rle dans cette maladie avec diverses cytokines proinflammatoires impliquées dans les voies
pathogéniques responsables de lésions tissulaires.

L’inflammation oculaire (de forme antérieure non granulomateuse ou postérieure) constitue
I’'un des signes majeurs permettant le diagnostic de cette maladie. On la rencontre dans 66 a

73% des cas. La wvascularite rétinienne est genéralement occlusive, touchant
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préférentiellement les veines mais une occlusion des artéres apparait ensuite dans 1’évolution
de la maladie.

Les comptes rendus d’anatomo-pathologie font état d’une gliose extensive de la rétine avec
décollements et avec parfois des membranes fibrovasculaires présentes a leur surface dans des
yeux ou la maladie était déja avancée comme en témoigne une néovascularisation du segment
antérieur. Une infiltration lymphocytaire est prédominante, associée a un manchon
périvasculaire observé cliniquement [18]. Des aspects similaires en histopathologie ont
montré une infiltration lymphocytaire des vaisseaux rétiniens (veines et veinules) et des
espaces périvasculaires. Des zones d’atrophie et de désorganisation de la rétine associés a
desoblitérations inflammatoires de veinules dans les tissus rétiniens et choroidiens eux-
mémes, ont été décrits. Ces aspects sont associés aux périphlébites occlusives conduisant a
I’ischémie rétinienne dans cette maladie Behcet [19]. L’étude des infiltrats lymphocytaires
montrent qu’ils sont composés principalement de CD4+ T helper cells, avec peu de
lymphocytes T CD8+ ou B [20]. De plus, une augmentation des molécules d’adhésion

cellulaire sur I’endothélium vasculaire a été retrouvée [20], [21].

- Lasclérose en plaques (SEP), uvéite intermédiaire et pars planite

L’ceil est un organe qui peut étre atteint dans la SEP. En effet, 45% des cas présentent
une atrophie du nerf optique, généralement secondaire a une neuropathie optique [22]. Trente
six pour cent des patients présentent également une vascularite rétinienne a I’examen clinique
[23]. La présence de la vascularite rétinienne ne serait pas corrélée a 1’activité de la SEP.
L’aspect clinique le plus typique est une périphlébite périphérique, souvent associé a une
inflammation de la pars plana et du vitré, une triade souvent appelée pars planite ou uvéite
intermédiaire. Les signes de la SEP sont souvent transitoires et asymptomatiques mais
peuvent étre également plus séveres en cas de vascularite occlusive, d’ischémie rétinienne et
de néovascularisation. Le lien entre pars planite et SEP est fort, car 48% des patients avec une
pars planite ont des lésions de démyélinisation a I’'IRM cérébrale [24]. L’examen anatomo-
pathologique de 47 cas de SEP a montré que 1’atrophie optique était la plus commune des
manifestations oculaire (45% des cas), des périphlébites rétiniennes asymptomatiques et du
nerf optique étaient retrouvées également (9 et 12% des cas, respectivement). Un infiltrat
lympho-plasmatique segmentaire périveineux touchant les veines rétiniennes des territoires
postérieur et antérieur a été retrouvé avec des caractéristiques granulomateuses. Un dép6t

d’IgG dans la paroi des veines dans certains cas de périphlébites rétiniennes avec quelques

19



IgA et IgM a été trouvé [25]. D’autres études concluentégalement a une forte corrélation entre

la présence de périphlébites rétiniennes et les Iésions vasculaires cérébrales de la SEP [26].
11-5. Immunologie. Physiopathologie des uvéites chez I’homme.

Le déclenchement des uvéites auto-immunes chez I’homme serait di a 1’activation
périphérique de lymphocytes par des stimuli microbiens et microenvironnementaux ayant des
épitopes communs avec les tissus réetiniens. Les lymphocytes reconnaissant ainsi les antigenes
rétiniens auraient un role central et les macrophages, cellules présentatrices d’antigénes et
productrices de cytokines et chimiokines, induiraient directement des lésions rétiniennes
lorsqu’ils infiltrent I’ceil. Ces 1ésions sont induites par chimiotactisme lors de la libération in
situ de cytokines.

La libération intraoculaire de cytokines et chimiokines aurait donc un réle majeur dans la
pathogenese et la persistance de 1’inflammation oculaire, jusqu’a entrainer la cécité.

En effet, il a été prouvé que :

- les macrophages, cellules présentatrices d’antigénes et productrices de cytokines/
chimiokines sont cytotoxiques pour les cellules de la rétine ;

- les lymphocytes CD4+ effecteurs autoréactifs sont responsables de la pathogenése des
désordres inflammatoires et autoimmuns comme lors de : la sclérose en plaque, I’arthrite
rhumatoide, la maladie de Crohn et les uvéites. Les cellules CD4+ naives se différencient en
sous-effecteurs selon la nature de I’environnement dans lequel 1’exposition a 1’antigene
intervient. Plusieurs phénotypes de lymphocytes T effecteurs ont été décrits, comme les
lymphocytes Thl, Th2, Th17, et plus recemment les Tho.

Les cytokines majeures impliquées dans les uvéites correspondraient au sous-type
lymphocytaire Thlcomme I’'TFN-y. L’IL-4, produite par le phénotype Th2, serait régulatrice.
D’autres seraient également impliquées avec un rdle pathogene ou cytoprotecteur: 1’IL-6,
I’IL-8, le CCL2 [27], [28], I'IL-1B, I’IL-2, I’'IL-13, le TNFa. et I’'IL-10 [29]. Chaque entité Th
nécessite des cytokines particuliéres et des facteurs de transcription pour sa différenciation et
sa fonction et chaque Th posséde sa propre signature cytokinique reliée a sa fonction
effectrice. Les cytokines pro-inflammatoires produites par les cellules non-T sont également

critiques en déterminant la lignée de choix des Th différenciés (fig 1).
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Figure 1 : Cytokines et différenciation des lignées des lymphocytes effecteurs T associés avec

les uvéites, d’aprés (Horai et Caspi, 2011).

e Régulation de la réponse inflammatoire de I’ ceil

L'eeil est un site de privilege immunitaire. L’environnement oculaire a évolué pour limiter la
réponse immune locale et les réponses inflammatoires et ainsi préserver sa transparence et sa
fonction neurosensorielle. La premiére ligne de défenses entre le systéme immun et I’ceil est
représentée par la barriere hématorétinienne efficace et un peu par un systeme de drainage
lymphatique direct dans le globe oculaire qui fonctionne si 1’ceil est intact [30]. S’il existe une
breche (en cas de traumatisme physique de I’ceil et dans le cas ou les cellules immunitaires
sanguines entrent dans 1’ceil), le microenvironnement oculaire immuno-inhibiteur, composé
de diverses molécules solubles et liees aux cellules, penetre dans I’ceil pour prendre le
contrble (repréciser). La barriere hémato-rétinienne est alors altérée et les leucocytes et
lymphocytes (Thl et Thl7) sont recrutés depuis la circulation sanguine ainsi que des
cytokines inflammatoire qui amplifient I’inflammation provoquant une uvéite (fig 2) [30].

La majorité des modeles d’uvéites expérimentales sont médiées par les sous-types
lymphocytaires CD4+ Thl (IFN-y, IL-12 et TNF-a)) et Th17 (IL-17, IL-21, IL-22, and 1L-23)
[27], [28], [31]-[33].

Les 3 barrieres du privilege immunitaire sont résumeées dans le tableau 11 :
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Figure 2 : Schéma des cytokines dans la pathogenése de 1’uvéite. La présentation de
I’antigéne en périphérie stimule 1’activation des lymphocytes T, leur différenciation et leur
expansion clonale. RPE : retinal pigment epithelium ; ONL : outer nuclear layer ; OPL : outer
INL IPL
layer. D’aprés (Horai and Caspi, 2011).

pexiform layer ; . inner nuclear layer ; . inner plexiform layer ; GCL : ganglion cell

Si ’inflammation se développe, 1’ceil va provoquer des mécanismes systémiques régulateurs.
C’est ainsi que la barriére hémato-oculaire peut étre perméable aux lymphocytes T activés
dans des conditions d’inflammation; 1’ceil doit alors contrdler la réaction inflammatoire qu’ils
entrainent, afin de préserver sa fonction neurosensorielle. Une caractéristique particuliére de
la chambre antérieure est la réponse immunitaire atténuée a des greffes allogéniques ou
« déviation » de la réponse immune vis-a-vis d’antigénes présents dans la chambre antérieure
(mais aussi le vitré et ’espace sous-rétinien), baptisée anterior chamber associated immune
deviation (ACAID) ; c’est un mécanisme de tolérance qui peut limiter les dommages. Elle
favorise une réponse cellulaire CD8" cytotoxique et une réponse humorale produisant des
anticorps ne fixant pas le complément et limitant au contraire la réponse de type
hypersensibilité retardée et la production d’anticorps fixant le complément. Ce phénomeéne de
déviation a été évoqué dans 1’uvéite expérimentale auto-immune chez 1’animal (UAE) induite
par I'injection systémique de I’Interphotoreceptor Binding Protein (IRBP), ou I’injection

préalable de ’antigeéne dans la chambre antérieure protége de la survenue de ’'UAE.
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L’ACAID est organisée selon un axe oculo-splénique. Les cellules dendritiques et les
macrophages oculaires présents au niveau du corps ciliaire et de 1’iris captent 1’antigéne puis
migrent dans la circulation systémique avant de gagner la rate. Au niveau splénique, ils vont
présenter ’antigéne aux cellules NKT [Ohta K, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 1999], qui
vont activer des cellules CD8" régulatrices capables de regagner ’oeil et d’y supprimer la
réponse d’hypersensibilité retardée de type Thl. La nature et le conditionnement particuliers
des CPA oculaires jouent un le role important dans 1’induction de I’ACAID. Ainsi, I’injection
de cellules dendritiques systémiques préalablement conditionnées in vitro par de I’humeur
aqueuse ou du TGF-B induit une réponse biaisée similaire a I’ACAID [Nakamura T, et al. J
Immunol 2003]. Néanmoins, si le modéle d’ACAID est relativement bien défini chez la
souris, il n’a jusqu’a présent jamais €t¢ clairement authentifi¢ chez I’homme.

Au niveau de la physiopathologie des uvéites, les barriéres anatomiques ainsi que I’ACAID
permettent d’établir une relative ignorance immunologique des antigénes oculaires de la part
de ’organisme. Cette ignorance peut étre levée dans deux circonstances : une rupture initiale
des barriéres anatomiques entrainant une auto-immunisation, comme on peut le constater lors
d’uvéites phako-antigéniques, ou le patient s’immunise contre ses propres protéines
cristalliniennes, normalement isolées du reste de 1’organisme par la capsule du cristallin.

Dans le deuxiéme cas, les uvéites auto-immunes résultent de I’afflux intraoculaire de clones
lymphocytaires activés auto-réactifs, ceci est le modele de ’'UAE (exemple le plus étudié)
chez la souris aprés immunisation chez par le S-Antigene rétinien notamment.

Ces modcles animaux ont mis en évidence plusieurs anomalies lors d’une uvéite.

Il existe une rupture de la barriére hémato-oculaire : Ohta a pu démontrer une augmentation
des concentrations cellulaires et protéiques oculaires au cours de ’'UAE [Ohta K, et al. Invest
Ophthalmol Vis Sci 1999], avec une perte des propriétés immunosuppressives de 1’humeur
aqueuse. Cette perte d’inhibition serait médiée par 1’IL-6, dont I’action s’exercerait par une
inhibition du TGF-B. Cet effet de I’'IL-6 est réversible par 1’administration d’un anticorps
inhibiteur [Ohta K, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 1999]. Par ailleurs, 1’IL-6 provoque la
perte de I’ACAID, autorisant alors les CPA oculaires a activer des lymphocytes en périphérie,

et ainsi emballer I’inflammation oculaire.
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Tableau Il. Les barriéres du privilége immunitaire de I’ceil, d’apres [34] :

Séparation Barriere hématorétinienne : prévient le trafic libre des cellules et
des moléculaires a [Dintérieur et extérieur de [Dceil.
Pas de drainage Ilymphatique (tant que la barriere
hématorétinienne est intacte).

Inhibition Inhibition immunologique et lymphocytes Treg- induisant un
microenvironnement oculaire.

Médiateurs solubles (ex. : cytokines et neuropeptides : TGF-B, a-
MSH, VIP, CGRP, FasL soluble).

Molécules liées aux cellules (ex.: FasL, TSP1, PD-L1).
Protéines régulatrices solubles et liées aux cellules (ex.: CFH,
DAF, Crry).

Régulation Processus régulateur spécifique a I’eeil (ACAID, post-recovery
eye dependent tolerance).

En faisant partie du privileége immunitaire, I’environnement oculaire inhibiteur sert comme un
régulateur de I’inflammation dans 1’ceil, exer¢ant un contrdle significatif sur les éléments de la
réponse immmunitaire innée et adaptative.

Mais le privilege immunitaire ne correspond pas a un manque de surveillance
immunologique ; en effet, on sait que des cellules immunitaires peuvent pénétrer des sites du
privilege immunitaire [34]. Des maladies auto-immunes comme la sclérose en plaques
alterent les dynamiques locales du trafic cellulaire immunitaire dans les tissus atteints. Ce
remaniement peut exposer I’ceil au risque d’une activation immunitaire non spécifique
entrainant une récidive clinique, cette fois stouchant la rétine, apres 1’épisode inflammatoire
systémique initial.

Les données portant sur les uvéites auto-immunes indiquent que de nombreux lymphocytes T
CDA4+ effecteurs meurent par apoptose dans les tissus enflammeés, cependant, les lymphocytes
T peuvent aussi sortir des tissus oculaires affectés [35]. Certaines cellules infiltrantes CD8+

de divers phénotypes peuvent rester comme cellules résidentes suivant une infection [36].

e Privilege immun vs immunité innée

L’activation et la fonction des éléments de la réponse innée (ex. : les cellules NK, les
monocytes-macrophages, les neutrophiles et le complément) sont modulées par le
microenvironnement oculaire. Certains liquides intraoculaires contiennent deux facteurs, le
MIF (macrophage migration inhibitory factor) et le TGF-B2, qui suppriment la fonction des

cellules NK. En s’associant aux antigénes du CMH exprimés par les cellules oculaires (voie
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non classiqgue du CMH), ils peuvent inhiber in vivo les cellules NK. Cette hypothése est
vérifiée quand on étudie les greffes de cornées non appariées CMH, qui devraient en théorie
activer les cellules NK pour tuer les cellules du greffon, et qui sont en fait, étonnamment
acceptées (Ashour et Niederkorn, 2006). Une molécule importante pour le privilege
immunitaire in vivo est le FasL (Fas ligant) qui intéragit avec les cellules du systeme
immunitaire inné et adaptatif. Le FasL membranaire est exprimé dans la cornée et la rétine
(RPE). Il peut induire une apoptose des leucocytes effecteurs exprimant le Fas et entrainer une
tolérance aux antigénes dans 1’ceil [38]. Les liquides intraoculaires contiennent aussi le
neuropeptides alpha-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) et parfois le FasL soluble, un
produit de clivage du FasL membranaire qui a des propriétés antagonistes. Ces substances
inhibent 1’activation des neutrophiles [39] alors que le FasL membranaire les activerait plutét
[40].

Les macrophages constituent la majeure partie des cellules inflammatoires du systéme
immunitaire innéet ils interviennent dans I’inflammation [41]. Leur activation et leur fonction
sont modérées par le a-MSH et le calcitonin gene-related peptide (CGRP) contenus dans les
liquides oculaires. L’IL-10 provenant des lymphocytes T yd intervient dans les manifestations
systémiques du privilége immunitaire comme I’ACAID [37]. Le fait que I’IL-10 soit associé a
une régulation des macrophages oculaires infiltrants et & la polarisation du phénotype M2
régulateur réaffirme le concept d’une régulation immunitaire intraoculaire de la réponse innée
[41]. Les mécanismes selon lesquels les macrophages peuvent étre dirigés soit vers une
destruction directe dans les tissus soit vers une régénération sont encore inconnus. Nous
savons que le microenvironnement oculaire a la capacité d’envoyer des signaux a ces cellules
pour réguler leur fonction a travers des messagers comme les lignées TLR et les cytokines
spécifiques des macrophages. L’activation de la cascade du complément, par la voie alterne
ou classique, génére des médiateurs qui alterent les cellules cibles en formant un complexe
d’attaque membranaire, mais qui également attirent et activent les cellules de I’'immunité
innée. Un faible niveau d’activation du complément est constamment présent dans 1’ceil et
peut étre utile comme protection contre des pathogenes. Pour contre balancer ceci et controler
I’excés d’activation du complément qui pourrait endommager les tissus, les liquides
intraoculaires et les cellules expriment un nombre de protéines régulatrices du complément
influencent son facteur H (CFH) et les molécules liées aux cellules decay accelerating factor
(DAF) et Crry [42].

e Privilege Immunitaire vs immunité adaptive
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Les ¢léments de I’immunité adaptative qui peuvent exprimer une fonction effectrice dans
I’ceil sont représentés par les lymphocytes CD4+, CD8+ et les anticorps. On ignore si les
lymphocytes B, qui ont un réle d’induction de I’ACAID, sont aussi susceptibles d’exercer une
fonction dans 1’ceil a part leur fonction de sécrétion d’anticorps. Les lymphocytes T CD8+
partagent des caractéristiques communes par leur fonction effectrice avec les cellules NK et
peuvent étre contrélés en partie par des mécanismes similaires. Les lymphocytes T C8+
peuvent agir comme des cellules régulatrices dont la génération est en partie conduite par les
interactions dépendantes des cellules NKT dans la rate. Le role des lymphocytes T CD4+
comme effecteurs et comme régulateurs dans de nombreux aspects du privilege immunitaire a
été montré ; les processus qui inhibent I’immunité innée dans 1’ceil peuvent aussi souvent
controler I’'immunité adaptative des cellules par différentes voies : par le FasL membranaire,
le PD-L1, le CTLA-4 et d’autres voies qui agissent sur les réponses adaptatives. Concernant
la question portant sur la capacité de I’ceil a contrdler les cellules de la réponse immunitaire
adaptative, des études ont examiné les effets du microenvironnement oculaire sur les cellules
naives et sur les cellules T CD4+ spéciques d’antigénes de rétine en utilisant des lymphocytes
T d’un récepteur transgénique (TCR Tg) de souris exprimant un TCR spécifique de rétine,
introduit dans un ceil vivant. Les données indiquent que 1’ceil vivant convertit de maniére
efficace les lymphocytes T naifs de rétine (spécifiques de rétine) en Tregs Foxp3+
fonctionnelles ou en lymphocytes T productrices d’IL-10 dont la fonction effectrice est
déficiente [43]. Ceci nécessite une reconnaissance de ’antigéne apparenté dans 1’ceil et une
action combinée de TGF-f et de I’acide rétinoique, tous deux abondants dans 1’ceil.
Cependant, les lymphocytes T qui ont acquis une fonction effectrice en dehors de I’ceil sont
insensibles a I’environnement oculaire inhibiteur. Ils continuent a exprimer leur fonction
effectrice et a entrainer des uvéites séveres [43]. Cependant, I’ceil déja enflammé est moins
capable de convertir les lymphocytes T naifs spécifiques de rétine en Tregs, indiquant qu’au
moins cet aspect du privilege immun a été perdu suite & I’inflammation. Ceci peut étre di en
partic a la présence de médiateurs inflammatoires dans 1’ceil, qui peuvent: empécher
I’induction et la fonction des Treg, priver I’ceil les facteurs anti-inflammatoires et inducteurs
des Treg comme le TGF-B et I’acide rétinoique a partir d’une barriére hématorétinienne 1ésée
[44]. Ceci permet d’expliquer comment les uvéites auto-immunes peuvent se développer

malgré la présence du privilege auto-immun.

e Le controle de la fonction cellulaire myeloide dans D’ceil est influencé par

I’environnement cellulaire et tissulaire.
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La rétine et la choroide présentent un riche réseau de cellulesmyeloides qui créent un tissu
immunitaire et maintientla sant¢ immunitaire de ces tissus. Le contrdle de I’activation
cellulaire myeloide dans la rétine permet une surveillance continuelle de 1’environnement, la
prévention de dommages cellulaires et tissulaires. Il n’y a pas de données sur 1’étendue des
infiltrats tissulaires inflammatoires pendant les maladies oculaires chez I’homme ; les résultats
chez la souris montrent la prédominance et la persistance des macrophages pendant la maladie
[32], [45]. La microglie et les cellules myéloides choroidiennes (cellules dendritiques et
macrophages) sont en état de veille et régulent les réponses inflammatoires. Les tissus sains
définissent le seuil de réponse aux récepteurs inhibiteurs (ex : CD200R, SIRPa) ou au TGF-p.
La régulation par une interaction neuronale est augmentée par les fonctions régulatrices de
I’EPR, via des médiateurs comme le PD-1 et le PD-L1, la sécrétion de TGF-J et des peptides
inhibiteurs. La réponse a 1’activation des cellules myéloides est dominée par la réponse 1L-10
tandis que d’autres cytokines pro-inflammatoires sont aussi produites ; un défaut de réponse

correspond & une régulation négative (fig. 3) [46], [47].

Figure 3: Régulation des réponses myéloides dans la rétine et la choroide, d’aprés [36].

- Lymphocytes T régulateurs

En tant qu'organe doué¢ du privilege immun, D’ceil est capable d’induire des circuits
régulateurs dont font partie les cellules régulatrices CD4+ and CD8+. lls apparaissent quand
I’ceil a été atteint par 1’injection d’un antigene dans I’ceil ou apres une uvéite expérimentale
auto-immune. Ces lymphocytes T reg induits sont capable de facilité la réactivation de la

maladie mais ils ne sont par présent chez un animal naif pour le protégéer d’une exposition
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initiale a un stimulus uvéitogénique. Les lymphocytes Treg naturels sont sélectionnés dans le
thymus a partir de d’antigénes tissulaires exprimés de fagon ectopique et ils ont des réponses

autoimmunes restreintes a des variétés tissulaires.

e Les uveéites: inflammation caractérisée par Dimplication de I’immunité

adaptative

Les uvéites se manifestent par des infiltrats oculaires inflammatoires contenant des
¢léments propres a I’immunité adaptative et innée. Lors des uvéites postérieures
I’inflammation entraine une altération des photorécepteurs, cause de déficit visuel. Les uvéites
sont variables en termes de manifestations cliniques et d’évolution de la maladie. Certaines ne
ciblent que I’ceil (ex. : uvéites idiopathiques, ophtalmie sympathique, choriorétinopathies de
type « birdshot ») tandis que d’autres font partie d’un syndrome systémique généralisé (ex. :
uvéite accompagnant la maladie de Behcet, la maladie de Vogt-Koyanagi-Harada, 1’arthrite
juvénile idiopathique). Les associations avec les réponses Thl et Th17 ont été rapportées et
pourraient expliquer certaines de ces variabilités [36]. Les cytokines produites par ces cellules
conditionnent I’environnement local et activent les macrophages (spécialement I’IFN-y
produit par les cellules Thl), recrutent les neutrophiles et potentiellement restructurent
I’environnement local (ex. : par I’'IL-17 produite par les cellules Th17).

La nature auto-immune de ces maladies est supportée par le manque d’infection
intraoculaire sous-jacente, une association forte avec les antigénes HLA, une implication
centrale des lymphocytes T dans la pathogenése (mise en évidence par I’efficacité des
thérapies ciblant les lymphocytes T) et les réponses immunologiques a des protéines
rétiniennes non retrouvées ailleurs dans le corps humain. Les plus fréquentes réponses sont
celles a I’arestine rétinienne (S-Ag) mais des réponses a d’autres antigénes sont également
observées [36].

L’autoimmunité idiopathique survient aprés ’activation et I’expansion des lymphocytes T
spécifiques des antigénes rétiniens. Expérimentalement, 1’élément déclenchant est distant du
site de 1’organe affecté, bien que 1’on ne sache pas si ce processus est la cause de ces maladies
chez I’homme. Le paradigme dominant est qu’il s’agit d’un processus conduit par les
lymphocytes T Helper CD4+. Cette hypotheése est supportée, dans les uvéites humaines, par
I’association des 2 entités, I’ophtalmie sympathique et la maladie de Vogt—Koyanagi—Harada
a des alleles HLA de classe Il spécifiques. De plus, des lymphocytes T répondeurs a

I’antigéne oculaire ont été identifiés dans le sang périphérique et dans les yeux des patients
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atteints [48]. L’association forte de I’autoimmunit¢é au CMH montre le besoin d’une
présentation d’auto-antigéne spécifique et la sélection d’un répertoire de lymphocytes T
potentiellement pathogénes [36].

La mise en évidence de lymphocytes T spécifiques de la rétine, détectables chez les patients
atteints d’uvéite, montre leur réle dans la pathogenése de leur maladie car les thérapies ciblant
les lymphocytes T (ex. : cyclosporine, rapamycine et le blocage des récepteurs a I’IL-2 par le
daclizumab) ont un effet bénéfique en clinique.

Récemment, il a été proposé que certains types d’uvéites qui étaient considérées comme auto-
immunes sont en fait de nature auto-inflammatoire [36]. Ceci vient de la présence
d’associations génétiques avec des variants alléliques de récepteurs de I'immunité innée (ex. :
maladie de Behcet et NLRP3/ mutations dela cryopyrine et de I’atteinte centrale de 1’IL-1
dans la pathogenese [49]. Cependant méme dans les maladies supposées étre auto-
inflammatoires, comme 1’uvéite du Behget, il y a des réponses aux antigenes oculaires, alors
que d’autres études montrent des réponses accrues Thl et Th17, et nous ne savons pas si ces
deux types de réponses sont reliés [50]. Donc, les réponses autoimmunes aux antigenes
rétiniens libérés aprés dommage du tissu peuvent étre des moteurs de la maladie, et ce

indépendamment du facteur déclenchant.

e Les réponses immunes pathogenes dans les uveéites

Les modeles d’uvéites auto-immunes expérimentales sont des outils utiles pour
comprendre les mécanismes de ces maladies chez I’homme. Le mod¢le classique correspond a
une immunisation active par un antigene rétinien emulsifié avec un adjuvant de Freund. Ceci
mime le stimulus uvéogénique qui est supposé¢ induire 1’uvéite chez 1’homme et qui
correspond a une supposée exposition a un antigéne rétinien ou un crossréactif combiné a un
événement infectieux produisant des signaux innés d’inflammation. Les protéines rétiniennes
uvéogéniques regroupent : 1’arestine rétinienne (antigéne soluble), IRBP, la rhodopsine, la
recovérine, la phosducine, le retinal pigment epithelium-derived ou RPE-65.

D’aprés les données chez les modéles animaux, il est clair que les lymphocytes T spécifiques
a de(s) antigene(s) rétinien(s) jouent un role pivot dans les uvéites. Différentes lignées
effectrices de lymphocytes T existent, qui normalement gerent plusieurs types d’infections,
mais chacune peut également étre impliquée dans une pathologie tissulaire.

Les réponses Thl et Th17 associées a la maladie ont été retrouvées chez des patients atteints

d’uvéites. Chez les animaux immunisés contre I'uvéite, les cellules spécifiques Thl et Th17
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sont induites, spécifiques de la rétine. Dans différents mod¢les d’uvéites, la réponse effectrice
dominante a lymphocytes T peut étre Th17 ou Thl [51]. Différents mécanismes effecteurs de
I’immunité innée sont mis en jeu (ex : Th17 recrute des neutrophiles tandis que Thl recrute
des monocytes), les deux réponses étant destructrices de tissus et entrainent des pathologies,
indépendamment. Ceci est supporté par les études sur le transfert adoptif avec des cellules
polarisées in vitro, qui confirment que les lignées effectrices des lymphocytes T sont
compétentes pour induire une uvéite, méme en absence de réponse effectrice réciproque chez
I’hote [51]. D’apres de nombreuses études chez I’homme et les modéles animaux, la séquence
suivante d’événements prend forme dans la pathogenése des uvéites : les lymphocytes T
autoréactifs spécifiques de rétine, qui ont été activés en périphérie par un stimulus inconnu,
circulent dans I’organisme. Ils passent a travers les vaisseaux sanguins rétiniens et adhérent a
I’endothélium vasculaire. En raison de leur état activé, ces lymphocytes liberent des enzymes
dégradant la matrice et des métalloprotéinases capables de casser les jonctions serrées
vasculaires de la barriere hémato-rétinienne et de s’extravaser dans les tissus. IIs produisent
alors des cytokines et des chimiokines qui activent les cellules présentatrices d’antigénes
locales, normalement quiescentes et qui deviennent alors capables de présenter un antigene.
Les lymphocytes T infiltrés doivent reconnaitre leur antigéne apparenté pour induire une
uvéite [34], [52]. Il est probable que la reconnaissance de 1’antigéne soit nécessaire pour les
maintenir en état d’activation, tandis que les facteurs pro-inflammatoires qu’ils sécrétent
débutent une cascade d’auto-amplification inflammatoire: [I’activation de la
microvascularisation locale, le recrutement de leucocytes inflammatoires et de cellules
présentant des antigénes de la circulation, le dommage de la barriere hémato-rétinienne et la
fuite des antigénes rétiniens dans le drainage, I’amorcage et 1’expansion des lymphocytes T
additionnels autoréactifs et le recrutement des cellules inflammatoires additionnelles,
I’augmentation des dommages tissulaires et la libération des antigénes, etc.

La réponse T cellulaire effectrice spécifique d’antigene, Thl ou Thl7, recrute et dirige les
éléments cellulaires de la réponse immunitaire innée (monocytes, neutrophiles, cellules NK,
cellules yd) ainsi que des ¢léments des réponses immunitaires adaptative et humorale
(anticorps et systeme du complément), qui agissent de concert pour causer des altérations
tissulaires.

C’est ainsi que le privilege immun est incapable de protéger 1’ceil contre une réponse
adaptative forte. Ils font intervenir les lymphocytes T. A la différence des lymphocytes T
naifs, les lymphocytes T effecteurs amorcés présentent les 3 propriétés suivantes: leur

capacité a traverser activement la barriére hématorétinienne, la conservation de leur fonction
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effectrice sans activation en lymphocytes Tregs dans I’ceil, et la perte du privilege
immun. Ceci est démontré par la conversion des lymphocytes Treg 1ésés dans I’ceil
enflammé, certainement par la perte des molécules qui maintiennent le microenvironnement
oculaire inhibiteur a travers la barriére hématorétinienne 1ésée et 1’¢laboration des médiateurs

inflammatoires [29], [43].
11-6. Profils cytokiniques des uvéites

e Cytokines et uvéites idiopathiques

Quelques ¢études ont porté sur les cytokines dans les groupes d’uvéites idiopathiques
localisées au segment intermédiaire de 1’ceil mais sans vraiment distinguer les résultats de
ceux trouvés dans d’autres entités (sclérose en plaques, sarcoidose et borréliose de Lyme).
Plus précisement pour les prélévements intraoculaires, des taux plus élevés d’IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12(p70) et CCL2/ MCP-1 comparés aux controles ont été décrits. De plus, la
présence d’un cedéme maculaire a été associée a des taux élevés d’IL-6 et IL-8. Les résultats
des dosages sérologiques ont montré des taux de TNF-a plus élevés que chez les contrbles
[28], [53], [54]. A notre connaissance, il n’existe pas d’étude associant les profils de cytokines
et de chimiokines et les réponses immunes aux caractéristiques cliniques des uvéites
« idiopathiques ». Les taux d’IL-6, IL-8 et I[FNy et CCL2 étaient significativement augmentés
dans les humeurs aqueuses des uvéites idiopathiques comparées aux contréles non
inflammatoires [29]. Le TGF-B2 et le CXCL12 étaient détectables dans les humeurs aqueuses
des contrdéles non inflammatoires mais ces taux étaient significativement réduits dans les
uvéites idiopathiques. En comparant les humeurs aqueuses des uvéites idiopathiques traitées
et non traitées, les seules différences étaient les taux d’IL-8 (sujets non traitées 248, traités
787 pg/mL : p<0,05) et les taux diminués de TGF-B2 (sujets non traitées 182, traités 27
pg/mL : p<0,05) dans le groupe des patients traités [29].

e Profil Cytokiniques/ chimiokiniques dans diverses étiologies d’uvéites

Les cytokines jouent un role important en maintenant 1’homéostasie lymphocytaire en

présence de la maladie et en son absence.

- Les cytokines Thl (IFN-y et IL-12) :
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-L’INF-y : C’est la cytokine la plus abondante retrouvée dans I’AqH des uvéites infectieuses
et non infectieuses. Une différence a été retrouvée dans le taux de cette cytokine entre les
deux groupes. Dans les uvéites infectieuses, le taux moyen est 3240 pg/mL, 30 fois plus
important que celui des uveéites non infectieuses (moyenne 115,6 pg/mL) [55]. Cette cytokine
a été également retrouvée dans le sérum de patients atteints d’uvéites infectieuses
(concentrations proches de la limite de détection). L’IFN-y a paradoxalement un rdle
protecteur et proinflammatoire. En fait, sa présence au début de la maladie est protectrice.
L’administration d’IL-12 recombinante en méme temps que 1I’immunisation dans les uvéites
auto-immunes expérimentales prévient le développementde la maladie par un effet dépendant
de I’'IFN-y [56]. De méme la production d’IFN-y par les cellules NK suite a 1’administration
d’un ligand du récepteur des lymphocytes T (a-GalCer) au moment de I’immunisation (et non
plus tard) a un role protecteur dans les uvéites auto-immunes expérimentales [57] et inhibe les
ainsi réponses adaptatives Th1l et Th17. Donc la production d’IFN-y au stade initial de la
réponse inflammatoire, inhibe les réponses adaptatives (grace aux cellules de I’'immunité
innée) en réaction a un antigéne uvéitogene.

- L’IL-12 est une cytokine immunorégulatrice qui participe au développement des réponses
cellulaires Thl [58]. Elle est produite par les macrophages et les cellules dendritiques. Bien
que des taux intraoculaires d’IL-10 et d’IL-12 se sont révélés étre plus élevés dans les yeux
atteints d’uvéites intermédiaires que dans les yeux contrdles, ils n’étaient pas corrélés a
I’activité de la maladie [54], [58]-[60]. Les résultats concernant les taux détectés d’IL-12 sont
variables d’une série d’uvéites actives a I’autre car Curnow et al. ont trouvé des taux diminué
dans I’AgH [29]. Ceci est peut-étre dii a la détection de la sous-unité active p70 par certaines
équipes et par la détection de p40 par d’autres.

- Les cytokines Th2 et Th9 (IL-4, IL-10, IL-13 et IL9) :

-L’IL-4 est une cytokine qui est peut-étre sécrétée par différents types cellulaires mais les plus
importants producteurs d’IL-4 dans les maladies médiées par les lymphocytes T sont les
lymphocytes Th2 CD4+ actives par la reconnaissance antigeéne via le récepteur des
lymphocytes T. Les fonctions effectrices de 1’1L-4 comprennent I’induction de la production
des IgE par les lymphocytes B et la différenciation des lymphocytes T CD4+ en une
population Th2, ce qui a pour effet d’induire les cellules qui produisent de I’IL-5 ce qui inhibe
la production d’IFN-y. L’IL-4 est impliquée ¢galement dans 1’inhibition de la production de
TNF-a et d’IL-1 par les monocytes activés ; dans les macrophages, elle supprime 1’1L-6 par le
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biais de I’inhibition de 1’activité NFK. Les taux d’IL-4 ont été retrouves bas mais détectables
chez certains patients avec une uvéite infectieuse, et augmentés dans quelques cas d’uvéites
non infectieuse [55].

-L’IL-10 est un suppresseur de cytokines inflammatoires qui régule la différenciation et la
prolifération des macrophages, des lymphocytes T et B, des cellules présentatrices
d’antigénes, des granulocytes et des cellules NK. Les lymphocytes T régulateurs eux-mémes
produisent de I’IL-10 ainsi que du TGF-B. L’IL-10 pourrait agir comme un facteur autocrine
puissant pour le développement des cellules T régulatrices. Elle controle les processus
inflammatoires par la suppression de I’expression de TNF-a, d’IFN-y et d’IL-1P; elle
contrdle également la prolifération de lymphocytes T CD4+ et des clones de lymphocytes T
par ses effets inhibiteurs sur les cellules présentatrices d’antigénes [61]. L’IL-10 affecte
également la maturation des cellules dendritiques, avec un possible effet feedback et
I’inhibition des réponses Thl et Th2.

Des taux d’IL-10 augmentés ont été retrouvés dans des cas d’uvéites, probablement du fait
d’une tentative de contrdle du processus inflammatoire en corrélation avec les taux augmentés
d’IL-6 [55], [62], [63]. Le mécanisme par lequel I’IL-10 agit comme un suppresseur de la
production de I’IFN- vy par les lymphocytes T n’est pas connu mais, dans les macrophages, il a
été montré que I’IL-10 réduit la stabilité de I’ARNm pour I’IL-6 [64].

Cependant, le taux d’IL-10 dans I’AqH est augmenté dans la majorité des uvéites infectieuses,
ceci pourrait réfléter une réponse antivirale contre I’hote [55]. Des lymphocytes sécrétant de
I’IL-10 ont été identifiés dans certains cas d’uvéites idiopathiques et d’hétérochromie irienne
de Fuchs. Curnow et al. ont détecté de I’IL-10 dans I’AqH de 3 des 22 uvéites idiopathiques
de leur étude, ce qui pourrait refléter le réle immunorégulateur proposé pour cette cytokine
[29].

- Les cellules Th 9 décrivent les phénotypes lymphocytaires qui sont induits en présence d’IL-
4 et de TGF-b et qui produisent I’'TL-9 et I’TL-10 [65], [66]. Le r6le des cellules Th9 a été testé
pour ses capacités a induire une inflammation oculaire par un modéle de transfert adaptatif.
Bien que les cellules activées Th9 ont capables d’induire une inflammation chez la souris
receveuse, le phénotype Th9 ne semble pas stable in vivo, car ’expression d’IL-9 chez les
cellules du donnneur ne sont pas détectées dans 1’ceil ou les nodules lymphatiques [67]. Le
role de ces cytokines et des types cellulaires qui les produisent dans la pathogenése des

uvéites requierent des recherches complémentaires [30].

-Les cytokines Th17 (IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 et IL-23) :
33



-L’TL-23 est une cytokine immunomodulatrice impliquée dans de nombreuses maladies auto-
immmunes (ex. dans la maladie de Behget oculaire et la maladie de Vogt-Koyanagi-
Harada[50], [68]. Les productions d’IL-17 sont augmentées dans I’AqH des yeux avec une
choriorétinopathie de type « birdshot », ainsi que I’IL-23. Dans la sarcoidose, les taux d’IL-17
sont augmentés dans le sérum [69]. Ainsi des facteurs importants dans la différenciation
cellulaire Th17 ont été trouvés dans le sérum et I’effecteur cytokinique des cellules Th17,
I’IL-17, a été trouvé dans le liquide intraoculaire de ces patients [11].

L’IL-23 a la capacité a promouvoir la voie Th17 par son rdle dans la différenciation des
lymphocytes T CD4+ producteurs d’IL-17 [50]. L’TIL-12 et I’IL-23 partagent la sous-unité
p40 [29]. Les cellules Th17 sont activées par les effets combinés de I’IL-6, I’IL-1p et du TGF-
B[66], [70], [71]. La lignée Th17 représente une population hétérogéne qui produit les IL-
17AIL-17F, IL-21, IL-22, le TNF-a et d’autres cytokines mais toutes les cellules Th17 ne
produisent pasla totalité de ces cytokines [72], [73]. L’association des cytokines exprimées
par les cellules Th17 dépendent de la facon dont elles sont initialement induites et par le
milieu cytokinique dans lequel elles évoluent. En plus des lymphocytes T CD4+
conventionnels, I’IL-17A est produite par les lymphocytes T CD8+ [74], les cellules NK [57]
et les lymphocytes yd [75].

- L’IL-21 regroupe I’IL-2, famille de cytokines produite par les lymphocytes T CD4 + actives,
et les cellules Th17 induisant les lymphocytes T-helper folliculaires pour la production des
anticorps. L’IL-21 participe aux uvéites en induisant la différentiation des Th17, la production
des Th17 [30] et attire les leucocytes dans les Iésions du systéme nerveux central dans la
maladie de Behget [76]. L’IL-21 pourrait contribuer a la pathogenése de la maladie Behcet par
déséquilibre entre la balance des Th17 et des Treg [77]. Chez les patients avec une panuvéite
de type Vogt-Koyanagi-Harada ou une choriorétinopathie de type « birdshot », des taux

augmentés d’IL-21 dans le sérum ont été decrits [12], [78].

e Autres cytokines :

- L’IL-2 est produite surtout par les lymphocytes T activés et peut activer les lymphocytes T
et les NK. Elle a été détectée dans les uvéites expérimentales auto-immunes a des
concentrations approchant celles de I’'I[FN-y pendant I’inflammation [79].

- L’IL-5 est une cytokine produite par les lymphocytes Th2 activés et les cellules

mastocytaires et qui, chez les hommes, sélectivement stimule la différenciation, la
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prolifération et 1’activation fonctionnelle de la lignée des ¢€osinophiles. Dans I’étude de
Takase et al., I'IL-5 était détectable dans toutes les AgH des patients avec une nécrose
rétinienne aigué€ virale et chez certains patients avec une uvéite antérieure herpétique. L’IL-5
n’était pas détectable dans le cas des uvéites non infectieuses [55].

- Le TNF-a est une cytokine proinflammatoire qui a été impliquée dans la pathogenése de
nombreuses maladies dont celle de Behcet oculaire [80]. Le TNF-a est codé dans la région du
complexe HLA de classe Ill, adjacent au HLA-B. Le TNF-a, libéré par les macrophages, les
monocytes et les lymphocytes T, joue un rdle clé dans les processus inflammatoires et leur
entretien lors des réactions auto-immunes [81]. Il a été également montré que le TNF-a
pourrait contribuer a la rupture de la barriére hémato-rétinienne lors d’uvéites, possiblement a
travers les cellules endothéliales [82]. La neutralisation du TNF-o dans les modéles
expérimentaux d’uvéites est efficace en supprimant les signes cliniques d’inflammation chez
I’animal [47], [83]. Les taux de TNF-a dans I’AqH de patients avec une uvéite idiopathique
active et/ou intermédiaire ne semblent pas augmentés [28]. Les taux d’AqH de TNF-o et d’IL-
2 étaient faibles mais détectables chez certains patients ayant une uvéite infectieuse et étaient
positifs dans quelques cas d’uvéites non infecticuses [55].

- L’11-6 est une cytokine pro-inflammatoire pléiotrope sécrétée par les lymphocytes T, les
monocytes, les macrophages et les fibroblastes de la synovie. Ils sont impliqués dans la
réponse immunitaire (induction de la différenciation des cellules Th17), I’hématopoiese et
I’inflammation. Cette cytokine augmente la perméabilit¢ vasculaire et 1’angiogenése
également. L’IL-6 et I’'IL-8 sont des marqueurs spécifiques d’entités particuliéres d’uvéites.
L’IL-6 antagonise I’action anti-inflammatoire de TGF-B2 et cette cytokine protege de
I’apoptose les lymphocytes contenus dans I’AqH lors d’uvéites [84]. L’IL-6, I’IL-8 et la
MCP-1 ont été décrites comme régulées par le NF-kB [85]. Le NF-kB est retrouvé dans la
plupart des types cellulaires et est impliqué dans la réponse cellulaire aux stimuli de méme
que les cytokines, les antigenes bactériens et viraux. De plus il joue un réle central dans la
réponse immune. L’IL-6 (cytokine) et I’'TL-8 (chimiokine) ont été trouvés augmentés dans les
liquides intraoculaires de patients atteints de toxoplasmose oculaire, d’uvéite virale,
d’hétérochromieirienne de Fuchs, de maladie de Behget et d’uvéites chez I’enfant [29], [86].
Une augmentation du taux sérique d’IL-8 a été retrouvée dans le groupe des uveites
intermédiaires actives et chez les patients atteints d’uvéites actives non infectieuses [87], [88].
- Le TGF-B correspond a un groupe d’isoformes de cytokines pléiotropiques incluant les
TGF-B1, -B2 et -B3. Elles sont structurellement et fonctionnellement similaires et ont des

effets sur beaucoup de cellules dont les macrophages, les lymphocytes T et B. Pour les
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lymphocytes T, le TGF- B inhibe la prolifération des lymphocytes T et supprime les
lymphocytes T cytotoxiques. Dans I’ceil, le TGF-P est présent a des taux élevés dans I’AqH et
pourrait étre impliqué dans le maintien du privilege auto-immun en inhibant I’activation des
lymphocytes T médié par les antigenes. Les taux de TGF-B2 ont été retrouves augmentés dans
les uvéites expérimentales autoimmunes et sont possiblement antagonisés par 1I’'IL-6 ; c’est
ainsi que le TGF-B2 diminue I’inflammation une fois que les taux d’IL-6 chutent [29]. Le
TGF-B2 est une cytokine immunosuppressive importante pour les lymphocytes T CD8+ dans
leur habilité a retarder le délai du début des uveéites experimentales auto-immunes chez les
rats, a réduire leur incidence et leur sévérité [89].

- L’IL-7 est un membre de la famille des IL-2 avec I’'IL-2, IL-9, IL-15, et I’IL-21. Elle est
produite par les cellules stromales des sites lymphopoietiques. L’IL-7 est une cytokine
immunorégulatrice qui induit 1’expansion des précurseurs des lymphocytes T. Une
augmentation de I’IL-7 a été montrée dans le développement de plusieurs maladies
chroniques auto-immunes (arthrite juvénile idiopathique, psoriasis, arthrite rhumatoide,
spondylarthrite, syndrome de Sjogren) [90].

- L’IP10/ CXCL10 est sécrétée par diverses cellules (les monocytes, les cellules endothéliales
et les fibroblastes) en réponse a I’IFN-y. L’IP-10 est un chimioattractant pour les
monocytes/macrophages, lymphocytes T, cellules NK et cellules dendritiques. 1l promeut
I’adhésion des lymphocytes T aux cellules endothéliales, ’activit¢ antitumorale et les
mécanismes d’angiogenése. Un taux augmenté d’IP-10 a été trouvé dans les uveites
tuberculeuses [91].

- La chimiokine RANTES (CCL5) joue un réle important dans la migration des lymphocytes
effecteurs et mémoires pendant les infections aigués. Dans les infections chroniques son réle
n’est pas bien compris. Il aurait une action en maintenant les réponses des lymphocytes T
CD8 pendant les infections virales chroniques [92].

- La MCP-1 (CCL-2) recrute les monocytes dans les foyers d’inflammation active [93]. Les
prostaglandines E2 ont un rdle dans 1’attraction des monocytes vers le site d’inflammation et
leur maturation en macrophages. Le MCP-1 injecté expérimentalement dans la peau arrive
dans les nodules lymphoides de drainage ou il est présenté a la surface des veinules
endothéliales pour le recrutement des lymphocytes [94]. D’autres chimiokines sont
impliquées dans le recrutement des monocytes/ macrophages dont RANTES [95]. Les taux
d’ARNm pour le MCP-1, le MIP-1 et I’IP-10 ont été retrouvés augmentes lors de la phase
initiale des uvéites antérieures expérimentales auto-immunes ce qui laisse penser qu’ils

pourraient avoir un rdle dans le recrutement initial des cellules inflammatoires. Le taux de
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RANTES est augmenté a la phase initiale des uveéites antérieures expérimentales ce qui
implique qu’il s’agit d’un facteur d’amplification [96]

- L’IL-27 est ’'un des membres de la famille des IL-1. C’estune cytokine immunorégulatrice
importante impliquée dans la réponse immunitaire et le développement de 1’inflammation
comme cela a été montré récemment. Le récepteur a I’IL-27 est exprimé dans les monocytes/
macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T et B, cellules NK et les cellules
endotheliales [97]. L’IL-27 est une cytokine anti-inflammatoire importante pour la régulation
de I’activation Thl7. Lors des uvéites auto-immunes expérimentales, 1’IL-27 inhibe les
lymphocytes T uvéitogenes et supprime 1’expansion des cellules Th17 dans la rétine [31].

- Le VEGF est augmenté en cas d’hypoxie par le biais de I’HIF-1a qui est un autre facteur de

transcription qui régule les génes en réponse a I’hypoxie [98].

Tableau I1l. Résumé du role respectif de différentes cytokines, chimiokines et facteurs de

croissance étudiés (voir également tableau XI1).

cytokine source réle notamment dans les uvéites expérimentales auto-
immunes
IL-2 ThO, Th1l, certaines CTL Croissance des cell. T, stimule la croissance des NK, stimule

croissance et synthese de la chaine J (lymphocytes B)

IFN-y Mo, T (Thl), NK Pathogéne [173] protecteur a un stade initial [174]. Active les
NK.

IL-1B Mo, MO, T Proinflammatoire [175], induction de Th17

IL-4 Th2 Activation, croissance 1gG1, IgE, 1 de I'induction du CMH
classe Il, croissance survie des lymphocytes T, inhibe

I’activation des M®, 1 croissance mastocytes

IL-5 Th2 Différenciation synthese d’IgA (lymphocytes B), 1 croissance/
différenciation des éosinophiles.

IL-6 Mo, M®, T, endothelial Proinflammatoire, induction de Th17 [158]

IL-7 thymus et cell. stromales de | Développement des précurseurs des lymphocytes B et T.

la moelle ossseuse

IL-8 neutrophiles, endothélium, | Action sur les neutrophiles : chimioattractant, 7 phgocytose,
fibroblastes dégranulation, explosion oxydative.

IL-9 T activés Induction maturation des lymphocytes T et mastocytes.

IL-10 M®, T (Th2, Treg), B Protecteur [177]

IL-12 M®, DC Induction de Thl, requite pour I’induction des uvéites

expérimentales, mais protecteur si administration précoce [56]

IL-13 Th2 Action similaire a celle de I’IL-4
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IL-15 cell. épithéliales et Action similaire a celle de I’'IL-2
monocytes

IL-17A T CD4+, quelques CD8+ et | Proinflammatoires:  arthrite  rhumatoide,  encéphalite
lymphocytes T y6, M® expérimentale auto-immune, LED, psoriasis, Crohn, SPA

IL-21 CD4" T, surtout TFH et | Induit la production d’lgG (1) et IgG (3) in B-cells.
Thi7 Prolifération et maturation des NK (avec 1’IL-15). Régulation

de la prolifération des lymphocytes B et T en réponse a un
stimuli.

Contribuent a la réponse anti-virale par les CD4+ T helper ?
Inhibition des DC pendant la réponse immune médiée par les
lymphocytes T.

IL-23 cell. myeloides Influence le développement des réponses Ty17

TNF-a T, Mo Proinflammatoire, pathogene [179]

VEGF cell.stimulant Proangiogenése, rupture barriere hématorétinienne
vasculogenése et
angiogenése

G-CSF M®, cell. endothéliales, | Stimule la différenciation, prolifération et maturation de la
fibroblastes lignée granulocytaire. Favorise la transformation des CFU-G

(colony forming wunit granulocyte) en polynucléaires
neutrophiles.

GM-CSF M®, T, cell. endothéliales, | Favorise la prolifération des cellules myéloides et leur
fibroblastes différenciation. Il favorise la transformation des cell. souches

myéloides en thrombocytes, polynucléaires neutrophiles,
monocytes, M®, éosinophiles et basophiles.

RANTES CD8+ cells Chimioattractant et activateur des MO et lymphocytes T. Réle
dans la migration des lymphocytes effecteurs et mémoires
pendant les infections aigués. Dans les infections virales
chroniques : il aurait une action en maintenant les réponses des
T CD8.

MCP-1 M®. Détection dans les | Recrutement initial des MO et les cell. inflammatoires dans les
vaisseaux choroidiens et | foyers d’inflammation active (dont ceil et SNC). Injecté
rétiniens avec cell. | expérimentalement dans la peau arrive dans les nodules
endothéliales et  cell. | lymphoides de drainage ou il est présenté a la surface des
périvasculaires [Crane 1J et | veinules endothéliales pour le recrutement des lymphocytes.
al, IOVS 2001]. Chimioattractant et activateur des lymphocytes T.

MIP-1a Détection dans les | Chimioattractant et activateur des MO et lymphocytes T.

vaisseaux choroidiens et
rétiniens avec cell.
endothéliales et cell.

périvasculaires (non dans

Associé aux cell. endothéliales et la microglie. Associé aux

exsudats acellulaires sous-rétiniens (résultats de lyse,

fragmentation des photoR et fuite vasculaire) (McMenamin,
Micron. 1993).
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les méme cell. que MCP-1)

[Crane 1J et al, I0VS
2001].
MIP-1B M®, CD, lymphocytes Chimioattractant et activateur des MO et lymphocytes T.
Down-régulation de cytokines spécifiquement sécrétées par les
L. T, comme I’'IL-2 et ’IFN-y avec altération de la balance
Th1-Th2 dans ’arthrite rhumatoide ; non montré dans ’EAU.

IP-10 MO, cell. endothéliales, les | Chimioattractant pour les MO/ M®, lymphocytes T, NK et
fibroblastes en réponse a DC. Promeut I’adhésion des lymphocytes T aux cell.
I’TFN-y. endothéliales, D’activité antitumorale et les mécanismes

d’angiogenése.

PDGF-BB cell. musculaires lisses, | Action sur les fibroblastes et monocytes M®: augmentation
M®, cellules endothéliales, | proliferation et chimiotactisme des cell. inflammatoires et
plaquettes fibroblastes.

TGF-B T CD4+ Inhibe la croissance des lymphocytes B. Facteur de

communtation des IgA. Inhibe I’activation des M®. Active les

neutrophiles.

CTL : cellule T cytotoxique ; Mo : monocytes ; NK : cellules NK ; M® : macrophages; T: lymphocytes T; DC;

dendritiques; LED: lupus érythémateux disséminé; SPA: spondylarthrite ankylosante; 1 : augmentation ; CFU-

G : colony forming unit granulocyte ; TFH : T follicular helper ; cell. cellules ; photoR : récepteurs ; UAE :

uvéite expérimentale auto-immune.

11-7 : L’inflammasome dans les uvéites

L’inflammasome est un complexe multiprotéines qui contient la protéase, la caspase-1 qui

clive I’'IL-1B et I’IL-18 en leur forme biologiquement activé. L’inflammasome est important

dans la réponse a I’hote envers de nombreux pathogénes microbiens.
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Figure 4 : Interaction entre NLRP3 dans I’inflammasome et I’immunité adaptative. D’apres

Chen et al., 2001 [99].

Les PAMPs, DAMPs et les adjuvants activent NLRP3 dans 1’inflammasome et donc activent
la caspase-1. La caspase-1 activée clive le pro-I1L-1p et pro-1L-18 pour produire I'lL-B et I’IL-
18. L'IL-1B est utile pour la différenciation des lymphocytes Th17 et 1’IL-18 est important
particulierement pour la réponse Th1l. Une régulation feedback par les lymphocytes T activés
peut inhiber NLRP3 dans son action d’activation de I’inflammasome via un contact cellulaire
médié par les ligands de la famille TNF exprimés sur les lymphocytes T (comme le CD40L,
par ex.) (Fig.3) [99]. De plus, des anticorps spécifiques de virus provenant de lymphocyte B
augmentent 1’internalisation et phagocytose des virus et amplifient la production d’IL-1

médiée par 1’inflammasome NLRP3 [99].

Nous allons insister sur les objectifs de notre étude dans le chapitre suivant.
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[11. OBJECTIFS

Notre objectif principal est d’étudier les relations qui peuvent exister entre les aspects
cliniques observés en imagerie optique adaptative et les mécanismes immunitaires impliqués
dans les uvéites et ce, par le dosage des mediateurs de I’inflammation (cytokines et
chimiokines) présents dans les liquides biologiques.

De plus, les taux des cytokines et chimiokines du sérum et de I’AqH chez les patients avec
uvéites idiopathiques (sans cause retrouvée) nous permettront de définir si ces atteintes
oculaires sont isolées ou font partie de maladies inflammatoires générales. Nous comparerons
leurs profils immunitaires a des pathologies dont les mécanismes et les causes
physiopathologiques sont mieux connues comme dans les uveéites de la maladie de Behcet, de
la sarcoidose ou les uvéites infectieuses parasitaires (toxoplasmose). Ceci nous aménera a
définir le profil immunitaire des uvéites syphilitiques, jusqu’alors non €tudié, et a envisager sa
possible utilisation en tant groupe comparateur pour les infectieuses.

Une étude des aspects anatomique in vivo des atteintes inflammatoires du segment postérieur
de I’ceil par optique adaptative obtenus dans une cohorte de patients avec uveites de diverses
étiologies fera partie de ce travail. L’objectif étant de rechercher quels médiateurs de
I’inflammation interviennent particulierement chez les patients avec une vascularite

rétinienne. Plus spécialement, 1’intérét d’associer 1’outil d’imagerie par optique adaptative est
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de detecter la présence de vascularites rétiniennes plus spécifiquement et des modifications
anatomiques inflammatoires accompagnant celles-ci au niveau rétinien.

Nous avons voulu vérifier chez ces patients atteints de vascularites rétiniennes (de
diverses étiologies) détectées en optique adaptative et chez une population de patients atteints
d’uvéites idiopathiques avec vascularite ou non, les profils des cytokines et chimiokines dans
le liquide intraoculaire.

En effet, la libération intraoculaire de cytokines et chimiokines a un réle dans la pathogenese
et la persistance de I’inflammation oculaire. Il est raisonnable de penser que 1’expression des
cytokines et chimiokines est élevée au cours des uvéites idiopathiques, en particulier graves,
et que leur profil hétérogene peut étre en lien avec leur variabilité anatomique et clinique.
Identifier les médiateurs chimiques clés (cytokines/ chimiokines) intervenant dans le
mécanisme inflammatoire des uvéites idiopathiques pourrait constituer une aide pour tester les

biothérapies a utiliser dans ces pathologies.

Les objectifs secondaires consistent, d’une part, a rechercher si les résultats biologiques
permettent de définir des groupes homogénes de profils cytokiniques et chimiokiques, et,
d’autre part, si ces groupes correspondent a la présentation clinique des uvéites et la

localisation anatomique de I’inflammation intraoculaire.

Criteres d’évaluation

Pour ce faire, des critéres d’évaluation ont été classés en fonction de la fréquence
d’implication des cytokines et chimiokines dans les uvéites.
Les criteres primaires, concernentles taux des 5 cytokines/ chimiokines IL-1p, IL-6, IL-8,
MCP-1/ CCL2, TNF-a retrouvés dans I’AqH de patients atteints d’uvéites comparativement a
ceux des sujets témoins.
Les critéres secondaires concernent la détection, la quantification et laclassification des autres
cytokines/ chimiokines intraoculaires mesurées (IFN-y, IL-12, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7,
IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-21, IL-23, IP-10, éotaxine, FGF Basic, G-CSF,
GM-CSF, MIP-10/ CCL-3, MIP-1B/ CCL-4, PDGF BB, RANTES/ CCL5, TGF-B, VEGF)
dans I’AqH de patients atteints d’uvéites en comparaison a des sujets de témoins.

Nous avons etudié les relations de ces cytokines/chimiokines (ou groupes de
cytokines) avec des phénotypes cliniques: les uvéites intermédiaires (pars planite) et
lesuvéites postérieures (choriorétinite multifocale, choroidite ponctuée interne, choriorétinite

serpigineuse et pseudo-serpigineuse, épithéliopathie en plaques, choriorétinite non infectieuse,
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neurorétinite, vascularite rétiniennes artérielles et/ ou veineuses) et en particulier lorsque les
uvéites sont idiopathiques.

Nous avons également comparé ces cytokines/ chimiokines a la classification
anatomique existante [critéres de 1’International Uveitis Study Group (IUSG) [5]] : (1) uvéites
intermédiaires (pars planite) (2) uvéites postérieures (choriorétinite multifocale avec
recherche négative pour la sarcoidose ou la tuberculose, choroidite ponctuée
interne, choriorétinite serpigineuse, choriorétinite pseudoserpigineuse, épithéliopathie en
plaques, rétinite non infectieuse, vascularite rétiniennes artérielles et/ ou veineuses non
infectieuses c¢’est-a-dire vascularite non secondaire a un désordre dysimmmunitaire) et/ou
panuvéites.

Nous avons détecté et quantifié ces méme cytokines/chimiokines intraoculaires en
fonction de la localisation anatomique de I’inflammation active a type de hyalite
(inflammation vitréenne), vascularite (inflammation des vaisseaux rétiniens), choriorétinite
(inflammation choroidienne prédominante), rétinochoroidite (inflammation rétinienne
prédominante), oedeme maculaire et papillite.

Nous avons détecté et quantifié des cytokines/chimiokines et facteurs de croissance
sériques (parmi IFN-y, IL12, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13,
IL-15, I1L-17, IL-21, 1L-23, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1, éotaxine, FGF Basic, G-CSF,
GM-CSF, PDGF-BB, VEGF, TGF-B) retrouvés dans les patients atteints d’uvéites
idiopathiques (prélévements réalisés dans le cadre du soin courant) et chez les sujets
controles.

Enfin, nous avons détecté et quantifié ces mémes cytokines intraoculaires selon
I’existence d’affections dysimmunitaires diagnostiquées secondairement a distance des

prélévements.
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V. METHODOLOGIE DES ETUDES

1V-1. Matériel

La réalisation de notre étude implique de disposer d’un ensemble de prélevements de
sérum et d’humeur aqueuse de patients ayant une uvéite idiopathique.
Le but initialétait d’inclure 240 patients, soit 120 patients atteints d’uvéites idiopathiques/ 120
contrdles, estimation faite sur un marqueur cytokinique, I’'IL-1pB. Le calcul statistique a été
réalisé par le service de Biostatistiques de I’'URC, Avicenne, Paris XI. L’explication du type
de calcul d’effectifs est le suivant, pour I’IL-1B : pour une différence moyenne de 1 pg/mL
avec un écart-type de 2 pg/mL, une puissance de 90% et un risque alpha global de 5% (1%
pour chacune des 5 comparaisons afin de prendre en compte la multiplicité des tests selon la
méthode de Bonferroni), il faudra inclure 120 cas et 120 sujets contrdles. Le taux de 1 pg/mL
d’TIL-1pB est le paramétre cytokinique pour laquel la plus petite différence est attendue entre
témoins et patients. Cette différence a été estimée par rapport aux données de la littérature
[28], [29].
Pour satisfaire le critére statistique il était prévu d’associer plusieurs services hospitaliers. En
I’état actuel, nous ne disposons que des analyses qui ont pu étre réalisées chez les patients que
nous avons examinés a la consultation « Uvéites » du CHNO des Quinze-Vingts de juin 2012
a ao(t 2016.

IV-1-1 Examens a réaliser pour le diagnostic chez les patients
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Pour notre étude, nous avons donc défini une methodologie et un protocole qui avaient
été acceptés en premiére intention d’'un PHRC interrégional et rédigés avec I'URC, Avicenne,
Paris XI.

La méthodologie permettant d’¢liminer une étiologie dans le cadre d’une uvéite
intermédiaire ou postérieure sera ainsi la suivante :

En fonction de I’interrogatoire et de I’examen clinique réalisé par des ophtalmologues et des

internistes, des éléments d’orientation cliniques seront décelés.

Tableau 1V. Orientation diagnostique des uvéites par analyse sémiologique :

primo-infection tuberculeuse; néoplasies ;

Antécédents médicaux traitement en cours (rifabutine)

Antécédents ophtalmologiques herpes

Vogt-Koyanagi Harada (VKH), Behget,

Origine géographique et ethnique sarcoidose

arthrite  juvénile idiopathique (AJ]);
spondylarthrite ankylosante (SPA),

Age de survenue, sexe Fiessinger Leroy Reiter (FLR), sarcoidose,

« birdshot »
Baignade en rivieres, voyages récents leptospirose
Notion de piqiire de tiques borréliose
Contact avec des animaux toxocarose, bartonellose, brucellose
infection de transmission sexuelle syphilis, VIH, chlamydia (FLR)

tuberculose, brucellose leptospirose,

Fiévre . .
rickettsioses, bartonellose

HSV, VZV, VKH, Lyme, syphilis, Behget,

Signes dermatologiques Do N
psoriasis, sarcoidose

VKH, syphilis, sclérose en plaques, Behget,

Signes neurologiques borrélioses, leptospirose

Signes rhumatologiques SPA, FLR, AJI

Signes pneumologiques sarcoidose, tuberculose

Signes urinaires associés a des arthrites | FLR

réactionnelles

Signes digestifs maladie de Crohn, maladie de Whipple

A ce stade, tout élément d’orientation devra étre confirmé par des investigations complémentaires

spécifiques suivantes :
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Tableau V : Examens complémentaires orientés dans le diagnostic des uveites :

Examens complémentaires Etiologie recherchée

NFS, VS, IDR a la tuberculine, | tuberculose
radiologiques : radiographie ou scanner
thoracique zona

sérologie VZV syphilis
sang : TPHA-VDRL

sang: c-ANCA  (Anticorps  Anti- | granulomatose avec polyangéite
Cytoplasme des Polynucléaires
Neutrophiles), créatinine, etprotéinurie,

hématurie

sang : facteur rhumatoide polyarthrite rhumatoide

sang : facteurs anti-nucléaires, Ac. anti- | autres vascularites : PAN, LED, Horton,
DNA natifs Takayasu, Churg-Strauss

sang : enzyme de conversion de | sarcoidose, SPA, psoriasis, Crohn, Behget,
I’angiotensine, bilanphosphocalcique, | polychondrite atrophiante, Lyme, goutte,

typage HLA, sérologies (bactériennes, | choriorétinopathie a « birdshot »
virales)

suspicion de tuberculose (IDR positive et/ ou

+ quantiféron . . ! .
qu interrogatoire et/ou radiographie)

L’indication de ce prélevement intraoculaire d’AqH est dictée par des criteres de
sévérité de 1’uvéite, a savoir :une acuité visuelle <5/10, une inflammation majeure du segment
antérieur (cotation effet Tyndall 3+, membrane cyclitique)et au segment postérieur de 1’ceil, la
présence des signes inflammatoires suivants : hyalite (ou inflammation dans le vitré¢),
vascularite rétinienne, plages de nécrose rétinienne, cedéme maculaire, décollement séreux

rétinien, atteinte du nerf optique, occlusions vasculaires et/ou hypertonie oculaire.
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Une étiologie infectieuse aura été exclue du fait de 1’aspect clinique (jugement par
I’ophtalmologue uveéitologue quand 1’aspect clinique est pathognomonique), I’examen général
réalisé par un médecin internisteet par les examens biologiques selon I’expertise de
I’'uvéitologue (sérique et intraoculaire). Les étiologies infectieuses éliminées seront les
suivantes : Lyme, toxoplasmose, toxocarose, syphilis, Whipple, virus HTL-V1, maladie des
griffes du chat, rickettsiose, Herpes, Cytomegalovirus, Varicella Zoster Virus, tuberculose,

chlamydiose, leptospirose, dengue,....

IV-1-2 Choix de la population
e Criteres d’éligibilité

- Critéres d’inclusion des patientsb:

- patients d’age > 18 ans

- Criteres nosologiques (définissant le diagnostic de la pathologie) :

- diagnostic clinique d’inflammation intraoculaire de localisation anatomique intermédiaire,
postérieure ou panuvéite nécessitant un prélevement d’AqH dans le cadre d’un soin courant
pour éliminer une cause infectieuse c’est-a-dire une uvéite idiopathique grave.

- uvéite active a la visite d’inclusion définie par la présence des parametres suivants dans au
moins un ceil : 1ésion choriorétinienne et/ ou rétinienne vasculaire inflammatoire active et/ou
hyalite cotée & >1/2+ (inflammation intravitréenne) (ou critéres SUN, [5]), et uvéite aigué
(criteres SUN, Jabs et al., 2005) soit un épisode inflammatoire intraoculaire caractérisé par un
début brutal et une durée limitée (<3 mois).

-Critéres relatifs aux traitements/ stratégies/ procédures :

- patients non traites par voie générale lors du diagnostic initial d’uvéite active ou traités par
corticotherapie orale (prednisone ou prednisolone) a une dose <10 mg/j,

- seules les uvéites au stade initial de découverte (non chroniques) seront incluses.

e Criteres de non-inclusion des patients :
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- uveites chroniques (inflammation persistante avec récidive dans les 3 mois apres arrét du
traitement),

- patients en cours de traitement par corticothérapie systémique >10mg/j, et traitement actuel
ou passe par autre traitement immunomodulateur (mycophénolate mofétil, méthotrexate,
azathioprine, cyclophosphamide, tacrolimus),

- patients recevantdu collyre de cyclosporine,

- patients ayant été traités avec une biothérapie anti-TNFa ou autre thérapeutique d’agents
biologiques (étanercept, infliximab, golimumab, abatacept, anakinra, rituximab, natalizumab,
tocilizumab, efalizumab, certolizumab pegol, adalimumab...),

- patients traités avec des agents recombinants (y compris les médicaments intravitréens tels
que les anti-VEGF),

- antécédent de chirurgie oculaire ou systémique de moins de 4 mois,

- implant intravitréen de dexamethasone (Ozurdex®) moins de 6 mois avant 1’inclusion.
Corticothérapie intra-vitréenne ou périoculaire moins de 30 jours avant la procedure,

- sujets sous antibiotiques oraux, sujets diabétiques.

e Critéres d’inclusion pour les patients controles opérés de la cataracte:

- accord de sujets contrdles opérés de cataracte pour prélévement d’AqH et de sérum. Sujets
contréles : normalité de I’HbALc ou pas de diabete connu, pas de traitement corticoide et pas
d’antibiothérapie orale ou topique moins de 30 jours avant la procédure, pas de glaucome
connu ni de dégénerescence maculaire liée a 1’age. L accord du patient pour acceptation des
procédures de [’essai pour les prélevements et approuvé par le comité d’Ethique se trouve en
Annexes.

- accord de sujets contrdles opérés de cataracte pour prélevement d’AqH en précisant au
patient que cette étude utilise les volumes résiduels non traités au laboratoire. Ainsi, les
prélévements d’AqH utilisés ici pour les tests biologiques sont normalement éliminés lors de
I’intervention chirurgicale.

Cent-vingt prélévements d’AqH de sujets contrdles seront réalisés pendant la chirurgie de
cataracte, au moment de I’incision. Il est a noter qu’il n’y a pas de modification de 1’acte

opératoire lié a cette procedure.

- Explication aux sujets atteints
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Aucun prélévement autre que strictement nécessaire pour le diagnostic de la maladie n’est
effectué. Cette étude utilise les volumes résiduels du laboratoire qui sont prélevés pour le
diagnostic étiologique. La signature d’une feuille de consentement éclairé pour les patients est
systématiquement obtenue apres explication orale. L’étude a été approuvée par le Comité

d’Ethique de I’Hopital St Antoine, Paris, protocole n°13934 ; Document en Annexe.

- Explication aux sujets controles

Cette étude utilise les volumes des liquides intraoculaires qui sont éliminés lors de
I’intervention chirurgicale de la cataracte. La signature d’une feuille de consentement éclairé
pour les sujets témoins est sytématiquement obtenue apres explication orale (cf. protocole
n°13934 ; Document en Annexe).

IV-2. Méthode d’analyses biologiques (dosage de cytokines, chimiokines).

e Principe du Luminex®

Le Luminex™ est une technologie récente qui, fondée sur le principe de la cytométrie
en flux, allie l'utilisation de microsphéres fluorescentes et une double lecture apres excitation
par deux lasers. Actuellement, un panel de 100 billes renfermant un ratio différent de
fluorescence rouge et orange peut étre utilisé.

Ce systeme multianalytique ou multiplex est constitué d’un ensemble de microspheres et d’un
cytométre en flux a deux lasers. La puissance de ce systeme réside dans le fait qu’il est
possible d’analyser simultanément jusqu’a 100 types de microspheres par puits (chaque type
de microspheres étant reconnaissable par un code couleur différent selon sa fluorescence).

Selon I’application envisagée, les microspheres sont recouvertes soit d’un antigéne, soit d’un
oligonucléotide, soit d’un substrat si ’on veut respectivement révéler une liaison antigéne-
anticorps, une hybridation moléculaire ou une activité enzyme-substrat, aprés addition d’un

révélateur marqué par la phycoérythrine qui donne une autre fluorescence.

e Description du systéeme

Les microspheéres

49



Ce sont des microspheres de polystyrene de 5,6um de diametre, marquées par
incubation dans des bains renfermant un mélange de deux solutions fluorescentes. La solution
fluorescente est piégée a I’intérieur de la microsphere. En variant la proportion des deux
fluorochromes présents dans les bains, on obtient une gamme de 100 catégories de
microspheéres caractérisées par un code couleur selon I’intensité de la fluorescence émise par
les deux fluorochromes dans leur spectre d’émission respectif. Chaque type de microsphére

est représenté a part égale dans le mélange.

Le cytometre

Il comporte un laser rouge a diode (633nm) et un laser vert (532nm), le laser rouge excite les
fluorochromes a D’intérieur des microspheres, le laser vert excite la phycoérythrine.
Classiquement, 1’échantillon qui contient les microsphéres est aspiré dans un liquide de gaine

et les microsphéres passent une par une devant les lasers (fig. 5).
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Figure 5 : Systéeme Bio-Plex® : 100 billes différentes présentent un spectre de couleur rouge
et infrarouge permettant le dosage de 100 analytes différents d’un méme échantillon. Analyse
de la réaction par le Bio-Plex Array Reader. La fluorescence est détectée par les lasers et les
photomultiplateurs du Bio-Plex® : le premier laser excite le code couleur correspondant a une
des 100 molécules proposées et le second laser permet la quantification de la cytokine a

analyser (documents BioRad).

La sensibilité des microplaques de titration est effectuée par un dépot d’une suspension de
billes de spectres différents chacune portant un anticorps monoclonal anti-cytokine spécifique.
Apres incubation, les cytokines présentes dans les liquides biologiques vont se fixer sur leur
anticorps spécifique. Aprés lavage, la réaction cytokine-anticorps est realisée par addition de
I’anticorps biotinylé spécifique de chaque cytokine. Apres lavage, la réaction est révélée par
I’addition d’une substance fluorescente, la phycoérythrine liée a la streptavidine (fig 6). La
phycoérythrine est un fluorochrome émettant dans le vert qui, excitée a 532 nm, réémet a 575

nm.
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La suspension de billes subit I’aspiration, puis le trajet dans une veine liquide du cytométre. A
la sortie, les billes sont excitées par un jeu de deux lasers, ayant chacun un role précis (Fig.
5) : le laser vert excite le fluorochrome. La fluorescence émise témoigne alors de la réaction
en surface, et détermine la positivité de la réaction en fonction d’un seuil de fluorescence
propre a chaque bille. Le fluorescence émise par le fluorochrome reporter est détectée par un
photomultiplicateur & la sortie de la veine liquide. L’intensité de la fluorescence émise étant
proportionnelle & la quantité de cytokine présente dans le liquide biologique.

Le laser rouge a diode (633 nm) excite les fluorochromes incorporés aux billes de polystyréne
émettant dans le rouge et infrarouge, correspondant au code couleur de chaque bille, et

permettant 1’identification précise de chacune.
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Figure 6 : Dosage des cytokines par Bio-Plex®. (Etape 1) Mise en suspension des billes.
(Etape 2). Les billes avec ’anticorps de capture se lient a la cytokine spécifique. (Etape 3)
L’anticorps biotinylé se lie a la cytokine ; La streptavidine-phycoérythrine se lie a la biotine et

émet de la fluorescéine.
IV-3. OPTIQUE ADAPTATIVE

IV-3-1: Principe de ’optique adaptative

La caméra de cette technologie mesure et corrige les aberrations du front d’ondes avec
une source diode lumineuse de 750 nm et un systeme de FIOA. Le front d'ondes perturbé est
analyseé ; le résultat de I'analyse commande les déformations du miroir déformable. En boucle
fermée, le systeme de contrdle corrige les résidus au front d'ondes optimal. Une image vidéo
en live de la pupille permet I’alignement de la pupille avec la lumiére incidente. Pour
I’imagerie, le fond d’ceil est illuminé par une source de basse cohérence (diode émettant un
rayonnement a 840 nm, proche de I’infrarouge). Cette longueur d’onde est choisie pour
minimiser les phénomeénes parasites (granularité laser). La lumiére transmise par une fibre

optique est réémise en front d’ondes. Un systéeme teléscopique constitué par des miroirs
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sphériques de balayage (horizontal et vertical) assure le balayage point par point de la rétine.
La lumiére rétrodiffuséee par la rétine emprunte le méme trajet que pour 1’éclairage jusqu’a la
séparatrice. Elle est alors renvoyeée par un miroir vers le photomultiplicateur.
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Figure 7 : Mécanisme de 1’optique adaptative (remerciements F. Lacombe (LESIA)

IVV-3-2 : Description du dispositif

L’AO FIFC (Adaptive Optics Flood Illumination Fundus Camera ou Caméra fond d'oeil a
optique adaptative), modele rtx1, est un prototype développé par la société Imagine Eyes®.

La caméra rtx est une camera utilisant une illumination plein champ en infrarouge dont la
lumiere réfléchie par le fond d'oeil est corrigée par un miroir déformable. L'image, mesurant
4x4°, est capturée par un capteur CCD comprenant 1500 x1500 pixels. Cette résolution est
suffisante pour visualiser clairement les photorécepteurs (c6nes) in vivo, les microvaisseaux
et d’autres microstructures de la rétine. Les technologies actuelles d’imagerie en milieu
clinique ne peuvent pas fonctionner au niveau cellulaire, 1a ou débutent les maladies les plus
courantes a I’origine de la cécité. Lors d'une procédure d'acquisition standard, avec ou sans
dilatation, le fond d'oeil est illuminé pendant 4 secondes et 40 images brutes sont acquises; le
logiciel de traitement d'image en sélectionne 10 qui sont moyennées pour fournir une image
finale en environ 30 secondes. La répétition des acquisitions permet de cartographier toute
structure d'intérét située dans un cadre de 10x15° du centre (et en périphérie nasale pour ce
qui concerne I'oeil droit). Le logiciel i2k permet ensuite de reéaliser des alignements d'images
pour le suivi longitudinal, ou des montages.

La FIOA a une grande capacité de correction d’aberrations oculaires. En plus, son systéme
d’illumination, invisible des patients, minimise les réactions de réflexe qui dégradent la

qualité des images tout en maximisant le confort de ces derniers.
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Figure 8 : Images en FIOA de cones extrafovéolaires (Images Imagine Eyes®).

IV-3-3 : Applications de ’AO en Ophtalmologie

Le systtme de FIOA rtx] permet d’étudier de multiples structures microscopiques
fonctionnelles de I’oeil comme en témoignent des publications récentes:
- la bordure des Iésions maculaires [100], avec les photorécepteurs (cones) extrafovéolaires
[101]et les oedémes microcystiques [102],
- les structures artériolaires dont la lumiere et la paroi des artérioles [103],
- les microanévrysmes et les hémorragies microscopiqgues,
- les pores de la lame criblée [104] et les fibres nerveuses au bord du disque optique.
Notre €quipe a parallelement travaillé sur ’imagerie des vaisseaux rétiniens normaux et chez
les patients hypertendus, ce qui a permis de montrer que la FIOA permet d’analyser de fagon
quantitative les structures microvasculaires rétiniennes en particuler la paroi vasculaire (Koch
et al, 2014 ; équipe Pr Paques, CIC 1423 au CHNO).
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Figure 9 : Image en optique adaptative de vaisseaux rétiniens normaux. La paroi des
vaisseaux rétiniens n’est pas visible dans le cas des veines mais elle I’est dans le cas des

artéres et artérioles. D’aprées Koch et al., 2015.

»

Figures 10 : Images en FIOA de drusen dans une dégénerescence maculaire liée a 1’age, des
cellules de I’EPR, une membrane épirétiniennes, des vaisseaux rétiniens, des hémorragies

rétiniennes, une vascularite rétinienne (derniére image issue de Errera et al., 2014 [105]).

1VV-4. Plan d’étude

e Modalité de recrutement et de sélection de la population cible
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Lorsqu’un patient se présente avec une inflammation intermédiaire ou postérieure présumée
idiopathique au service des urgences ou a notre consultation « Uvéites » et qu’il nécessite un

prélévement d’AqH ou de vitré, les procédures suivantes sont réalisées :

- Recueil de I’historique médical et chirurgical

Visite en Médecine interne (examen par un médecin interniste) pour tout sujet atteint d’uvéite.
Une histoire médicale et chirurgicale complete est relevée pour chaque sujet a la visite
d’inclusion.

Un interrogatoire et un examen clinique centres sur les éléments suivants : contage infectieux
(herpés, syphilis, tuberculose, Lyme), contexte particulier (voyages, animaux...), signes
pulmonaires, hématopoiétiques (adénopathies...), signes rhumatologiques, digestifs, cutanés,
sphére ORL et génitale, signes neurologiques. Tout élément d’orientation est exploré a I’aide
d’investigations complémentaires spécifiques quels que soient les résultats des examens

complémentaires.

- Antécédents d’inflammation intraoculaire

L’interrogatoire réalisé a la visite d’inclusion retrace la date de début des signes, I’ceil ou les
yeux affectés, le type de pathologie, la nature du diagnostic, les antécédents infectieux, les
cause de I’infection précédente (si applicable), les récidives inflammatoires dans les mois et
semaines passés, la date de I’inflammation la plus récente et le calendrier des thérapeutiques

antérieures et actuelles.

- Examen clinique. Il consiste en :

- une mesure de I’acuité visuelle et prise du tonus oculaire ;

- un examen a la lampe a fente pour évaluer le degré de Tyndall (ou d’inflammation) de la
chambre antérieure, 1’aspect de précipités rétrodescémétiques granulomateux ou non, et la
pseudophakie ou non ;

- un examen du fond d’ceil pour I’évaluation des Iésions inflammatoires choriorétiniennes, la
présence d’une papillite, d’cedéme maculaire, de vascularite rétinienne (veineuse et/ou
artérielle), de la localisation et du nombre de Iésions, de la taille et de la présence de lésions
rétiniennes/ choroidiennes (actives ou non), de la gradation du score de haze vitréen grace aux
critéres SUN (the Standardization of Uveitis Nomenclature) ;

- une imagerie choriorétinienne avec le Spectralis Heidelberg Engineering® pour

I’autofluorescence et 1’Optical Coherence Tomography (OCT) et en angiographie a la
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fluorescéine et/ou au vert d’indocyanine (ICG), sera réalisée a la visite d’inclusion. Elle
permet de mesurer I’impact de 1’inflammation intraoculaire ainsi que la détection d’un cedéme
maculaire, d’une vascularite rétinienne, d’une papillite, de foyers rétiniens, d’une choroidite ;
- une photographie en couleur du fond d’ceil (Canon®).

C’est en cas d’absence de haze vitréen (ou hyalite), que nous avons montré I’importance de
réaliser une imagerie par optique adaptive (Imagine Eyes®, France) au niveau du péle
postérieur rétinien pour détecter une vascularite active, celle-ci étant considérée comme

révélatrice d’inflammation oculaire [105].

e Examens complémentaires systématiques réalisés au titre du bilan d’uvéites
intermédiaires, postérieures et panuvéites (dictés par 1’examen clinique

ophtalmologique) :

Ces examens sont demandés systématiquement par 1’ophtalmologue aprés son examen
clinique. Certains examens complémentaires d’orientation pouvant é&tre ajoutés apres
I’examen général par le médecin interniste. Les résultats sont consignés sur la fiche

d’observation et sur les dossiers de 1’hopital.

Tableau VI. Liste des examens complémentaires dans le cadre du bilan étiologique des
d’uvéites.

si uvéite granulomateuse (et uvéites non | enzyme de conversion (ECA) + lysozyme

granulomateuses récidivantes) : sérique, IDR, sérologie des virus du groupe
Herpes (HSV, CMV, VZV), sérologies
TPHA, VDRL

Selon la localisation anatomique de 1’inflammation :

diagnostic d’uvéite intermédiaire :

-examens sanguins sérologies TPHA-VDRL, Lyme + Toxocara
-examens radiologiques cliché pulmonaire £ TDM thorax
si vascularite rétinienne présente : ponction
lombaire (examen anapath.), IRM

encéphalique, ANA, ANCA

diagnostic d’uvéite postérieure :

-examens sanguins hémogramme, sérologie toxoplasmose (Si
foyer rétinien évocateur), candidose (si
contexte évocateur), toxocarose (si foyer
rétinien évocateur), herpes viroses, TPHA-
VDRL, groupe HLA A et B (A29 pour
« birdshot » si examen clinique en faveur,
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B27, B51 pour maladie de Behcet), enzyme
de conversion, lysozyme

-ponction lombaire recherche de méningite lymphocytaire quand
suspicion de VKH, Behcet ou lymphome
-examens radiologiques cliché pulmonaire £+ TDM thorax, IRM

encéphalique

si vascularite rétinienne (auto-immunité) :
ANA, ANCA, anticoagulants circulants, Ac
antimitochondries, facteur rhumatoide

Sont prescrits des prélévements intraoculaires chez les sujets presentant des signes
d’inflammation intraoculaire grave définis comme : une AV <5/10 et une cataracte ou une
opacite des milieux liée a un Tyndall >2+ et/ou hyalite >2+ et/ou synéchies irido-
cristalliniennes ne cédant pas a I’instillation de collyre mydriatique et/ ou une atteinte
rétinienne et/ou choroidienne. Ces prélevements permettent de rechercher en fonction du
contexte clinique ophtalmologique et général les virus du groupe Herpes et de Toxoplasma
gondii (coefficient de charge immunitaire et réaction en chaine de la polymérase (PCR)).

Dans ces cas d’inflammation intraoculaire, I’imputabilité des agents infectieux : HSV, VZV,
CMV, borréliose de Lyme, rickettsiose, bartonellose, syphilis, toxocarose, toxoplasmose est
faite selon les éléments d’orientation clinique et sur la base des examens bactériologiques et

mycologiques.

IV-5. Préléevements

e Traitement des prélevements, transport et conservation de la collection

biologique :

Les prélevements d’AqH et de sérum sont réalisés sur le site du CHNO des Quinze-Vingts
dans un bloc stérile dédié aux prélevements et injections intraoculaires. Les volumes résiduels
non utilisés pour la recherche d’un agent infectieux et /ou néoplasie (T. gondii, Herpes virus,
tuberculose, cytologie, rapport IL-6/ IL-10) sont adressés au Laboratoire pour analyse des
cytokines/ chimiokines pour le protocole d’étude.

Pour les contrdles, les échantillons de sang et les prélevements intraoculaires sont réalisés sur
le résidu chirurgical pendant la chirurgie de la cataracte, pour les controles, au CHNO des
Quinze-Vingts. Les échantillons (sérotheque, AgH) issus des prélévements réalisés dans le

cadre de cette recherche font I’objet d’une collection biologique.

57




Pour les examens sérologiques, le sang est prélevé dans un tube sans anticoagulant et envoyé
au laboratoire du CHNO des Quinze-Vingts, centrifugé pendant 15 minutes a 4°C et le sérum
congelé a -80°C.

Pour d’autres dosages (tels que les recherches virales, sérologies....), les échantillons sont
traités suivant les spécifications fixés par le laboratoire de biologie médicale du CHNO.

Les collections seront enregistrées selon les formalités classiques et seront conservées a -

80°C. Les échantillons sont anonymisés et analyses.

- Procédure de prélevement intraoculaire

Une méthode standardisée est utilisée pour les prélévements d’AqH chez tous les patients
[106]. Un prélévement sous microscope est réalise dans le segment antérieur de 1’ceil. Une
anesthésie locale est pratiquée par instillation de 1% de tétracaine et 0,4% d’oxybuprocaine
trois fois a intervalle de 10 minutes. La surface oculaire et les paupiéres sont désinfectées a
I’aide de povidone iodée et ensuite rincées avec 0,9% de NaCl apres la pose d’un
blépharostat. Un volume de 100-200 puL d’AqH est prélevé avec une aiguille de 27 gauge
dans une seringue a tuberculine. Aprés le prélévement, un collyre antibiotique est administré
3 fois par jour pendant 3 a 7 jours et un pansement appliqué pendant 12 heures. La procédure
dure moins de 10 minutes. Les préléevements sont aliquotés et conservés a -80 °C et
décongelés immédiatement avant analyse biologique.
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Schéma du
déroulement :

Sujets inclus avec uvéite intermédiaire, postérieure ou panuveéite
grave nécessitant un prélevement d’humeur aqueuse (et sérique)
pour recherche d'une étiologie infectieuse (N>120) :

|

Al'issue de 'examen
clinique (+ imagerie)
ophtalmologique + des
résultats du bilan

Sujets non retenus: uvéite infectieuse (parasitaire: toxoplasmose, toxocarose;
virales: HSV, VZV, CMV; bactériennes: tuberculose, syphilis, Lyme, maladie de

systémique + imagerie Whipple, bartonellose, leptospirose; fungique: candidose, aspergillose....)

rétinienne + prélévement
intraoculaire
Sujets non retenus: uvéite non infectieuse avec manifestations extra-

ophtalmologiques (VKH, sarcoidose ).

Sujets non retenus: uvéites non infectieuses sans manifestations extra-
ophtalmologiques (choriorétinites de Birdshot, ).

—I_,‘ Sujets retenus: uvéite idiopathique (N=120) ‘

e Dosages des cytokines par Luminex

La mise au point des tests de multidétection a billes dérivés de la cytométrie en flux a
rendu possible la détection de multiples analytes a partir de microvolumes d’AqH (15-50 pL).
Pour I’étude des cytokines dans les sites oculaires inflammatoires, la technologie Luminex®

basée sur 1’utilisation de microspheres fluorescentes et une double lecture apres excitation par

deux lasers a été validée [107]-[109].

e Meéthodes statistiques

Les tests de Mann-Whitney et Wilcoxon ont eté pratiqué pour comparer les variables
continues. Les valeurs avec p <0,05 ont été considérées comme significatives. Les analyses

statistiques ont été utilisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism version 7.0.

V. RESULTATS

Nos résultats concernent dans un premier temps la validation de I’optique adaptative

dans les uvéites.
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Une premiére étude a porté sur les vascularites imagées en FIOA car elles représentent
la forme visible des uvéites, au niveau des vaisseaux. Aprés avoir déterminé pour la premiére
fois I’aspect des vascularites associées aux uvéites en FIOA, nous étudierons ensuite les
moyens de quantifier I’importance de I’inflammation vasculaire, le but étant de suivre
I’évolution des caractéristiques anatomiques observées en FIOA.

Une deuxieme étude a porté sur les résultats des médiateurs immunitaires de 1’inflammation
(cytokines, chimiokines) dans les uvéites. Aprés nous étre intéressés aux patients témoins
négatifs (patients opérés de cataracte sans uveéite), en vérifiant que la présence d’hémoglobine
dans les résultats sériques et d’AqH ne modifient pas les valeurs biologiques trouvées, nous
nous sommes concentrés sur les valeurs des marqueurs biologiques (cytokines, chimiokines et
facteurs de croissance) chez les patients témoins positifs atteints de pathologies uvéitiques
infectieuses (toxoplasmose, syphilis) ou non infectieuses (maladie de Behcet, sarcoidose).
Une partie de notre étude sera consacrée aux médiateurs de I’inflammation dans les syphilis
oculaires afin de comprendre si leur mécanisme immunitaire s’apparente a celui des syphilis
avec atteinte neurologique. Ces mécanismes immunitaires mis en jeu dans la syphilis avec
atteinte purement oculaire ne sont jusqu’alors pas connus.

Nos recherches nous conduirons également a I’analyse des prélévements sériques et d’AqH
dans I'uvéite idiopathique, pathologie aux présentations cliniques diverses, dont 1’étiologie est
pour l’instant inexpliquée. Une comparaison sera effectuée avec les mediateurs de
I’inflammation trouvés chez témoins négatifs et positifs analysés précédemment.

Pour chaque pathologie d’uvéite étudiée, en fonction des résultat observés en FIOA,
I’analyse de ces médiateurs immunitaires de l’inflammation dans les prélévements sera
discutée. Le but est de comprendre quelles sont les relations entre caractéristiques

anatomiques observées en FIOA et les mécanismes immunitaires mis en jeu.

Logigramme de présentation des résultats :

- Apport de I’Optique Adaptative dans les uvéites (chapitres V.1 et V.II):

visualisation des structures vasculaires et aspects dans les vascularites rétiniennes.
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Cette récente technique d’imagerie pourrait-elle étre une aide a la recherche d’aspects
cliniques particuliers dans les uvéites ? Y-a-il un lien entre les aspects cliniques
retrouvés et les voies immunologiques en cause ?

- Etude des cytokines/ chimiokines/ et facteurs de croissance dans les uvéites
idiopathiques (chapitre V.5) en comparaison avec les témoins dans uvéites (opérés de
cataracte) (chapitre V.3), les patients avec uvéites d’autres étiologies : maladie de
Behcet, sarcoidose, toxoplasmose oculaire (chapitre V.4) et la syphilis (chapitre V.5).

- L’aspect en imagerie Optique Adaptative sera étudié pour chacune de ces pathologies

uveitiques a la fin de chaque sous-chapitre.

VALIDATION DU RECOURS A L’OPTIQUE ADAPTIVE DANS LES
UVEITES

V-1. IMAGERIE DES VASCULARITES RETINIENNES EN OPTIQUE
ADAPTATIVE

Cette ¢étude de l’'imagerie des vascularites rétiniennes en FIOA a fait 1’objet d’une

publication (Article 1).
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Comme nous I’avons vu dans les généralités, les vascularites rétiniennes sont rencontrées
dans de multiples pathologies : maladie de Behget, sarcoidose, maladie auto-immunes etc...
ou restent idiopathiques.

Les vascularites réetiniennes sont diagnostiquées cliniqguement. L’angiographie a la
fluorescéine permet souvent de déterminer 1’étendue, la sévérité de la maladie et les aspects
cliniques dangereux. Par angiographie a la fluorescéine, ’intégrité de l’arbre vasculaire
rétinien peut étre étudiée en détail. C’est ainsi que le moindre signe d’inflammation rétinienne
vaculaire qui interrompt les jonctions serrées endothéliales, permettant a la fluorescéine de
pénétrer la paroi du vaisseau et les tissus perivasculaires, sera détecté avant méme que
I’inflammation soit visible cliniqguement. En angiographie a la fluorescéine, une imprégnation
des vaisseaux par le colorant et une fuite du produit de contraste par ces vaisseaux sont des
signes classiques de vascularite rétinienne.

Notre objectif dans cette premiere étude, a été d’évaluer I’apport de 1’imagerie en optique
adaptative dans les uvéites postérieures car cet outil trés récent en ophtalmologie permet de
visualiser le nerf optique et les vaisseaux rétiniens seulement si les milieux intraoculaires sont
clairs. Nous avons donc observé les vaisseaux sanguins dans diverses étiologies d’uvéites
lorsque celles-ci étaient actives et tout le long de leur suivi, qu’elles soient traitées ou non.

Notre étude de cas, concernait 3 patients atteints de vascularite rétinienne. Les diagnostics
associés a la vascularite étaient la borréliose oculaire de Lyme (n = 2) et la tuberculose
oculaire (n = 1). Tous les patients examinés en FIOA dans cette étude présentaient des
milieux oculaires clairs et sans inflammation cliniquement visible dans le vitré et la chambre
antérieure afin d’obtenir des images en FIOA analysables, non floues. Tous les patients ont eu
un examen ophtalmologique standard, des rétinophotographies couleurs, une angiographie a
la fluorescéine et une imagerie infrarouge en FIOA (rtx1 camera, Imagine Eye, Orsay,
France).

Les objectifs étaient d’évaluer les aspects anatomiques observés lors de I’inflammation
oculaire, notamment au niveau des vaisseaux rétiniens.

La caractérisation et le grade de I’inflammation intraoculaire a été définie de maniere
standardisée selon 1’International Uveitis Study Group (SUN criteria) [5], cependant il
n’existe pas de définition non ambigué de la maladie “vascularite rétinienne”; les criteres du
“SUN” considerent en tant que “vascularite rétinienne” toute altération des vaisseaux comme
un engainement et/ou une fuite vasculaire.

Cliniquement, les engainement vasculaires observés lors de I’examen du fond d’oeil

sont classiquement associés a une fuite des parois vasculaires a l’angiographie a la
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fluorescéine, ce qui représente une altération localisée de la barriere hématorétinienne.
L’angiographie rétinienne est donc utile pour déterminer [D’activité des processus
inflammatoires, cependant la sensibilité et la spécificité de cette technique d’imagerie ne sont
pas encore connues.

Les modifications vasculaires rétiniennes liées a ces engainements n’ont jamais été évaluées
par FIO. Comme la FIO appliquée a I’examen des fonds d’yeux est trés sensible pour détecter
une perte de transparence rétinienne [110], nous avons émis I’hypothése que les infitrats
inflammatoires autour des vaisseaux pourraient également étre détectés. Nous avons donc
décritles caractéristiques des vascularites rétiniennes, ce qui illustre la contribution de la
FIOA pour caractériser et suivre 1’évolution de ces pathologies.

En ce qui concerne les occlusions vasculaires rétiniennes, les processus pathologiques précis
sous-jacents aux occlusions vasculaires restent obscurs mais des études suggérent que ce
mécanisme pourrait étre thrombotique ou oblitératif (lié a une infiltration inflammatoire
intramurale). Si le mécanisme est thrombotique, il peut résulter d’une dysfonction ou d’une
altération endothéliale, locale ou d’une tendance prothrombotique généralisée. Ces hypothéses
causales sont celles proposées pour les mécanismes thrombotiques rencontrés dans la maladie
de Behget [111].

Des anomalies thrombophiliques ont été retrouveées comme fréquentes chez les patients avec
vascularite rétinienne idiopathique et le tabac pourrait étre un facteur contributif au
développement des modifications rétiniennes ischémiques chez ces patients [112]. Les
occlusions rétiniennes artériolaires sans inflammation vasculaire sont retrouvées dans la SEP
et pourraient étre dues a un dép6t de complexes immuns dans la lumiére comme cela a été
montré dans d’autres tissus, ou alors étre secondaires a la liaison d’un anticorps dirigé vers
une cellule endothéliale [113]. Une tendance a la thrombose ou aux emboles a partir d’une
endocardite pourrait étre également responsable. Bien qu’il n’existe pas de modeéle animal
spécifique pour les vascularites rétiniennes isolées, Stanford et al. ont développé une
vascularite rétinienne relativement spécifique chez le rat apres inoculation systémique d’un
antigéne S rétinien [114]. L’observation histopathologique d’un infiltrat périveineux rétinien
lymphocytaire correspond aux aspects retrouvés en angiographie a la fluorescéine (une fuite
de la microvascularisation proche de celle vue chez les patients) et également aux aspects
anatomopathologiques rencontrés dans les vascularites de la maladie de Behget et les
vascularites rétiniennes isolées. Une inflammation des vaisseaux est grave car elle peut
conduire a une sténose segmentaire, une occlusion, une dilatation et/ ou a une formation

anévrysmale.
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Reports

Retinal Vasculitis Imaging by Adaptive Optics| [=]
Retinal vessels may be affected by inflammatory
processes of various origins, usually within the
context of uveitis. Retinal vasculitis can lead to
vascular occlusion and/or rupture of the
blooderetinal barrier, and therefore can be the
cause of severe visual loss. Retinal vasculitis is
usually defined by the presence of
ophthalmoscopically visible whitish perivascular
infiltrates. Veins are more often affected than
arteries. Additional evidence of vascular
inflammation is the staining of the vessel walls
on fundus fluorescein angiography (FFA).
However, the sensitivity and specificity of these
diagnostic tests are unknown.

Adaptive optics (AO) is an optoelectronic
technology first developed in astronomy thatt
was later found to improve the lateral resolution
of fundus images.This kind of imaging allows the
visualization of microstructures of the retina
such as photoreceptors and capillaries. We
recently reported that AO imaging allows
guantitative analysis of microvascular structures,
epecially measurement of arteriolar wall
thickness. To our knowledge, there has been to
date no report of AO Imagine eyes with retinal
vasculitis. Because AO fundus imaging is a very
sensitive method to map areas of loss of retinal
transparency,’ we hypothesized that
inflammatory infiltrates around vessels may be
detected as well. Herein, we describe the AO
aspect of retinal vasculitis in 3 subjects, which
illustrates its contribution for characterizing and
monitoring this condition.

The research adhered to the tenets set forth in
the Declaration of Helsinki, and approval of the
local Ethics Committee (St. Antoine Hospital,
Paris, France) was obtained. Each subject
received full oral and written information and
gave consent before inclusion. Color fundus
photographs and scanning laser ophthalmoscope
fluorescein angiography were performed using
standard methodologies. Infrared AO flood
imaging of the fundus (rtx1, Imagine Eyes, Orsay,
France) using a protocol previously described’

was performed by 2 experienced operators
(M.H.E. and M.P.) in 3 eyes of 3 subjects
diagnosed with retinal vasculitis. They were 1
woman and 2 men, whose age ranged from 29 to
56 years. Diagnoses were ocular Lyme borreliosis
(n =2) and presumed ocular tuberculosis (n =1).
All had clear media and no evidence of anterior
chamber or vitreous inflammation.

Color fundus photographs, FFA, and AO images
of each subject are presented in Figures 1 to 3
(available at www.aaojournal.org). Color fundus
photographs showed focal periphlebitis in all
subjects. By FFA, all eyes had focal leakage of
fluorescein and 2 eyes (cases 1 and 3) had foci of
dye staining along major vessels. Although
venous parietal structures are seldom seen in
normal eyes, by AO imaging several foci of
perivascular opacification were found in eyes
with retinal vasculitis. These areas on both sides
of the vessels were 20 to 100 mm wide, several
millimeters long, and had well-defined outer
limits. The venous lumen often showed focal
narrowing at these sites. In case 1, minimal
fluorescein leakage colocalized with perivascular
infiltrates seen by AO, although in all subjects,
some areas of perivascular opacification seen by
AO appeared normal on fundus photographs. In
case 3, perivascular infiltrates disappeared after
treatment.

Overall, we found that AO imaging significantly
improved detection and characterization of
retinal vasculitis compared with fundus
photography and FFA. Indeed, AO imaging
revealed infiltrates in segments of the vessels
with no or minimal changes detected otherwise.
Therefore, AO demonstrates thatt perivascular
infiltrates may be more extensive than suggested
by conventional imaging.

The pathophysiologic significance of
paravascular opacification seen by AO may be
either a paravascular cellular infiltration or a

parietal thickening. In animal models of
experimental autoimmune uveoretinitis,
histology showed cellular infiltration
corresponding with the perivascular

opacification seen by funduscopy.’ In
1311
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humans, histopathologic studies of Behget’s
disease affected eyes have shown segments of
mural inflammatory infiltration of retinal veins
and perivascular space.”” Therefore, although in
our cases AO could not resolve the venous wall,
it is likely thatt opacified areas seen by AO were
owing to paravascular cellular and/or fluid
accumulation rather than parietal thickening.
Another interesting perspective of our study that
AO imaging may identify subclinical retinal
vasculitis, i.e., that is not detected by
ophthalmoscopy or FFA. This may contribute to
diagnostic optimization and workup of a variety
of general inflammatory diseases. For instance,
the presence of retinal vasculitis during multiple
sclerosis is associated with a more severe form.°
Because AO imaging may also contribute to
better understand the process leading to
vascular occlusion, it may help to identify patient
at risk of severe visual loss. We therefore
conclude that AO imaging may be a useful tool
for the detection, early diagnosis, and thus
management of retinal vasculitis.
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Reports

Figure 1. Case 1, a 52-year-old man with bilateral ischemic retinal vasculitis related to Lyme borreliosis. A, Color fundus photograph. B,
Fluorescein angiography (FFA) revealing leakage from the disc and major temporal veins of the posterior pole together with extensive
microvascular remodelling in the foveal area. C, Adaptive Optics (AO) imaging of the area indicated in panel A (A, arteriole; V, vein). Note
the presence of perivascular opacification (arrows in C) suggestive of inflammatory infiltration, surrounding an area of focal venous
narrowing (asterisks in C; bars, 250 mm).

Figure 2. Case 2, a 29-year-old woman diagnosed with Lyme disease based on a history of tick bite and positive anti-Borrelia antibodies in
serum. A, B, Fluorescein angiography (FFA) revealing peripheral retinal vasculitis in the right eye but not in the left (A). C, Adaptive optics
imaging of the area indicated in B (in the midperiphery of the right eye) showed a loss of transparency along a venule (arrows), which had
normal appearance on FFA (B; bars, 250 mm).

1312.el1
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Figure 3. Case 3. Multimodal imaging of the fundus of a 56-year-old man with retinal vasculitis presumably related to tuberculosis. A, color
photograph. B, Fluorescein angiography (FFA) showing a focal leakage of fluorescein from a superotemporal vein adjacent to the disc. C, D,
Composite Adaptive Optics (AO) Near Infra-Red (NIR) imaging of the area indicated in A, which corresponds to a distal site on the same
leaking vessel. AO imaging showing a loss of transparency around the venule (arrowheads) without detectable dye staining on FFA. D,
Three months after initiation of combined antituberculosis and corticosteroids treatment, AO NIR imaging showed the disappearance of
perivascular infiltration.
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e Résultats

Les rétinophotographies en couleur des 3 yeux inclus montraient un engainement
vasculaire périphérique et des périphlébites focales chez un ceil (cas de Lyme). En
angiographie a la fluorescéine, tous les yeux avaient des foyers d’imprégnation de colorant le
long des parois des vaisseaux majeurs et une fuite localisée de fluorescéine. Un patient
présentait une fuite capillaire de fluorescéine, diffuse et au niveau du nerf optique. En FIOA,
nous avons détecté dans les 3 cas ; plusieurs zones d’opacification périvasculaire, mesurant de
20 & 100 pum de large, sur une longueur de plusieurs millimétres, avec des contours bien
définis, des deux cotes du vaisseau atteint. La lumiére des veines montrait un rétrécissement
focal dans ces zones. Chez ces patients, les zones d’opacification paraissaient normales sur les
rétinophotographies et en angiographie. Des imageries séquentielles en FIOA ont été réalisées
chez deux patients, 3 et 5 mois aprés 1’imagerie initiale ; dans le cas de maladie de Lyme, la
FIOA a montré une variation de 1’apparance de I’infiltrat périvasculaire et du calibre veineux
au cours du suivi, parallelement au passage a la chronicit¢ de I’inflammation malgré le
traitement approprié. Dans le cas de tuberculose oculaire, le patient n’a plus montré de signes
d’inflammation périvasculaire en FIOA au dernier examen de suivi aprés un traitement

approprié. La rémission de la vascularite rétinienne a été observée de fagcon concomitante.

e Conclusion

Cette étude a été réalisée afin de déterminer si I’imagerie en FIOA pouvait étre utile pour
le diagnostic et la prise en charge des vascularites rétiniennes ; nous avons trouve que la
FIOA améliore la détection et la caractérisation des vascularites rétiniennes de facon
significative. La FIOA, en effet, permet de détecter la présence d’infiltrats sur les segments
vasculaires alors que ces aspects sont minimes ou peu détectés sur les rétinophographies en
couleur du fond d’ceil et/ ou les angiographies a la fluorescéine. De plus, la FIOA a permis de
mettre en évidence une extension des infiltrats périvasculaires plus importante qu’initialement
suggérée lors de la réalisation de I’imagerie conventionnelle par angiographie. La
signification de 1’opacification périvaculaire et des rétrécissements veineux vus en FIOA
pourrait correspondre a une infiltration cellulaire périvasculaire ou a un épaississement
pariétal. Des précédentes études ont décrits la pathogenése des vascularites rétiniennes

accompagnant différents aspects clinico-pathologiques, cependant des études pathologiques
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de patients ayant des vascularites rétiniennes sont rares et la plupart des rapports de la

littérature concernent des modeles expérimentaux d’inflammation oculaire.

D’apres notre étude, la FIOA pourrait étre utile pour le suivi des vascularites rétiniennes sous
traitement en répétant les images et en les comparants. Des variations d’infiltrats
périvasculaires suggérent des variations de ’activité de la maladie. En effet dans le cas de
tuberculose oculaire dans notre étude, une résolution compléte de I’infitration périvasculaire a
été observée en méme temps que la guérison clinique. Dans le cas de maladie de Lyme, des
fluctuations des rétrécissements veineux focaux ont été observées parallélement au passage a
la chronicité de la vascularite. Le degré de rétrécissement veineux pourrait étre corrélé au
risque de développer une occlusion veineuse. En effet, I’occlusion veineuse représente la
complication la plus grave des periphlébites, ce qui peut entrainer une non-perfusion du flux
d’amont et secondairement des néovaisseaux prérétiniens et/ ou des décollements de la rétine
tractionnels. C’est ainsi qu’avoir un outil pour suivre le diameétre veineux rétinien pourrait
aider les cliniciens a déterminer I’initiation d’un traitement anticoagulant ou a adapter un
traitement & but anti-inflammatoire.

La perspective peut-étre la plus intéressante de nos résultats est que la FIOA pourrait
permettre d’identifier des vascularites rétiniennes infracliniques, méme en 1’absence de
symptdmes oculaires. Cela pourrait contribuer a une optimisation du diagnostic et a la
détection de maladies inflammatoires générales, sans signes apparents cliniguement comme
dans le cas de la SEP. Dans ces cas, une imagerie non invasive pourrait étre préferable a la
réalisation d’une angiographie a la fluorescéine avec ses risques allergiques. Il reste a
déterminer a ce stade si la technologie par FIOA peut étre utilisée pour graduer le stade de
sévérité des vascularites rétiniennes et donc le suivi des patients. La largeur de I’infiltrat
périvasculaire pourrait étre considérée comme un critére d’évaluation de I’activité de la
maladie car nous avons retrouve des réductions et des augmentations de ces infiltrats en FIOA

en fonction de I’activité clinique de la maladie.
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Points forts de ’apport de la FIOA dans les uvéites

e Description des vascularites rétiniennes possibles en FIOA et parfois lorsque celles-ci

ne sont pas vues en angiographie a la fluoresceine qui est la technique de référence.

Aspects en FIOA dans les uvéites:

opacité périvasculaire:

vascularite probable sous forme d'un manchon
périvasculaire

rétrécissements vasculaires
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V-2. ETUDE DU SUIVI DES VASCULARITES RETINIENNES EN
OPTIQUE ADAPTATIVE

Cette ¢tude de I’imagerie des vascularites rétiniennes en FIOA fait I’objet d’un article en

phase de soumission (Article 2).

e Objectif

Notre travail a porté sur le suivi de I’évolution des vascularites rétiniennes par la mesure
quantitative de leurs aspects cliniques en FIOA. Onze yeux de 11 patients différents ont été
étudiés. Ceux-ci étaient atteints de diverses pathologies : choriorétinopathie de “birdshot”
(n=3), rétinochoroidite toxoplasmique (n=2), tuberculose oculaire, sclérose en plaques (SEP),
syndrome d’IRVAN (ou aneurysm and neuroretinitis), borréliose oculaire de Lyme,
choriorétinite syphilitique et vascularite rétinienne idiopathique (un cas, chacun).

Cette étude a permis également, en observant au niveau microscopique les vascularites in vivo
dans ces multiples pathologies purement oculaires mais également systémiques associées,

d’essayer de comprendre leur physiopathologie.

Article en cours de finalisation pour Ophthalmology :

Errera MH, Laguarrigue M, Rossant F, Sahel JA, Bodaghi B, Bestesty J, Paques M.

High resolution imaging of retinal vasculitis by flood illumination adaptive optics fundus
imaging: a follow-up study
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High resolution imaging of retinal vasculitis by flood illumination

adaptive optics fundus imaging: a follow-up study
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Purpose: To document perivascular sheathing during the course of retinal vasculitis by
infrared flood illumination adaptive optics (FIAO) imaging.

Design: Retrospective case series.

Participants: Eleven eyes of 11 treatment-naive patients with posterior uveitis of 8 different
etiologies associated with retinal venous sheathing.

Testing: Perivenous sheathings and venous diameters were quantitatively analyzed by semi-
automatic segmentation of FIAO images (rtx1, ImagineEye, Orsay, France).

Main outcome measures: Change over time of the width of perivenous opacification, of

vessel diameter and correlation to clinical course.
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Results: At initial examination, the peak width (mean = SD) of perivenous opacification was
92.7um (£ 46). In 8 cases, the underlying vein showed focal narrowing (mean + SD relative
narrowing, 13% = 10%). Systemic treatment was initiated in 10 patients. The median interval
between FIAO sessions was 2.5 months (range: 0.2- 24 months), and the mean follow-up was
6.5 months (+ 5.6). Overall, in parallel with clinical response, there was a significant thinning
of vascular sheathing (average width 93um £ 56 versus 23um + 15; p=0.003). Vessel
diameters, on the opposite, showed no clear correspondence with the clinical severity of
ocular inflammation. In 4 cases, it was observed that the thickness of perivascular sheathing
temporally and spatially correlated with deformation of adjacent axons and vessels.
Conclusions: FIAO imaging is of interest to identify, quantify and monitor perivascular
sheathing during the course of vasculitis. Focal venousor arterial narrowing at site of
sheathing may be of compressive nature, suggesting that focal compression may participate to
inflammatory occlusion of the veinsand/or arteries. FIAO may therefore be of interest for
understanding the local complications of vasculitis and characterizing the early response to
therapy, which may help to improve the monitoring of the therapeutic armamentum.

Précis

In a cohort of patients with retinal vasculitis, flood-illuminated adaptive optics imaging was

used to monitor the longitudinal changes of vascular sheathing and vessels diameter.

Introduction

Retinal vasculitis may occur either as isolated or in association with various inflammatory
diseases affecting the eye. Ophthalmoscopic presentations of retinal vasculitis combine
vascular sheathing and focal fluorescein leakage. It affects more frequently veins than
arteries. It may be associated with inflammatory diseases involving the central nervous
system, most notably Behcet's disease, sarcoidosis, systemic lupus erythematosus (‘vaso-
occlusive retinopathy’) or multiple sclerosis (MS). Retinal vasculitis may lead to severe visual
loss, either because of the complications of vascular obstruction which can lead to capillary
non perfusion and development of pre-retinal new vessels and/or tractional detachment, or
macular edema due to blood-retinal barrier rupture.

Much remains to be known about the clinical and pathologic features of retinal vasculitis and
the mechanisms leading to visual loss. In experimental retinal vasculitis, paravascular cellular
infiltrates consist of a variable association of macrophages, T cells and CDA45+

leucocytes.'They may co-localize with areas of leakage on fluorescein angiography (FA)>*
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suggesting a causal relationship. In humans, segmental perivenous lympho-plasmocytic
infiltration has been documented in Behcet’s disease, multiple sclerosis (MS) and idiopathic
retinal vasculitis.*® However, the specific mediators involved in perivascular infiltration
remain elusive and a detailed time-course of vascular infiltrates has not been reported.

Given the diagnostic and prognostic value of retinal perivascular sheathing, it would be of
clinical interest to better identify, quantify and monitor retinal vasculitis. In experimental
uveitis, grading systems based on fundus imaging® or OCT? have been proposed but havenot
been applied yet in humans. As a result, there is no standard procedure for the grading of
human vasculitis.

Adaptive optics is an optoelectronic technology which improves the lateral resolution of
fundus images, allowing quantitative analysis of microvascular structures.®'® Accordingly, we
recently reported that flood-illumination adaptive optics (FIAO) imaging allows highly
sensitive detection of paravascular infiltration characteristic of retinal vasculitis.* By FIAO,
vascular sheathing appears as fusiform or linear opacities on both sides of vessels, often co-
localizing with focal vascular narrowing. We also reported a case of regression of sheathing
under treatment, suggesting that FIAO may be useful for monitoring treatment. Here, using a
modified version of our semi-automated software designed for morphometric analysis of
arterioles, we quantified the extent of vascular sheathing and monitored its evolution. Our
objective was to quantitatively explore the changes over time of the manifestations of retinal

vasculitis.

Material and Methods

This retrospective study adhered to the tenets set forth in the Declaration of Helsinki, and
approval of the local Ethics Committee (St Antoine hospital, Paris, France) was obtained.
Inclusion was proposed to treatment-naive patients with retinal vasculitis of different
etiologies and idiopathic and clear ocular media. Retinal vasculitis was identified by the
presence of typical vascular sheathing and/or by foci of fluorescein leakage. All cases were
reviewed by a senior uveitis specialist (MHE). Each subject received full oral and written
information and gave consent prior to inclusion. Part of the data from two patients (cases 6
and 9) has been previously reported.® Follow-up was customized according to each case’s
needs.

Color fundus photographs, scanning laser ophthalmoscopy and FA were performed at the

Quinze-Vingts Hospital using standard procedures. FIAO imaging was done with a
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commercially available FIAO camera (rtxI™ camera; Imagine Eyes, Orsay, France;
illumination wavelength 850 nm; field of view 4° x 4°) using a previously described
procedure.’ Briefly, en face FIAO fundus images were obtained through dilated pupils (1%
tropicamide; Novartis, France). An external target guiding the fellow eye allowed navigating
along large vessels up to approximately 25° from the disc. Because of the asymmetric
configuration of the camera, only the right eye could undergo such exploration. Perivascular
cuffs were systematically searched for by moving the external target in order to navigate
along the temporal vessels. When a vascular abnormality was identified on the live fundus
display, a stack of images (40 images in 4 seconds) was acquired and automatically processed
using the built-in software of the FIAO camera (AO image 2.0). On average, one to three
averaged images per minute could be taken.

Selected images were automatically segmented using a custom software running under
Matlab (Mathworks, Natick, Massachussetts, USA).*? Briefly, after detection of the axial
reflex of vessels, the external and internal walls of the perivascular cuff were simultaneously
detected using an original tracking procedure to cope with deformation along vessels. Then,
their positioning was refined using a deformable model embedding a parallelism constraint in
order to control the distance of the curves to their reference line and improve the robustness to
image noise.*? From this segmentation, the lumen and the sum of the width of the perivascular
sheathing on both sides were extracted along a vascular segment 500 to 1000 pum long (Fig 1).
At sites of vascular narrowing, the relative narrowing was calculated as the ratio of minimal
diameter over the average of upstream and downstream diameters. The whole procedure was

done under human supervision, and inadequate segmentations were discarded.

width (um)
200}

L 100 ]
sheathing

0 400 800um  [enath

Figure 1. FIAO images of periphlebitis. Left, segmented FIAO image. Right, morphogram showing the variations of lumen

diameter (red curve) and perivascular cuff width (violet curve) (case 8).
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Results

We reviewed twenty cases of uveitis with retinal vasculitis seen in our department who
underwent AO imaging between June 2014 and December 2015. Images were then examined
by three of us (JB, MHE and MP). The presence of perivascular sheathing was assessed.
Images showing acceptable contrast were selected for morphometric analysis. Nine cases
were rejected because of a poor contrast of vascular sheathing. Eleven eyes of 11 consecutive
subjects (8 women, 3 men; mean age, 42 years) were included. Diagnoses included birdshot
chorioretinopathy (n=3), toxoplasmic retinochoroiditis (n=2), ocular tuberculosis, MS,
idiopathic retinal vasculitis, aneurysm and neuroretinitis (IRVAN), ocular Lyme borreliosis,
syphilitic chorioretinitis and idiopathic retinal vasculitis (one case each). Their mean duration
of visual symptoms was 7.8 months (range, 1-20). None was treated by anti-inflammatory
treatment at time of first examination in our department. Their clinical characteristics are

summarized in Table 1.

Case | Agel/sex Diagnosis Duration Visual Peak  venous | Maximal Peak arterial | Maximal

(months) acuity sheathing venous sheathing arterial
(diameter um) narrowing (diameter um) narrowing
(%) (%)

1 65/F birdshot 8 20/30 +(90) + (15)

2 26/F birdshot 45 20/25 +(35) +(5

3 56/F birdshot 8 20/40 +(80) +(20)

4 28/F toxo 1 20/32 +(88) +(4)

5 25/F toxo 2.5 20/32 + (66) +(4)

6 58/M B 1 20/25 +(90)

9 52/M Lyme 12 20/40 +(110) +(20)

10 35/M syphilis 5 20/50 + (45)

7 35/F MS 11 20/40 +(99) +(9)

8 44/F IRVAN 4 20/20 + (111) +(24) +(98) + (NR)

11 44/F idiopathic 20 20/25 +(225) +(28) + (66) +(25)

Table 1. Clinical characteristics of patients (IRVAN: Idiopathic retinal arteritis, vasculitis, aneurysms

and neuroretinitis, toxo: toxoplasmosis; TB: tuberculosis, MS: multiple sclerosis)

Mean (= SD) width of perivascular opacification was 92.7 (x 46) um. The length of
perivascular opacification ranged from 250um to several millimeters. At sites of sheathing,
focal narrowing of veins was observed in 9 eyes; the degree of venous narrowing relative to
adjacent areas ranged from 4 to 28% (mean, 14%) in 9 eyes. Focal narrowing of arteries was
also present in one eye (25% of narrowing) and arterial dilatation at the site of
macroaneurysm in the IRVAN case (54% of enlargement). An example of perivascular
opacification and vein narrowing imaged by FIAO is shown in Fig 2. Representative

examples of segmented FIAO images are shown in Fig 3.
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A relationship was found between leakage of vessels on fluorescein angiography and vascular
sheathing of the same area on FIAO in 7 out of 11 eyes (63%). Seven eyes (63%) showed
perivenous sheathing in areas with no detectable abnormalities on fundus photographs or on
FA (Fig 4). On the opposite, all areas showing fluorescein leakage showed perivascular

sheathing (Figs 5 and 6). More than one area of sheathing was observed in 5 eyes.

Figure 2: FIAO imaging: example of birdshot chorioretinopathy with vein sheathing (arrowheads) and

focal narrowing (asterisk) (case 3).
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Figure 3.

FIAO images of periphlebitis. Bottom, segmented FIAO image. Right, morphogram showing the
variations of lumen diameter (brown curve) and perivascular cuff width (red curve). Cases not in

study.
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Figure 4. Patient 9 (ocular Lyme borreliosis). FA at baseline: no detectable fluorescein leakage in the
area enclosed by the square. FIAO imaging: follow-up of venous sheathing (arrowheads) and

narrowing (arrows) along the superotemporal vein in a case of Lyme’s disease. Note the fluctuations

over time of focal narrowings (arrows).
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Figure 5: Patient 8 (idiopathic retinal vasculitis). FA at baseline: diffuse leakage of veins and retinal
arteries (area enclosed by the square). FIAO imaging showing loss of transparency around the vein
and the artery suggestive of an inflammatory infiltration. (c) After 3 months of oral corticosteroids,

FIAO imaging shows regression of perivascular infiltrates. Note also the widening of the artery.
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Initial

Figure 6: Patient 1 (birdshot retinochoroidopathy). FA at baseline. FIAO imaging: note
thefluctuations over time of perivenous sheathing (arrowheads) and of venous narrowing (asterisk) in
area enclosed in the square showing fluorescein leakage at baseline. Note the recurrence at the same
site at month 24.

In ten patients, corticosteroid treatment was initiated. Four patients were also treated with
immunomodulator agents and five received specific antibiotic treatment. Patient 8, which had
IRVAN, was not treated. Intervals between follow-up exams varied according to the treatment
regimen, clinical evolutionand availability of the patient. As a result, the range of intervals
between FIAO imaging sessions varied between 2 weeks and 2 years (median, 2.5 months).
Clinical evolution showed a progressive resolution of inflammatory signs in all but twocases.
No vein occlusion occurred.

Recurrence of perivenous sheathing was observed in 4 cases (example in Fig 6). These
recurrences occurred at the same site as the initial one.

At last examination, on average the thinning had decreased from 93.3um % 56.9 to 23.6um
+15.5 (p=0.003). Two eyes showed similar width of sheathing.
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Changes of vessel diameters did not show a clear correlation with the overall level of ocular
inflammation. Among the 9 eyes with focal vascular narrowing at presentation, 5 eyes
showed an increase in vein diameter. Figure 7 shows morphograms of the long-term evolution
of perivenous sheathing and venous diameters.
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Figure 7:1llustration of the changes of perivenous sheathing and venous diameters (curves in pale grey colour) between the
first and last examination. Perivenous sheathing (curves in grey colour) and venous diameters (curves in pale grey colour).

In an attempt to clarify the relationship between vascular sheathing and venous narrowing, we
analyzed a subgroup of four eyes that had monthly FIAO imaging. This showed a regular
decrease of perivenous sheathing in all cases, which contrasted with the apparent stability of
the diameter of the underlying veins (Fig 8). Note that none of these cases showed venous
narrowing initially. However, in another subgroup of 5 eyes, it could be seen that the
reduction of perivascular sheathing was accompanied by displacement of adjacent nerve fiber
bundles (figure 9 and supplementary figures- videos), suggesting that expansion of perivenous

infiltration displaced adjacent nerve fiber bundles (cases 1, 3, 7, 8, 9 and 11).
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Figure 8. Short-termevolution of the width of perivenous sheathing and of venous diameters

(normalized to initial values) in a subgroup of four eyes (cases 3,7,5 and 5). For each case, a single
area was followed-up. Note that the decrease of perivenous sheathing is not correlated with venous

diameter changes.

TE + 6 Weeks

Figure 9. Patient 7. (a) FA at baseline, (b, ¢ and d) FIAO images showing perivenous sheathing with
and no detectable fluorescein leakage in the area of sheathing. Arrowheads in ¢ and d show axons
fascicles that come closer to the vein following the resolution of sheathing (see also supplementary

figures and videos).
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In areas of sheathing showing breakdown of the blood-retinal barrier, it could be observed
that resolution of the fluorescein leakage occurred before the disappearance of sheathing.

Peri-arterial sheathing was present in two eyes (cases 8 and 11). Both showed also focal
reduction of diameter. During follow-up, patient 8 (IRVAN syndrome) showed enlargement
of the macroaneurysm but no change in the width of periarterial sheathing. Although, patient
11 (idiopathic vasculitis) showed a disappearance of perivascular opacification and of vessels

narrowing.

Discussion

We show here thatthanks to its capabilities to document at a microscopic level both the width
of perivascular sheathing and the vascular narrowing, FIAO brings new opportunities for the
evaluation of retinal vasculitis. This may not only reveal the severity of the disease but also
indicate the risk of local complications. Albeit FIAO imaging is of limited interest in case of
media opacities such as vitritis, it offers the unique possibility to detail fine features of
paravascular opacities. We demonstrated for instance that IRVAN was associated with
perivenous opacities. We also observed in many cases the presence of arteriolar narrowing
associated with arteritis. The contrast was highly variable between the infiltrate and the
surrounding retina, which may be due to the specific nature of the infiltrate or to the
background pigmentation. Infiltrates associated with blood-retinal barrier rupture were more
often located in temporal arcades in an area within 2 disk diameters from the optic disk. We
also documented here the time-course of resolution of sheathing, showing that the width of
the sheathing was achived in three months for one patient who underwent serial FIAO
imaging. Recurrence was often observed in the same site as initially, suggesting that cell
infiltrates do not occur randomly but that there are preferential sites.

Venous narrowing and occlusion are common complications of vasculitis. By FIAO imaging,
minute venous narrowing could be documented. For few patients, there was a limited yet clear
correlation between the width of sheathing and venous narrowing. The mechanisms of
vascular occlusion during vasculitis are uncertain. Pathologic studies have suggested a
thrombotic or obliterative mechanism.® In our patients, morphometric analyzes showed that in
most eyes venous narrowing temporally and spatially correlate with the width of the
perivascular cuff. Furthermore, in 5 cases, it could be documented that adjacent inner retinal
structures were displaced by the perivascular cuffs rather than infiltrated. This strongly

suggests that local compression by the infiltrate itself may contribute to vascular occlusions.
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This suggests that there is compression rather than infiltration. This was not observed in all
eyes, hence one should be cautious about such interpretation. Relationship with blood-retinal
barrier also remains uncertain.

Peri-arterial infiltrates are rare. We documented here two cases of IRVAN syndrome and of
idiopathic vasculitis. The arteriolar wall remained visible through the infiltration, suggesting
that the infiltrate was extra-parietal. There was reduction of arteriolar caliber.

There are some limits to our study. It is unable to image the retina in presence of vitreous
haze or edema surrounding the vessel. FIAO imaging cannot provide images of the peripheral
vessels more than 25° away from the disc. It is also uncertain to which extent the foci that
were measured actually are representative of the whole inflammatory process. Our sample
size was too small to differentiate the effect of the various anti-inflammatory drugs.

The possibility to monitor vascular inflammation offers interesting fundamental and clinical
perspectives. For instance, our data suggest that perivascular infiltrates may contribute to
venous occlusion through a compressive effect. The effect of therapy can be quantitatively
evaluated. Additional studies are needed to further assess the correlation between clinical
severity and FIAO features and to document the time-course of sheathing. Those will be
helpful in determining the relationship between narrowing and obstruction, between sheathing
and blood-retinal barrier rupture, and between FIAO features and etiology. FIAO may also be
of interest for the screening of vascular inflammation in patients affected by cerebral diseases.
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e Résultats et discussion

Cette étude permet de montrer que I’optique adaptative documente a une échelle
microscopique 1’étendue de I’engainement vasculaire et du rétrécissement vasculaire. La
séverité de la maladie est donc évaluée mais également le risque de complications comme les
occlusions vasculaires. Nous avons observé des rétrécissements artériolaires liés aux artérites
et chez quelques patients, grace a des analyses morphométriques, une relation entre le degré
d’engainement et le rétrécissement vasculaire. Dans 5 cas, les structures adjacentes de la
rétine interne étaient repoussées par les engainements périvasculaires plutot qu’infiltrés. Ceci
suggere que l’infiltrat lui-méme contribuerait aux occlusions vasculaires, par un mécanisme
compressif. Toutefois, ce phénoméne n’ayant pas été observé dans tous les yeux, notre
interprétation doit rester prudente.

Les infiltrats périvasculaires associés a une rupture de la barriere hémato-rétinienne, qui sont
ceux correspondant a une diffusion angiographique (ou fuite de produit de contraste a travers
la paroi des vaisseaux), sont volontiers localisés au niveau des arcades temporales dans une
zone évaluée a deux diametres papillaires autour du nerf optique.

Les cas d’infiltrats périartériels sont plus rarement retrouvés en clinique. Nous avons
documenté deux cas en optique adaptative, un cas d’uvéite idiopathique et un cas d’IRVAN.
La paroi artériolaire est restée visible pendant toute la durée d’observation, ce qui suggére que
cet infiltrat serait extrapariétal. 1l existait également une réduction du calibre artériolaire.

En répétant les images en FIOA au cours du temps, nous avons documenté le délai de
résolution de I’engainement et montré notamment chez un patient que 1’engainement s’est
résorbé en trois mois. D’une maniére générale, les récidives sont observées au méme site que
lors de la poussée inflammatoire initiale, suggérant que les infiltrats cellulaires n’apparaissent

pas au hasard mais a des sites préférentiels.
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Points forts de l'utilité de la FIOA dans les vascularites rétiniennes

Aspects d’opacités périvasculaires et des rétrécissements
vasculaires (veines et/ ou artéres) observés dans des vascularites
rétiniennes liées aux étiologies suivantes: choriorétinopathie de
“birdshot”, toxoplasmose, tuberculose, SEP, IRVAN, maladie de
Lyme, syphilis et vascularite rétinienne idiopathique.

Les structures adjacentes de la rétine interne sont repoussées par
les engainements périvasculaires plutdt qu’infiltrés dans 5 cas de
vascularite liés a : Lyme oculaire, uvéite idiopathique, SEP et
choriorétinopathie de « birdshot » :

plus proches de la veine quand
I’infiltrat disparait apres
traitement corticoide (cas de
vascularite dans une SEP).

[ ex. : les fibres des axones sont

initial

A e = A

les infiltrats artériels sont extrapariétaux car la paroi )
artériolaire reste visible pendant la durée d’observation
dans 2 yeux (uvéite idiopathique et IRVAN).

Une réduction du calibre artériolaire est présente.

L’infiltrat lui-méme contribuerait aux occlusions
\ vasculaires par un mécanisme compressif. )
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V-3. ETUDE DES CYTOKINES (DU SERUM ET DE L’HUMEUR
AQUEUSE) DANS LES VASCULARITES RETINIENNES.

Rappelons que 1’objectif principal de notre travail est la comparaison du profil des
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance présents dans I’AqH et le sérum entre des
patients suivis pour des uvéites idiopathiques, des uveéites de diverses étiologies (témoins
positifs) et les témoins non inflammatoires. En effet, les uvéites idiopathiques sont peut-étre
le témoin d’une inflammation systémique infraclinique.

Les objectifs secondaires consistent a :

- établir une corrélation de ces groupes avec la présentation clinique de 1’uvéite idiopathique.

- établir une corrélation de ces groupes avec la localisation anatomique de I’inflammation
intraoculaire présentée.

Ce chapitre porte sur 1’étude de la distribution des cytokines sériques chez les sujets contréles
et des patients atteints d’uvéites. Le nombre des analyses réalisés a partir des prélévements
biologiques (sérums et AgqH) est résumé dans le tableau 6.

Le total de sujets contrdles prévu initialement était au nombre de 120.

Le nombre des prélevements sériques et d’AqH n’est pas équivalent dans chaque pathologie
car il manquait pour certains patients des prélévements d’AqH et le volume d’AqH est
souvent limitant pour réaliser tous les dosages cytokiniques (15 pL par échantillon analysé
utilisé par groupe cytokinique) (cf. tableau VI).
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Tableau VII: Nombre total de prélevements d’AgH et de sérums analyses.

Milieux biologiques

AgH serum
total préleve (n) | nombre analysé | total préelevé | nombre analysé
(n) (n) (n)
Groupes de
patients
controles (opérés de | 36 -36 pour les 27 | 47 -47 pour les 27
cataractes) cytokines cytokines
-7 pour I1L-21 et IL- -16 pour IL-21 et
23 IL-23
maladie de Behget | 5 -5 pour les 27 |7 -7 pour les 27
oculaire cytokines cytokines
-1 pour IL-21 et IL- -6 pour IL-21 et
23 IL-23
sarcoidose oculaire 15 -15 pour les 27 | 12 -12 pour les 27
cytokines cytokines
-3 pour IL-21 et IL- -14 pour IL-21 et
23 IL-23
toxoplasmose oculaire | 16 -11 pour les 27 | 16 -16 pour les 27
cytokines cytokines
-3 pour 1L-21 et IL- -14 pour IL-21 et
23 IL-23
syphilis oculaire 9 -9 pour les 279 -9 pour les 27
cytokines cytokines
-8 pour I1L-21 et IL- -2 pour IL-21 et
23 IL-23
uvéites idiopathiques | 63 -51 pour les 27 |75 -63 pour les 27
cytokines cytokines
-42pour IL-21 et -69 pour IL-21 et
IL-23 IL-23
uvéites avec | 24 24 24 24

vascularites et examen
en FIOA et
prélevements (sérum
et AgH)
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V-3.1. PROFILS CYTOKINIQUES DU SERUM ET DE L’HUMEUR
AQUEUSE DES PATIENTS CONTROLES

e Objectifs et résultats

Cette étude nous a permis de caractériser le spectre des cytokines chez les sujets opérés de
cataracte, considérés sans inflammation systémique ou oculaire, et donc représentant la
composition d’AqH et sérique normale.

La distribution des cytokines chez les 47 sujets controles était tres homogene quelque soit leur
age.

Nous confirmonsque certaines cytokines et chimiokines comme les IL-1p, IL-1Ra, TNF-a,
IL-12(p70), IL-7, IL-17, IL-15, IL-21, IL-23, MIP-1a, MIP-1B et MCP-1 sont bien présentes
dans un ceil non inflammatoire, et que des facteurs de croissance, comme le VEGF et le FGF,
sont détectés dans I’AqH des sujets controles (Fig.9) [55], [115]-[117].

En outre, dans la mesure ou certains sérums contenaient de I’hémoglobine (« hémolysés »), il
était important de contréler que I’hémolyse n’entrainait pas d’interférence lors du dosage de

cytokines/ chimiokines.

- Controbles non hémolysés (n= 36) vs contrdles hémolysés (n=11).

Nous avons trouvé des taux significativement diminués d’IL-1pB, d’TFN-y, de PDGF-BB et de
TNF-adans les prélévements hémolysés vs non hémolysés (pour IL-1f : 0,75 pg/mL vs 2
pg/mL ; pour IFN-y : 33 pg/mL vs 65 pg/mL, p= 0,0083 ; pour le TNF-a : 19 pg/mL vs 39
pg/mL, p=0,0001 ; pour le PDGF-BB : 814 pg/mL vs 1820 pg/mL, p= 0,0015).

Nous n’avons pas trouvé de différence pour les taux d’IL-6 (p=0,1006), d’IL-17 (p=0,2285),
d’éotaxine (p=0,6421) et d’IP-10 (p=0,1431) ; ni pour les autres cytokines/ chimiokines (les
valeurs statistiques calculées pour les comparaisons «contrfles hémolysés » vs «non

hémolysés » n’apparaissent pas ici).
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Figure 11. Concentrations sériques d’IL-1B, d’IFN-y, de TNF-a et de PDGF-BB chez les
sujets contrbles dont les prélévements ne sont pas hémolysés (CTL non hémo ; n=36) et chez

ceux dont les prélevements sont hémolyses (CTL hemo ; n=11).
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V-4. PROFILS IMMUNITAIRES DANS LES VASCULARITES
RETINIENNES AU COURS DE LA TOXOPLASMOSE, LA MALADIE
DE BEHCET ET LA SARCOIDOSE.

V-4.1 : PROFILS CYTOKINIQUES DANS LES UVEITES AU COURS
DE LA TOXOPLASMOSE, LA MALADIE DE BEHCET ET LA
SARCOIDOSE

e Objectifs et résultats

Nous avons étudié s’il existe des différences dans les taux de cytokines, chimiokines et
facteurs de croissance obtenus entre les prélévements sériques et d’AqH des sujets contrbles
et des patients avec toxoplasmose, maladie de Behget et sarcoidose oculaire.

Les graphiques prennent en compte également les résultats de patients avec syphilis qui seront

discutés dans le chapitre suivant.

e Résultats cytokiniques/ chimiokiniques sériques :

Nous avons trouvé deux patientsatteints de syphilis avec des taux d’IFN-y augmentés dans
le sérum ; les taux étaient augmentés : pour I’'IL-6 chez 2 patients avec une syphilis, un atteint
d’une sarcoidose et un d’une maladie de Behget; pour I'IL-1p chez 2 patients avec une
syphilis, 2 avec une maladie de Behcet et un avec une sarcoidose. Un patient avec une

sarcoidose avait des taux sériques augmentés de TNF-a (cf. tableau VII, récapitulatif).
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Fig 12. Concentrations sériques d’IFN-y, d’IL-6, d’IL-1pB, de TNF-a et d’11-23 chez les sujets
contrbles (CTL) (n=47 pour les 27 cytokines, n=16 pour IL-23) et chez les patients avec
uveéite syphilitique (n=9 pour les 27 cytokines, n=2 pour IL-23), uvéite toxoplasmique (n=16
pour les 27 cytokines, n=14 pour IL-23), uveite sarcoidosique (n=12 pour les 27 cytokines et
n=14 pour 1L-23) et maladie de Behget oculaire (n=7 pour les 27 cytokines, n=6 pour IL-
23).*=P<0,05 ; **=P<0,01; ***=P<0,001.

e Résultats cytokiniques/ chimiokiniques dans I’AqH :

Pour les prélevements des patients atteints d’uvéite liée a la maladie de Behget, nous
avons etudié 7 prélévements sériques et 5 d’AqH pour les 27 cytokines et 6 prélévements
sériques et 1 prélévement d’AqH pour I’IL-21 et I'IL-23.

Pour les dosages dans le sérum, 2 des 7 prélevements étaient supérieurs au seuil des contrdles
pour IL-1B (5.5 pg/mL) avec 8,3 et 11,6 pg/mL. La moyenne des IL-1p des patients avec
uvéite de Behcet (5,16 £ 3,96 pg/mL) versus celles des sujets controles (2,32 = 1,0 pg/mL)
soit la médiane des concentrations sériques d’IL-1p pour les patients avec uvéite de Behget
(3.2 pg/ml) était significativement différente de celle des sujets contrdles (2 pg/mL), p =
0,00365.

Pour les dosages dans I’AqH : les médianes des concentrations des médiateurs suivants
étaient significativement augmentées par rapport a celles des controles : IFN-y (de type Th1l),
IL-17 (de type Th17), IL-1pB, IL-1Ra, 11-6, IL-8, TNF-a, mais aussi MCP-1, IP-10, G-CSF,
MIP-1a, MIP-1, (fig 11).

92



Errera Marie-Héléne — Thése de doctorat — Année 2015-2016

Trois des 5 prélevements étaient supérieurs au seuil des contréles pour les cytokines de type
Thl (IFN-y et IL-12), type Th 2 et Th9 (IL-13, IL-9), IL-1f, IL-1Ra, IL-7, éotaxine, MIP-1a,
TNF-a et le facteur de croissance PDGF-BB. Les moyennes de ces derniéres cytokines par
rapport aux contrdles étaient : pour IL-13 de 26,6 £ 24,6 pg/mL vs 0,35 + 0,63 pg/mL ; pour
IL-1Ra de 846 + 994 pg/mL vs 47,5 £ 92,8 pg/mL, pour IL-7 de 1200 + 1471 pg/mL vs 18,4
+ 21,1 pg/mL ; pour IL-9 de 52,7 £ 72,6 pg/mL vs 0,6 + 1,1 pg/mL ; pour IL-12 de 30,6 £
31,7 pg/mL vs 4,5 £ 4,4 pg/mL ; pour IL-13 de 12,7 = 17,0 pg/mL vs 0,83 £ 1,40 pg/mL ;
pour I’éotaxine de 85,7 £ 115,1 pg/mL vs 0 pg/mL, pour IFN-y de 722 + 866 pg/mL vs 1,9 +
4,1 pg/mL, pour MIP-1a de 9,3+ 10,6 pg/mL vs 0,39 = 1,23 pg/mL , pour PDGF-BB de 157
+ 194 pg/mL vs 7,9 + 11,5 pg/mL, pour TNF-a de 250 £ 303 pg/mL vs 0,65 + 2,22 pg/mL.
Quatre des 5 prélévements étaient supérieurs au seuil des contrdles pour IL-6, 1L-8, G-CSF,
MCP-1. Les moyennes de ces dernieres cytokines par rapport aux contréles étaient : pour I1L-6
de 64 689 £ 91 969 pg/mL vs 52,9 + 72,3 pg/mL, pour I’IL-8 de 201 £+ 196 pg/mL vs 7,1 +
16,9 pg/mL, pour G-CSF de 20458 = 31692 pg/mL vs 1,5 £ 1,9 pg/mL, pour MCP-1 de
431+ 309 pg/mL vs 60,2 = 56,7 pg/mL.

Une seule cytokine était supérieure au seuil des controles pour les 5 prélévements, I’IP-10. La
moyenne de I’IP-10 par rapport aux controles était de 393 193 £ 415 025 pg/mL vs 395 + 379
pg/mL (p = 0,0001).

Pourles cytokines, il n’y a pas de correspondance de ces cytokines augmentées entre leurs

valeurs dans le sérum et dans 1’AqH, sauf IL-1f chez 1’un des patients.

Pour les prélévements des patients atteints d’uvéite toxoplasmique, nous avons étudié 16
prélévements sériques et 11 d’AqH pour les 27 cytokines et 14 prélevements sériques et 3
d’AgH pour I'IL-21 et ’'IL-23.

Pour les dosages dans le sérum, nous avons trouvé 2 des 16 prélévements supérieurs au seuil
des sujets contrdles pour IL-2 et le GM-CSF. L’IL-23 avait un taux significativement plus
faible que celui des contréles (médiane des concentrations) (P=0,0004) (fig. 10).

Pour les dosages dans 1’AqH, aucun individu n’avait toutes les cytokines, chimiokines et
facteurs de croissance élevés dans I’AqH. Les médianes des concentrations des médiateurs
suivants étaient significativement augmentées par rapport a celles des sujets contréles : IFN-y
(de type Thi), IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IL-8, TNF-a mais aussi, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-1q,
MIP-1B, (fig 11).
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L’IFN-y (cytokine de type Th1l), le G-CSF et I'lP-10 étaient augmentés chez 9 des 11 patients.
Les moyennes de ces derniéres cytokines par rapport aux sujets contrdles étaient : pour IFN-y
de 1023 + 3034 pg/mL vs 1,9 = 4,1 pg/mL, pour G-CSF de 2555 + 8205 pg/mL vs 1,5 + 1,9
pg/mL, pour IP-10 de 141906 + 240 116 pg/mL vs 395 = 379 pg/mL. L’éotaxine était
augmentée chez 7 patients ; MCP-1 et TNF-a chez 5 patients ; et I'IL-4 et I’'IL-8 chez 3 et 4
patients. Les moyennes de ces derniéres cytokines par rapport aux sujets contréles étaient:
pour MCP-1 de 1785 £ 4010 pg/mL vs 60,2 + 56,7 pg/mL, pour TNF-a de 74 + 209 pg/mL vs
0,65 * 2,22 pg/mL, pour I’IL-4 de 5,8 + 16,8pg/mL vs 0,22 + 0,41 pg/mL, pour IL-8 de 1110
+ 3441pg/mL vs 7,1 £ 16,9 pg/mL.

Autres cytokines, chimiokines et facteurs de croissance augmentés par rapport au seuil des
sujets contréles: IL-1pB, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, MIP-1a, PDGF-BB, VEGF chez 2
patients ; IL-1Ra, IL-2, IL-17, RANTES chez 1 patient.

Pour les prélévements des patients atteints d’uvéite sarcoidosique, nous avons étudié
12 prélévements sériques et d’AqH pour les 27 cytokines et 14 prélévements sériques et 3
prélevements d’AqH pour I’IL-21 et I’IL-23.
Pour les dosages dans le sérum, un patient avait des cytokines sériques supérieures aux seuils
des sujets contrdles : IFN-y (de type Thl), IL-1pB, IL-1Ra, IL-6, TNF-a, IL-2, éotaxine, G-
CSF, GM-CSF, IP-10, MIP-1p. L’IL-23 avait un taux significativement plus faible que celui
des sujets contréles (médiane des concentrations) (p < 0,0001) (fig. 10).
Pour les dosages dans I’AqH, aucun individu n’a toutes les cytokines, chimiokines et facteurs
de croissance positifs dans les prélévements d’AqH. Les médianes des concentrations des
médiateurs suivants étaient significativement augmentées par rapport a celles des sujets
contréles : IL-12 (de type Thl), IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IL-8, TNF-a, G-CSF, IP-10, MCP-1,
MIP-1a, MIP-1 (fig 11).
L’IP-10 était augmentée chez 14 patients. La moyenne de cette derniére cytokine par rapport
aux sujetscontrdles était de 65 371+ 104 707 pg/mL vs 395 + 379 pg/mL (p < 0,0001). L’IL-
8 et G-CSF étaient augmentés chez 7 et 8 patients, respectivement. Les moyennes de ces
derniéres cytokines et facteurs de croissance par rapport aux sujets contrdles étaient de : pour
I’IL-8 de 212 + 589 pg/mL vs 7,1 £ 16,9 pg/mL (p< 0.0001), pour G-CSF de 459 + 1707
pg/mL vs 1,5+ 1,9 pg/mL (p < 0,0001).
Autres cytokines / chimiokines augmentées par rapport au seuil des contréles : MCP-1 chez 7

patients (moyenne significativement augmentée par rapport aux sujets controles, p= 0.0086) ;
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I’éotaxine chez 7 patients; MIP-la et TNF-a chez 4 patients, I'IFN-y chez 3
patients (difféerence non significative par rapport a la moyenne des contrdles) ; IL-1pB, IL-7,
MIP-1p et PDGF-BB chez 2 a 4 patients; IL-1Ra, IL-4, IL-10, I1L-9, IL-13, IL-15 et VEGF

chez 1 patient.
Il n’y avait pas de correspondance de ces cytokines, chimiokines et facteurs de croissance

augmenteés entre le sérum et I’AqH sauf I’IL-6, chez I’un des patients.
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Fig 13. Concentrations intraoculaires d’IL-1p, IL-Ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-17, G-CSF,
IFN-y, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES et de TNF-a chez les contrdles (CTL)
(n=26) et chez les patients avec une uvéite syphilitique (n=9), une uvéite toxoplasmique
(n=11), une uvéite sarcoidosique (n=15) et une maladie de Behcet oculaire (n=5). *=P<0,05 ;
**=p<(,01; ***=P<0,001.

e Conclusions

Les seules cytokines augmentées dans le sérum des patients avec maladie de Behget
étaient I’IL-1p, et ce chez 2 patients.
Dans la littérature les AgH des patients atteints de la maladie de Behcget avec une uvéite active
ont été rapportés comme présentant les cytokines inflammatoires suivantes : IFN-y (Thl), IL-
2, TNF-q, IL-6, et IL-17 (Th17) [118]. Nous avons trouvé les médianes des concentrations de
ces cytokines augmentées dans notre groupe de patients étudiés atteints de maladie de Behget;
I’TL-2 n’était toutefois retrouvé augmenté seulement dans un cas.

L’observation de ces cytokines intraoculaires confirme la connaissance que nous
avons des mécanismes immunologiques dans la maladie de Behget qui suggerent un
déséquilibre de la polarisation Th1l/ Th2 en faveur de Thl qui serait capable de générer un
processus inflammatoire conduisant a l’expansion clonale des lymphocytes T CD4+,
produisants de fortes concentrations de cytokines inflammatoires (comme I’IFN-y, I’IL-6, et
I’IL-8) et des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. De plus, des taux élevés de cytokines de

type Thl comme I’'IFN-y ont été retrouvés chez des patients avec atteinte oculaire. La
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sécrétion de I’IFN-y est stimulée par les cellules NK par I’action de 1’1L-18 fortement reliée a
I’activité de la maladie de Behget et a la réponse inflammatoire locale [119]. L’IFN-y conduit
également & la production de ligands CXCR3 (dont I’IP-10), qui sont impliqués dans
différentes maladies reliées a I’angiogeneése et a des pathologies immunologiques induisant le
recrutement des lymphocytes Thl activés [120]. Nous avons trouvé d’ailleurs 1’IP-10
augmenté dans tous les yeux des patients atteints d’une uvéite de Behcet. La voie IFN-y—IP-
10 semble étre importante dans la maladie de Behget car I’IP-10 est une cytokine que nous
avons retrouvée dans I’AqH de tous les patients étudiés. Ambrose et al. ont montré une
expression accrue d’IP-10 par des monocytes stimulés par I’'IFN-y [121]. Cette derniére
chimiokine est également impliquée dans le déclenchement de I’inflammation du systéme
nerveux des patients atteints de cette maladie [122]. La production augmentée d’IP-10,
comme nous I’avons constaté dans nos cas d’uvéites liées a la maladie de Behcet serait une
particularité des manifestations oculaires et neurologiques de cette pathologie comme décrit
précédemment [123], [124].

De plus, nous confirmons 1’augmentation d’IL-17 trouvée par Hamzaoui et al. [125].Sont
également importantes les CPA qui induisent une réponse lymphocytaire T inflammatoire et
une activation des neutrophiles par 1’intermédiaire de la sécrétion des I1L-18, IL-1, IL-6, IL-8,
et du TNF-a [125]-[127]. Nous n’avons pas testé I’IL-18 mais parmi ces autres cytokines
testées, nous avons retrouvés eulement 1’augmentation de I’'IL-1P, a la fois dans I’AqH et le
sérum.

Nous avons trouvé le MCP-1 augmenté dans 4 des 5 prélevements d’AqH de patients avec
uvéite de Behcet ; le MCP-1 a été impliqué, entre autres, dans la formation des thrombus, de
I’arthérosclerose et la tuberculose. Une hyperexpression de MCP-1 dans des tissus
specifiques cause une infitration localisée de monocytes/macrophages dans 1’endothélium des
vaisseaux[128], [129]. Une étude précédente portant sur les patients atteints de maladie de
Behget avec une atteinte neurologique a montré que 1’expression en ARNm des chimiokines
IP-10 et MCP-1 était augmentée dans les cellules mononuclées du systéme nerveux central,
augmentation corrélée a celle de I’TL-33 [122]. Le mécanisme est le suivant : I’TL-33 induit
une réponse Th2 en activant la sécrétion de 1’IL-13 par les cellules mastocytaires
(dépendantes de MyD88), cette derni¢re induisant I’activation de STAT6 dans les cellules
gliales, et donc I’expression des génes comme 1’éotaxine [130], et le MCP-1 [131]. L’atteinte
neurologique et oculaire dans la maladie de Behget ferait intervenir des mécanismes

physiologiques proches.
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Nous trouvons que le MIP-l1a est augmenté dans les uvéites de Behget dans 3 des 5
prélevements d’AqH patients. Des études récentes ont montré I’implication excessive des
cellules Thl et de I’expression des protéines du choc thermique« heat shock protein (HSP)»
dans la pathogenése de la maladie de Behcget [132]. L’expression ectopique des auto-HSP
réactif conduit a une activation excessive des cellules Thl qui sont réactives envers les HSP.
Les lymphocytes auto-HSP reactifs expriment le Txk, une tyrosine-kinase de la famille des
« Tec », spécifique des lymphocytes Th1, qui contribue au développement des manifestations
de la maladie [133]. Imamura et al. ont montré que 1’expression des HSP et 1’accumulation
des lymphocytes Th1 exprimant Txk dans les Iésions intestinales de la maladie de Behget, et
le MIP-1a. and MIP-1B semblent responsables de ’accumulation des cellules Thl Txk"
CCR5" dans les Iésions intestinales de la maladie [134]. De fagon similaire, nous trouvons que
le MIP-1a est augmenté dans les uvéites de la maladie de Behget; la pathogenese de la
maladie pourrait donc étre similaire dans I’intestin et dans 1’ceil.

Pour la toxoplasmose, aucun individu n’avait toutes les cytokines élevées dans 1’AqH,
toutefois, G-CSF, IFN-g, IP-10 étaient augmentés chez 9 des 11 patients ; 1’éotaxine était
augmentée chez 7 patients ; MCP-1 et TNF-o chez 6 patients ; I’'IL-4 et I’'IL-8 chez 3 et 4
patients. Une étude a montré le role délétére de I’IL-17 pour contrdler les parasites en
confirmant le role central de I’IFN-y en limitant la prolifération parasitaire (Sauer et al.,
2012). Ce role central est confirmé par le nombre de prélévements d’AqH dans lesquels nous
avons trouvé une concentration élevée en IFN-y. En effet, il a été montré que I’induction
précoce des neutrophiles pendant I’infection a T. gondii est dépendante du signal médié par
I’IL-17. Une précédente étude a montré une faible réponse précoce a I'infection chez les
souris IL-17R™", associée & un manque de production de la chimiokine MIP-2. De plus I'IL-23
qui a la capacité a promouvoir la voie Th17 par son role dans la différenciation des
lymphocytes T CD4+ producteurs d’IL-17 [50] était augmenté dans le sérum des patients
avec uvéite toxoplasmique. Cependant, dans notre étude, I’IL-17 n’était augmentée dans
I’AgH que chez un seul patient. L’infection a T. gondii induit une réponse precoce et forte a
neutrophiles [135]. Les neutrophiles éliminent les parasites pendant les phases précoces de
I’infection afin que I’immunité adaptative, qui est induite plus tardivement, ne soit pas
débordée. L’effet délétére est lié au recrutement des neutrophiles, responsable de dommages
rétiniens.

Dans la toxoplasmose céerébrale, une étude précédente a montré que seuls les astrocytes et la

microglie confinés aux infiltrats inflammatoires expriment les génes des chimiokines IP-10,
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MCP-1 et RANTES [136]. Nous avons trouvé également que, dans la majorité de nos
prélevements d’AqH d’uvéites toxoplasmiques, 1’IP-10 et MCP-1 étaient fortement
augmentés. Les leucocytes intraoculaires sont donc susceptibles de transcrire les génes de
I’IP-10 et MCP-1, tout comme le font les leucocytes intracérébraux dans la forme cérébrale de
la parasitose. L’obtention d’une réponse immune adaptative contre un pathogene
intracellulaire requiert le recrutement de lymphocytes T effecteurs vers le site de I’infection.
Nous déduisons donc de la présente étude que les lymphocytes T étant la source de I’TFN-y,
les lymphocytes T font le chemin aux leucocytes vers les parasites intra rétinochoroidiens via
I’IFNy. Les lymphocytes T CD8" cytotoxiques sont recrutés dans les tissus ou ils jouent un
role important dans la réponse de 1’hote envers les pathogenes intracellulaires, tels que T.
gondii et ce, en produisant de I’IFNy et en lysant les cellules infectées [137]. Khan et al.ont
montré chez la souris infectée par la toxoplasmose que 1’IP-10 est un chimioattractant pour les
lymphocytes T activés. La neutralisation de 1’TP-10 chez la souris a un effet dramatique sur
’intensité de la réponse effectrice dans les tissus. En effet, les lymphocytes CD4’et
CD8"provenant de rates de souris infectées par la toxoplasmose et traitées par anti-1P-10
présentent des réponses prolifératives spécifiques d’antigene trés réduites. Le traitement anti-
IP-10 inhibe donc I’afflux massif des lymphocytes T dans les tissus (la rate, le foie et les
poumons), augmente 1’expression de CXCR3 dans ces tissus et entrave les fonctions
effectrices des lymphocytes T spécifiques d’antigénes. L’influx des lymphocytes CD4"et
CD8"connus pour exprimer CXCR3 est complétement inhibé, également. Ceci résulte en une
augmentation massive de I’infiltration tissulaire parasitaire et une mortalité augmentée. L’IP-
10 jouerait un réle important dans la localisation et la fonction des lymphocytes T effecteurs
aux sites de l’inflammation Thl [138]. L’IP-10 est produite trés tot dans 1’infection
toxoplasmique et son expression est induite par les produits de T. gondii qui activent
I’immunité innée résultant en une activation NF-xB. Cette expression précoce d’IP-10 recrute
les lymphocytes Th1l activés qui libérent de I’'TFNy et amplifient la réponse locale Th1.
Quant au role de I’IL-8, cytokine dont nous avons trouvé le taux augmenté dans ’AqH d’un
grand nombre d’uvéites de Behget et toxoplasmiques, il consiste a attirer chimiquement les
neutrophiles et les monocytes dont elle entraine de plus I’activation, créant donc un
microenvironnement inflammatoire intraoculaire [139].

Pour la sarcoidose, aucun patient n’avait toutes les cytokines élevées dans les
prélevements d’AqH, toutefois, I’IP-10 était augmentée chez 14 des 15 prélévements. Les

autres cytokines/ chimiokines augmentées étaient le MCP-1 et 1’éotaxine chez 7 patients ;
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I’IL-9 chez 5 patients ; I’'IL-10, MIP-1p, le TNF-a et le VEGF chez 4 patients ; 1I’IL-1p,
I’IFN-g, le MIP-1p chez 3 patients ; I’'IL-7, I’lIL-13 ; et le PDGF-BB chez 2 patients ; I’IL-
1Ra, IL-4, et I’IL-15 chez un patient.

Certaines cytokines étaient augmentées dans le sérum chez un patient (IL-1p, IL-1Ra, IL-2,
IL-6, 1’éotaxine, le G-CSF, GM-CSF, IP-10, IFN-y, MIP-1B, TNF-a) et le GM-CSF isolément
chez un autre.

La sarcoidose est une granulomatose chronique multisystémique d’étiologie inconnue. Elle
pourrait résulter d’une réponse immunologique cellulaire exagérée a divers auto-antigénes ou
antigenes du non-soi [140].

Nagata et al. ont montré que les taux des cytokines suivantes étaient augmentées dans le vitré
des patients avec une sarcoidose oculaire par rapport aux contréles : PDGF-BB, IL-1Ra, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, G-CSF, IFN-y, IP-10, MCP-1a, MIP-1B, RANTES,
TNFa, et VEGF. Pour eux, le taux sérique d’IP-10 était augmenté dans la sarcoidose oculaire
mais le taux sérique d’IL-15 était plus bas que chez les contrdles [141]. Nous avons trouvé
que les concentrations moyennes des cytokines/ chimiokines/ facteurs de croissance sériques
étaient identiques pour la sarcoidose a celles des contréles, cependant, leur seuil était
augmenté chez un individu seulement.

Comme Nagata et al. I’ont montré dans une étude portant uniquement sur 1’humeur vitré, nous
trouvons dans I’AqH des taux moyens élevés pour IL-6, IL-8, IL-9, IL-12, INF-y, TNF-a,
MCP-1, G-CSF et VEGF. Les différences dans notre étude étaient que les cytokines suivantes
étaient également élevées par rapport aux seuils des contrdles dans certains des prélévements :
IL-1B, IL-7, IL-13, éotaxine, IP-10, MIP-1a, MIP-13 et PDGF-BB. Contrairement a Nagata et
al., nous n’avons trouve I’[L-4 élevée que dans un seul prélevement d’ AgqH.

Certains auteurs ont montré que dans les formes avancées des pathologies touchant le
segment postérieur, dont la sarcoidose et a fortiori en cas d’cedéme maculaire cystoide, des
taux de G-CSF, VEGF, et PDGF-BB, facteurs associés a la fuite vasculaire, sont augmentés
[141], [142]. Pour certains, le VEGF serait associé a la rupture de la barriéere hémato-
rétinienne. Il apparait donc que beaucoup de cytokines/ chimiokines sont augmentées dans le
vitré comme 1’a montré Nagata et comme nous le montrons également, dans I’AqH. Ces
concentrations permettraient d’obtenir une infiltration de lymphocytes ou de macrophages
dans les granulomes des couches rétiniennes. 1l y a potentiellement une rupture de la barriére
hématorétinienne chez nos patients car nous avons trouvé des taux ¢levés d’IL-6, de G-CSF et

de VEGF dans I’AqH, seul PDGF-BB n’a pas été retrouvé dans I’AqH des patients avec
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uvéite sarcoidosique dans notre étude. Seule une étude de I’humeur vitrée aurait pu permettre
de déterminer sa présence éventuelle.

Nous confirmons le fait que 1’IP-10 soit une cytokine majeure dans la sarcoidose. Celle-ciétait
augmenté dans 14 des 15 prélévements d’AqH et dans ’un des sérums des patients avec
sarcoidose. Nagata I’a retrouvé dans ces deux liquides biologiques. L’IP-10 est exprimée dans
les granulomes sarcoidosique et secrétée par les macrophages alvéolaires en corrélation avec
la population lymphocytaire CD4+ (Agostini et al., 1998). Chez les patients souffrant
d’athérosclérose, 1’analyse des vaisseaux a montré que 1’IP-10 est exprimé dans les cellules
endothéliales, les macrophages et les cellules musculaires lisses. L’IP-10 joue un role
important dans le recrutement des lymphocytes T effectreurs activés vers les tissus
périphériques dans les maladies inflammatoires de type Th1l non seulement infectieuses
comme la toxoplasmose mais également non infectieuses telles que le psoriasis et la SEP.

Des essais cliniques seraient utiles afin d’établir si cette chimiokine et/ou ses récepteurs

peuvent étre une cible a visée thérapeutique.
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Points forts sur le dosage des médiateurs de Uinflammation dans les uvéites de la
maladie de Behget, sarcoidose et la toxoplasmose

> Le tableau récapitulatif ci-dessous montre quelles cytokines sont a neutraliser dans les
uvéites de Behcet, sarcoidosiques et toxoplasmiques et quels outils thérapeutiques sont

a utiliser (inhibiteurs de cytokines) :

Médianes  des  concentrations  des
médiateurs augmentés dans le serum des
uvéites

Physiopathologie

Intérét thérapeutique

uvéites de Behcet:

Sérum : pro-inflammatoire (IL-1pB)

AgH : Thl (IFN-y), Th17 (IL-17), pro-
inflammatoires: IL-1p, IL-6, IL-8, TNFa,
RANTES, anti-inflammatoires (IL1-Ra),

Thil, Thl7

+ cytokines pro-inflammatoires: IL-
1B, IL-6, TNFa

autres: IP-10, MCP-1, G-CSF

anti IL-1p, anti-IL6, anti-
TNFa

essais cliniques: anti-1L17
(secukinumab,
ixekinumab, SCH900117

autres: IP-10, MCP-1, MIPla et B, G- ete...), anti-IL-17RA
CSF [143]
anti-1P-10, anti-MCP-1
(recherche)
anti-G-CSF  (recherche)
[144]
uvéites sarcoidosiques: anti IL-1p, anti-IL6, anti-
Sérum: 0 Thl TNFa
AgH : Thl (IL-12), proinflammatoires: | + cytokines pro-inflammatoires : | anti-IP-10, anti-MCP-1
IL-1B, IL-6,IL-8, TNF-a, anti- | IL-1B, IL-6, TNF-a (recherche)
inflammatoires (IL-1Ra), autres: IP-10, | autres: IP-10, MCP-1, G-CSF anti-G-CSF  (recherche)
MCP1, MIP1a et B, G-CSF [144]

uvéites toxoplasmigues:

Sérum : IFN-y (Thl)

AgH : IFN-y (Thl), proinflammatoires
(IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a), anti-
inflammatoires (IL-1Ra), autres : G-CSF,
IP-10, MCP, MIP1la et B

Thl
+ cytokines pro-inflammatoires :
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a,

traitement antibiotique
et corticoide
classiquement.
-I’anti-1P-10 utilisé chez la
souris infectée par T.
gondii entraine une
inhibition des lymphocytes
T effecteurs spécifiques
d’antigéne dans les tissus
infectés et une mortalité
augmentée [138].

tous (Behget, sarcoidose, toxoplasmose)

-Hyperexpression d'IP-10 apres
stimulation d'IFN-y. L’IP-10 joue
un rble important dans le
recrutement des lymphocytes T
effecteursactivés vers les tissus
périphériques dans les maladies
inflammatoires de type Th1l.

-Une hyperexpression de MCP-1
entraine une infitration localisée

Neutralisation d’IP-10 et
de MCP-1 utile dans les
uvéites non infectieuses ?
(intérét de futures études)
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de monocytes / macrophages dans
I’endothélium des vaisseaux.
MCP-1 a été impliqué, entre
autres, dans la formation des
thrombus.

V-4.2. PROFILS CYTOKINIQUES DANS UNE COHORTE D’UVEITES
AU COURS DE LA TOXOPLASMOSE, LA MALADIE DE BEHCET ET
LA SARCOIDOSE ET CORRELATION AVEC LEUR ASPECT EN
OPTIQUE ADAPTATIVE.

e Objectifs

Nous avons comparé les résultats des cytokines/ chimiokines/ facteurs de croissance chez 7
patients (11 yeux) avec une uvéite liée a la maladie de Behcet (3 patients), toxoplasmique (3
patients), et sarcoidosique (1 patient) aux observations faites en FIOA au niveau des

vaisseaux rétiniens

e Résultats

Tableau VIII : Résultats comparés entre les médiateurs présents dans les sérums (cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance) et AgH des patients avec uvéites de diverses étiologies

et les résultats de leur examen en FIOA.

n° cytokines augmentées dans :
aspect en FIOA :
AgH sérum E (engainement)
R (rétrécissement)
Maladie de
Behcet
1 IL6, IL8, G-CSF, IP-10, MCP-1 IL-1B, IL-7, GM- | R + artéres
CSF
2 IL-1B, IL1-Ro, IL6, IL-7, IL-8, IL-9, E+ veines et arteres
IL-10, IL-12, éotaxine, MCP-1, IP-10,
IFN-y, TNF-0, VEGF
3 NR neg sans anomalie
sarcoidose
14 IL6, IL8, G-CSF, éotaxine, IP-10, | neg sans anomalie
MCP-1, MIP-1f
toxoplasmose
15 éotaxine, G-CSF, IFN-y, IP-10 neg E + artéres
16 G-CSF, IFN-y, IP-10, MIP-18 neg R+ artéres (modéré)
17 NR neg sans anomalie
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e Conclusions

Dans la maladie de Behget, le patient qui avait une opacité paravasculaire en FIOA
présentait des taux elevés des médiateurs de I’inflammation présents dans I’AqH suivants :
IL-1B, IL1-Ro, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, éotaxine, MCP-1, IP-10, IFN-y, TNF-a et
VEGF. Dans cette maladie, une infiltration lymphocytaire prédominante au niveau des
vaisseaux rétiniens (veines et veinules) et des espaces périvasculaires a été décrite en
histologie [18]. Celle-ci correspond probablement au manchon périvasculaire que nous avons
observé dans un des 3 cas de maladie de Behcet oculaire en FIOA. Dans le cas que nous
avons imagé avec des rétrécissements observés en optique adaptativeet qui pourraient
conduire aux zones d’oblitérations inflammatoires vasculaires dans les tissus rétiniens, nous
avons trouvé les médiateurs suivants libérés dans I’AqH : I’IL6, I1L8, G-CSF, IP-10 et la
MCP-1.

La voie Thl semble donc prépondérante par la présence d’IFN-y et d’IL-12 dans le cas de
maladie de Behget avec engainement vasculaire en FIOA.

Le dosage des cytokines IL-21 et IL-23 nous permettentd’explorer la voie Thl7, et nous
n’avons pas trouvé de cytokine IL-17 augmenté dans I’AqH des uvéites par rapport aux
contrbles. Nous avons étudié un patient atteint de maladie de Behcet avec uvéite et neuro-
Behget, I'TL-21 et I’TL-23 n’étaient pas retrouves dans I’AqH chez lui (pas d’image en FIOA
réalisée dans ce cas).

Nous avons trouvé 1’1L-6 dans les AgH de 2 patients avec maladie de Behcet et engainement
et rétrécissement vasculaireet du patient avec uvéite sarcoidosique sans anomalie vasculaire
en FIOA. L’IL-1 et le TNF-a étaient augmentés dans I’AqH du patient avec maladie de
Behcet oculaire qui présentait un engainement vasculaire en FIOA dans notre étude. L’1L-1,
IL-6 et le TNF-a sont des cytokines majeures produites pas des nombreuses cellules dont les
lymphocytes, monocyte/macrophages, cellules dendritiques et les cellules résidentes oculaire ;
ces cytokines jouent un role central dans I’inflammation. La présence de ces cytokines dans le
liquide oculaire de patients avec uveites est connue et elles représentent les mediateurs
majeurs inflammatoires pathologiques au site de la maladie [145].

La libération accrue de VEGF que nous avons trouvé dans I’AqH d’un patient avec maladie

de Behget et engainement vasculaire en FIOA, explique pourquoi cette pathologie se
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complique souvent d’ischémie rétinienne. Un traitement rapide de la pathologie
inflammatoire pourrait donc bloquer cette libération de VEGF et empécher ses complications
ischémiques. En histologie du Behget, I’é¢tude des infiltrats lymphocytaires montrent qu’ils
sont composés principalement de CD4+ T helper cells, avec peu de lymphocytes T CD8+ ou
B [20]. De plus, une augmentation des molécules d’adhésion cellulaire sur I’endothélium
vasculaire a été retrouvée [20], [21]. L’atteinte vasculaire de la sarcoidose est également
caractérisée par un infiltrat lymphocytaire et histiocytaire et quelques vaisseaux occlus par des
granulomes [15].

L’expression d’IP-10 peut étre accrue dans une large variété de cellules, par stimulation de
I’'TFN-a, IFN-B, I’'IFN-y, du LPS et dans les lymphocytes T par activation antigénique [146],
[147].

Les taux d’IP-10 sont corrélés a l'infiltration par les lymphocytes T suggérant que 1’IP-10
joue un role dans le recrutement des lymphocytes T au site de I’inflammation [148]-[150] et
probablement au niveau périvasculaire comme le suggére les rapports histologiques et les
engainements vasculaires présents en FIOA dans notre étude dans la maladie de Behget et la
sarcoidose. L’IP-10 est relié aux structurellement et fonctionnellement aux monokines
induites notamment par I’IFN-y qui dirigent la migration et stimulent 1’adhésion des
lymphocytes T activés et des cellules NK ce qui explique pourquoi nous I’avons trouvé chez
les patients avec maladie de Behcet oculaire et sarcoidose avec ou sans anomalie vasculaire
observée en FIOA. Nous avons trouvé le MCP-1 augmenté dans 3 prélévements d’AqH de
patients avec uvéite de Behget et sarcoidosique ; le MCP-1 a été impliqué, entre autres, dans
la formation des thrombus. Une hyperexpression de MCP-1 dans des tissus spécifiques cause
une infitration localisée de monocytes/ macrophages dans 1I’endothélium des vaisseaux [128],
[129]. Le MCP-1 jouerait donc un rble dans les mécanismes ischémiques rétiniens
secondaires a ces pathologies inflammatoires.

Dans I’uvéite toxoplasmique, les patients avec une opacité paravasculaire en FIOA et
rétrécissements vasculaires présentaient des taux élevés des médiateurs de I’inflammation
présents dans 1’AgH suivants : IFN-y (de type Th1), I’éotaxine, G-CSF et IP-10.

Il n’y a pas de rapport histologique de description des vascularites rétiniennes de la
toxoplasmose. Les médiateurs retrouvés dans I’AqH des uvéites toxoplasmiques et de la
maladide de Behget sont proches ce qui indiquerait un meécanisme immunitaire de

I’inflammation vasculaire commun.
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Points forts du dosage des médiateurs de linflammation dans les uvéites de la
maladie de Behget, sarcoidose, toxoplasmose et corrélation avec leur aspect en
FIOA

> Le tableau récapitulatif ci-dessous montre quelles cytokines sont a neutraliser dans les
uveites de Behget, sarcoidosiques et toxoplasmiques avec atteinte inflammatoire

vasculaire visible en FIOA et quels outils thérapeutiques sont a utiliser (inhibiteurs de

cytokines) :

Médianes des  concentrations  des
médiateurs augmentés dans lesliquides
biologiques

Physiopathologie

Intérét thérapeutique

uvéites de Behget avec atteinte vasculaire
en FIOA:

Sérum : pro-inflammatoire (1L-1B)
autres: IL-7, GM-CSF
AgH: Thl (IFN-y, IL-12), pro-

inflammatoires: 1L-1p, IL-6, IL-8, TNFa,
anti-inflammatoires  (IL1-Ra,  IL-10),
autres: IP-10, MCP-1, G-CSF, autres : IL-
9

Thl

+ cytokines pro-inflammatoires: IL-
1B, IL-6, TNFa

G-CSF, IP-10, MCP1

anti IL-1p, anti-IL6, anti-
TNFa

uvéites sarcoidosiques avec atteinte anti-1L6

vasculaire en FIOA: cytokines pro-inflammatoires : IL-6

Sérum: 0 autres : G-CSF, IP-10, MCP1, MIP-

AgH : pro-inflammatoires: IL-6 IL-8, | 1P

autres: IP-10, MCP1, MIP1 g, G-CSF

uvéites toxoplasmiques avec atteinte | Thl traitement antibiotique
vasculaire en FIOA: Autres: G-CSF, IP-10, MCP1, MIP- | et corticoide

Sérum: 0
AgH : IFN-y (Th1), autres : IP-10, MCP1,
MIP-1B, G-CSF, éotaxine

1B

classiquement.

tous (Behget, sarcoidose, toxoplasmose)

Hyperexpression d'IP-10 aprés
stimulation  d'IFN-y.  L'IP-10
recrute des cellules monoculées
responsable d'une inflammation
exagérées.

Une hyperexpression de MCP-1
entraine une infitration localisée
de monocytes / macrophages dans

I’endothélium des vaisseaux.
MCP-1 a été impliqué, entre
autres, dans la formation des

thrombus.

neutralisation d’IP-10 et
de MCP-1 utile dans les
uvéites non infectieuses?
(intérét d’études
complémentaires)
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V-5. PROFILS IMMUNITAIRES DANS LES VASCULARITES
RETINIENNES AU COURS DE LA SYPHILIS

V-5.1. PROFILS CYTOKINIQUES DANS LES VASCULARITES
RETINIENNES AU COURS DE LA SYPHILIS

Cette étude fait 1’objet d’un article n°3.

Nous avons étudié comparé les taux de 27 cytokines/ chimiokines obtenues entre les
prélévements sériques et d’AqH de 9 patients avec une uveéite syphilitique avec 27 sujets
contréleset 15 patients avec une toxoplasmose oculaire. Pour les 2 cytokines IL-23 et IL-21,
nous avons ¢tudié¢ et comparé 2 sérums et 8 d’AqH d’uvéites syphilitiques avec 16 sérums et
7 prélevements d’AqH de sujets controles et 14 sérums et 3 d’AqH de patients avec

toxoplasmose oculaire.
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Increased interferon-inducible protein-10 (IP-10), G-CSF, MCP-1 and IL-17 in aqueous
fluid in syphilitic uveitis.

Marie-Hélene Errera, Ana Pratas, Coralie Bloch-Queyrat, Neila Sedira, Edgard Benveniste,
Lilia Merabet, Jonathan Benesty, Olivier Lortholary, Christine Chaumeil, Bahram Bodaghi,
José-Alain Sahel, Pablo Goldschmidt

Background:

The mechanism underlying the process of Treponema pallidum trigger of uveitis have not
been established. Ocular inflammation secondary to syphilis is associated with neurosyphilis,
it has been suggested that cells involved in the adaptative immune response, Th17 response
play a role. In the current study, we assessed the inflammatory markers and
cytokines/chemokines/ growth factors production profile in the serum and aqueous humour
(AgH) of 9 patients with syphilis related uveitis.

Methodology/Principal Findings:

In this study, 29 cytokines, chemokines and growth factors (IFNy, IL-1 receptor antagonist
[IL-1Ra], IL-1B , IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (CXCLS), IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
15, IL-17, IL-21, IL-23, IFNy,CXCL10 [IFNy —inducible 10-kd protein (IP-10)], granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor [G-CSF], granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor [GM-CSF], CCL2 [monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1)], CCL3 [macrophage
inflammatory protein 1 a (MIP-1a)], CCL4 [MIP-1pB], CCL5 (RANTES), CCL11 (Eotaxin)
and tumor necrosis factor oo [TNF-a], Fibroblast growth factor [FGF Basic], Platelet-derived
growth factor [PDGF-BB], Vascular endothelial growth factor [VEGF]) in serum and AqHof
9 uveitis related to syphilis patients, 16 toxoplasmosis uveitis (TU), and 47 healthy donors

were analyzed by Luminex®.

Results
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The study included patients presenting a panuveitis (n=3), a posterior uveitis (n=5) and
association of posterior uveitis and intermediate uveitis (n=1). Three patients presented a
neurosyphilis diagnosed on lumbar puncture.

We found that the levels of Thl (INF-y), Th17 (IL-17), pro-inflammatory cytokines and
chemokines (IL-1p, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-0, MCP-1, MIP-1a and B, IP-10 and G-CSF), anti-
inflammatory cytokines and chemokines (IL-10 and IL-1Ra), and VEGF were markedly
elevated in AgH in all eyes with syphilitic uveitis compared with controls and were generally
higher in eyes with panuveitis compared with posterior uveitis.

We observed a marked increase in the expression of some Thl and Th17 cells especially in
neurosyphilis with meningitis. Uveitis in eyes with neurosyphilis was associated with
increased levels of local and/ or circulating Thl (IL-2, IFN-y) and Th17 (IL-1Ra, IL-17, and
IL-23) and TNF-a cytokines compared with control eyes.

The levels of increased cytokines were often higher in eyes with panuveitis compared with the
increased level of cytokines in posterior syphilitic eyes.

Conclusions: Increased aqueous humour levels of Thil, Th17 and other pro-inflammatory
cytokinesin patients with syphilitic uveitis with and without CSF abnormalities suggest that
cells of adaptive immunity (probably T-helper cells producing IFN-y and IL-17) probably
play a critical role in syphilis uveitis. These findings indicate that leucocyte and lymphocyte T
(G-CSF) recruitment may be involved in ocular inflammatory damage and associated with
anatomical location of intraocular inflammation in syphilis uveitis patients. In addition, the
absence of correlation in between serum and aqueous humour levels suggests intraocular
production of these cytokines. Further studies are needed to establish the exact nature of the
immune response accompanying ocular syphilis and its clinical correlation with

neurosyphilis.

Introduction

Syphilis, a sexually transmitted multi-stage disease caused by the spirochete Treponema
pallidum, remains to be a global public health problem with an estimated 12 million new
cases annually [1]. European countries have experienced a resurgence of syphilis cases with
6-fold incidence increase between 1998 and 2001[2,3]. Recently,the annual incidence of
syphilitic uveitis cases was 0.3 per million UK adult population between 2009 and 2011 with
41 new cases [4]. Our team has recently reported, a total of 21 patients affected with syphilitic
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uveitis which corresponds to a nine-fold increase between 2012 and 2015 in the National Eye
Center in Paris (manuscript submitted).

Without treatment, this spirochetal pathogen is able to survive in the human host for several
decades, causing damage in multiple organs including the eyes, optic nerves and nervous
system (neurosyphilis) [5]. Eye involvement is believed to occur during the secondary and
tertiary stages of syphilis seen in 2-5% of patients with secondary syphilis, this increases to
9% in patients with HIV infection [5,6]. Syphilis may affect the eye in a number of ways as
anterior, posterior or panuveitis associated with vascularitis, or chorioretinitis [7, 8]-[5].
Neurosyphilis is usually categorized as: asymptomatic, meningovascular, paretic, ocular and
tabetic neurosyphilis [9]. Therefore, ocular syphilis is considered as neurosyphilis. However,
in our experience patients with ocular syphilis may present with a nonreactive CSF-VDRL
test and normal CSF index and no clinical neurological or psychiatric manifestations
consistent with neurosyphilis. The mechanisms underlying the development of syphilitic
uveitis and neurosyphilis remain poorly understood. There are incertities regarding the link
between uveitis and neurosyphilis with some patients being presenting intraocular
inflammation and infectious syphilis without abnormalities in CSF. Further investigations are
needed regarding ocular syphilis and its link with neurosyphilis.

T. pallidum can invade the CNS at any stage of infection and provokes robust cellular
immune response [10]. In the eye, syphilis affects the RPE, retina, optic nerves, anterior
segment but hypothesis remain about this corresponding to a direct invasion of spirochetes or
a hypersensibility mechanism.In the non-human primate models, strong T helper (Th) 1-type
and Th17 immune response contribute to the clearance of T. pallidum in CNS with local
production of IFN-y-producing Thl subset likely participating in this process [9-11]. The
immune response elicited during infection, although aimed to eliminate organisms, is also
responsible for the pathogenesis. Th17 also mediates strong immunopathology in chronic
infection [13].

No studies have documented quantitative and qualitative alterations in cytokine production in
syphilitic uveitis. In this study, we analyzed cytokine, chemokine and growth factors
production in the serum and intraocular aqueous humor (AgqH) in patients with syphilis
uveitis, using Luminex® analysis.

Those analyses may clarify the mechanisms of syphilis-related ocular damages and enable a
better understanding of the disease pathogenesis.
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Methods

Ethics statement and subjects

This study was performed at the CHNO des Quinze-Vingts Hospital between 2014 and May
2016. The study was approved from French institutional review boards (registration number
13934 at CPP-lle-de-France, Hopital St-Antoine) and was performed according to the
Declaration of Helsinki. Written informed consents to participate to the study were obtained

from all participants.

Patients were identified and referred for enrolment by ophthalmologists after careful
examination and evaluation by infectious disease specialists.

Syphilis was diagnosed at each stage of infection by a combination of compatible history,
clinical features and the results of non treponemal and treponemal tests of serum and CSF
samples when performed.

The exclusion criteria include prior history of uveitis or history of syphilis treatment; history
of systemic inflammation, autoimmune disease, other underlying acute or chronic disease,
receiving anti-inflammatory medications, immunocompromised conditions excepted HIV
infection, or use of antibiotics or immunosuppressive medications in the last four weeks.
Since it is difficult to collect AgH from healthy donors, 47 patients who underwent cataract
extraction (27 women and 20 men; median age 71 years [30-100 years]) with no history of
uveitis served as a control group. Sera and AgH samples were collected prior to cataract
extraction. The baseline level of cytokines/ chemokines in AH was determined using samples
from the control group. Twenty-seven AgH have been analysed and 47 sera from controls
patients with cataract.

Blood and AgH samples obtained from 16 patients with ocular toxoplasmosis (TU) (62.5 %
men and 37.5% women; median age 35 years [range 16—69 years]) served as disease controls.
The same exclusion criteria than for the uveitis group applied to the healthy donors and they
did not have any clinical symptoms consistent with T. pallidum infection or HIV infection.
Exclusion criteria was glaucomatous and diabetes because elevated IL-6 and IL-8 levels were
also reported in glaucomatous aqueous with elevated IOP and diabetes [13,14].

Paired samples of AgH and serum were obtained from each subject at the time of clinical
diagnosis for laboratory analysis. AqH samples (100-150 pL) were collected through anterior

chamber paracentesis and stored, along with serum samples, at —80°C until analysis.
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Analysis used the Luminex® technology. Quantitative determination of 29 cytokines or
chemokines (IFNy, IL-1 receptor antagonist [IL-1Ra], IL-18 , IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8
(CXCLS8), IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CXCL10 [IFNy —inducible 10-kd protein
(IP-10)], granulocyte-macrophage colony-stimulating factor [G-CSF], granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor [GM-CSF], CCL2 [monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1)], CCL3 [macrophage inflammatory protein 1 a (MIP-1a)], CCL4 [MIP-1], CCL5
(RANTES), CCL11 (Eotaxin) and tumor necrosis factor a [TNF-a], Fibroblast growth factor
[FGF Basic], Platelet-derived growth factor [PDGF-BB], Vascular endothelial growth
factor [VEGF]) was performed in culture supernatant using an Invitrogen Human Cytokine
27-Plex Panel. The 27 plex was enriched with and one separate Invitrogen Human Cytokine
2-Plex Panel for IL-21, IL-23 and in accordance with the manufacturer’s protocol (BioRad®).
The assay plate layout consisted in a standard series in duplicate (1 to 32 000 pg/mL), four
blankwells and 20 mL duplicates of AgH samples, diluted to 5 OmL with BioPlex Human
serum diluent.

Additional information on the patient groups were presented in Table 1.

Diagnostic criteria for neurosyphilis

The case for inclusion of an adult patient in the study is defined as intraocular inflammation.
All ocular syphilis patients have positive treponemal serology (positive Treponema palladium
haemagglutination assay [TPHA] and Veneral Disease Research Laboratory [VDRL]) tests.
The result of Enzyme immunoassay test (EIA) was only obtainable for some patients. Those
with negative VDRL results (treated or inactive syphilis) were excluded from the study in
accordance with the classification of syphilis’ infection, set by the French Institute for Public
Health Surveillance [15]. Files were reviewed to obtain the following data: demographics,
systemic signs, eye examination findings, and serological data.

The diagnosis of syphilis (primary, secondary, tertiary or neurosyphilis) was performed in
accordance with the “2014 European Guidelines on the Management of Syphilis” [16].

The diagnosis of confirmed neurosyphilis includes reactive CSF-VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory) in the absence of substantial contamination of CSF with blood.
Presumptive neurosyphilis was defined as a nonreactive CSF-VDRL test with either or both
of the following: (i) CSF protein concentration >45 mg/dl or CSF white blood cell (WBC)
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counts >8/ul in the absence of other known causes for the abnormalities; (ii) clinical
neurological or psychiatric manifestations consistent with neurosyphilis without other known
causes for such abnormalities [9].

Asymptomatic neurosyphilis was defined by the presence of CSF abnormalities consistent
with neurosyphilis and the absence of neurological/ psychiatrical symptoms or signs. The
symptomatic forms of neurosyphilis should have no other known causes for these clinical
abnormalities.

Ocular neurosyphilis was defined by the presence of CSF abnormalities consistent with
neurosyphilis or normal CSF index and ocular signs of uveitis. The classification of uveitis

used was the anatomical classification (the International Uveitis Study Group (IUSG) [17].

Ocular toxoplasmosis (TU)

The diagnosis of TU was confirmed by real-time PCR detection of Toxoplasma DNA or a
Goldmann-Witmer test to prove intraocular specific antibody synthesis. Patients who were
immunocompromised, suffered from other ocular infections, or received local or systemic

anti-Toxoplasma treatment for active uveitis, were excluded.

Statistical analysis

Data were presented as median and range (min, max). Nonparametric Mann-Whitney tests
were performed to compare continuous variables, as appropriate. P values less than 0.05 were
considered significant. The statistical analyses were performed using GraphPad Prism version
6.0.

Results

In this study, we measured the concentration of 29 cytokines in aqueous samples of 9 patients
with syphilitic uveitis (89% men and 11% women; median age 50 years [range 34—72 years]),
16 TU and 47 otherwise healthy cataract patients without ocular inflammatory conditions.

Among syphilitic eyes, two eyes presented a panuveitis, five a posterior uveitis and one eye
an association of posterior uveitis and intermediate uveitis. Three patients (3 eyes) presented a
neurosyphilis diagnosed on lumbar puncture. Three patients had neurosyphilis acertain on
CSF results. One patient had a presumptive rhombencephalitis but acellular CSF and was

classified as secondary syphilis.
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-Increased expression of Thl- and Thl7-related cytokines in patients with uveitis
syphilis. Cytokine production in controls, eyes with uveitic syphilis, and disease controls
(TU) are shown in figures 1 and 2.

Patients with uveitic syphilis had significantly increased serum levels of IL-1p compared with
patients with TU and controls (median 53 versus 15 and 9 pg/mL, respectively [p= 0.0051 and
p=0.0173, respectively]). They had also significantly increased serum levels of TNF-a
compared with patients with TU and controls (median 39 versus 30.5 and 73 pg/mL,
respectively [p= 0.00107 and p=0.0247, respectively]). Patients with syphilitic uveitis had
increased serum levels of IL-7 compared with controls (median 7,348 versus 5,236 pg/mL,
[p= 0.0204], of IL-9 compared with controls (median 35.96 versus 57.55 pg/mL, [p= 0.0357]
and of PDGF-BB (median 2,650 versus 1,800 pg/mL [p= 0.0410].

No differences between patients with syphilitic uveitis, patients with TU, and controls

donors were observed for the remaining cytokines in serum, IL-4 (8.516 versus 4.971, and
6.124 pg/ml, respectively), IL-2 (0 versus 0.5589, and 0 pg/ml, respectively), 1L-10 (7.373
versus 5.410, and 7.811 pg/ml, respectively), I1L-12 (30.16 versus 23.89, and 23.85 pg/ml,
respectively) and FGF basic (61.67 versus 61.20, and 39.76 pg/ml, respectively).

Patients with syphilitic uveitis had significantly increased cytokines/ chemokines in AqH
compared with patients controls: of IL-1B (mean 1.68 versus 0 pg/ml [p=0.0004], ofIL-8 in
AqgH (67.32 versus 2.7 pg/ml, respectively [p<0.0001 versus controls]), of IL-7 compared
(46.4 versus 7.6 pg/ml [p=0.0835 versus controls ]), of IL-10 (7.16 versus 0.35 pg/ml (p=
0.033 versus controls], of IL-17 (0.48 versus 0 pg/ml [p= 0.065 versus controls), of IL-1Ra
(46.08 versus 0.8 pg/ml [p=0.062 versus controls), of IFN-y (26.25 versus 0 pg/ml [p=0.003,
versus controls), of TNF-a (0 versus 0 pg/ml [p=0.0153]), of MCP-1 (445 versus59 pg/ml
[p<0.0001 versus controles]), of MIP-1a (1 versus O pg/ml [p=0.038 versus controls]), of
MIP-1B (32 versus 0 pg/ml [p=0.0002 versus controls]), of IP-10 (37,818 versus 284 pg/ml
[p<0.0001 versus controls]), VEGF (33 versus 0 pg/ml, respectively [p=0.0091, versus
controls]).

IP-10, G-CSF and MCP-1 were increased in all syphilitic uveitis samples compared with
controls (for IP-10, mean = SD 58,700 £ 60,144 pg/mL versus, 395 + 379 pg/mL [p<0.0001];
for G-CSF 1,323 + 3,375 pg/mL versus 1.5 + 1.9 [p<0.0001]; for MCP-1, 1098 + 1172 pg/mL
versus 60.2 + 56.8 pg/mL [p<0.0001]). The levels of G-CSF, IP-10 and MCP-1 were higher in
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the aqueous humour of patients with panuveitis (n=3) than in patients with posterior uveitis
(n=6).

No differences between patients with syphilitic uveitis, patients with TU, and controls

donors were observed for the remaining cytokines in AgH, 1L-9 (0 versus 1.599, and 0 pg/ml,
respectively), and IL-13 (1.153 versus 0.07694, and 0.0990 pg/ml, respectively).

-Selective cytokines in syphilis compared with TU: Therefore, patients with uveitis syphilis
had significant increased levels of IL-1 and TNF-a in serum compared with patients with
TU, of IL-6 in serum compared with patients with TU (7 versus 2 [p=0.00476]), and of
eotaxin compared with TU (109.7 versus 51.64 [p=0.0165]) but also of IL-8, 1L-13, IFN-y
and eotaxin in serum.

In syphilitic uveitis, the cytokines and growth factors, IL-7, IL-10, IL-17 and VEGF were
increased but not in TU (figures 1 and 2).

Specific expression of Thl- and Thl7-related cytokines in patients with TU. Cytokine
production in controls, eyes with uveitic syphilis, and disease controls (TU) are shown in
figures 1 and 2. In TU other inflammatory cytokines were elevated in serum compared with
syphilis (IFN-y (361.9 verus 91.74 [p=0.029]).

In TU other cytokines were elevated in serum compared with controls: IL-17, eotaxin,
PDGF-BB.

Patients with TU had significantly reduced IP-10 in serum and IL-23 in AqH compared with

patients controls.

-Cytokines in neurosyphilis patients and panuveitis.

Cytokine production among eyes with uveitic syphilis, between panuveitis and posterior
uveitis is shown in Table 1 and Fig 1.

Uveitis in neurosyphilis eyes was associated with increased levels of local Thl (IL-2, TNF-a
IFN-y) and Th17 (IL-1 receptor, IL-17, and IL-23) cytokines compared with control eyes:
Aqueous TNF-a was markedly increased in 2 neurosyphilis (cases 1 and 5) and in one with
panuveitis (case 6). IL-23 was increased in one eye with neurosyphilis (case 5) compared with
controls. Aqueous IL-2 was markedly increased in one neurosyphilis (case 5). In 2 eyes with
neurosyphilis (cases 2 and 5), aqueous and serum IFN-y and TNF-o was markedly elevated
compared with control. AqH IFN-y was markedly elevated in one panuveitis (case 6).
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Regarding the frequency of Th17 cytokines, aqueous IL-17 was significantly increased in 3
eyes, 2 of them had neurosyphilis (cases 1 and 5).

Additionally, we observed a large proinflammatory response with increased levels of IL-6,
IL-1pB, IL8, MIP-1B, MCP-1 and G-CSF; increased levels of AqH IL1-p and IL-6 were found
in panuveitis (cases 1 and 6). These patients also possessed a corresponding anti-
inflammatory response was based on the presence of IL-4, IL-10, RANTES and IL-1Ra. IL1-
Ra, was increased in patients with panuveitis compared with posterior uveitis and were
significantly higher in the panuveitis group (cases 1 and 6) than in healthy donor. IL-8 in 2
panuveitis patients were increased compared with syphilitic posterior uveitis and control
patients. RANTES was increased in 2 neurosyphilis (cases 1 and 5).

Increased CRP in serum was detected from 2 patients with syphilitic uveitis (12 and 26
pg/mL), in 2 patients with panuveitis (cases 1 and 6) and none in neurosyphilis. One CRP was

increased in patient 9 but history of abdomen surgery one week ago.

Discussion

T. pallidum remains one of the human pathogens that cannot be cultivated in vitro to-date. A
suitable animal model for studying the pathogenesis of syphilis is also lacking. These
obstacles have greatly hindered the effort of elucidating the basic immunobiological traits of
syphilis. As a consequence, little is known about how T. pallidum causes damage to the
central nervous system and to the eye.

T helper (Th)1 and Th2 cells have been associated with specific immune responses due to the
cytokines they secrete. Th2 cells mediate the activation and maintenance of the humoral, or
antibody-mediated, immune response against extracellular parasites, bacteria, allergens, and
toxins by producing various cytokines such as IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, and IL-17E (IL-
25) which up-regulate antibody production, eosinophil activation, and inhibit several
macrophage functions, thus providing phagocyte-independent protective responses. Th2 cells
activate B cells, which are adapted for defence against parasites. For intracellular infections
by viruses and bacteria and micro-organisms that grow in macrophages, the presence of Thl
cytokines (secreting IFN-y and TNF-B) is considered necessary. Conversely, for large
extracellular parasites such as helminths, Th2-type cytokines (IL-4 and IL-5) have been

considered most protective.
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This study also allowed us to characterize the cytokine spectrum in cataract patients,
considered free of any ocular inflammation, which thus represents the composition of normal
AgH. The distribution of cytokines in 27 controls was very homogeneous. We had excluded
patients with an eye disease history (glaucoma, age-related macular degeneration, or diabetic
retinopathy) [13,14]. However, mean age was different between cataract controls and patients
with uveitis: 71 vs 50 years, respectively.

As previous studies have shown, some cytokines or chemokines, such as IL-1, IL-1Ra, TNF-
a, IL-12(p70), IL-7, IL-10, IL-17, IL-9, IL-15, MIP1a, MIP-1B, and MCP-1, are present in the
eye without any inflammation. Growth factors like VEGF or FGF are also detectable in AqH
of controls [20-24].

In this study, we observed an elevated aqueous IL-17 in patients with syphilitic uveitis. Th17
cells secrete IL-17, IL-17F, IL-6, IL-22 and TNF-o and appear to play an integral role in both
tissue inflammation and activation of neutrophils to combat extracellular bacteria.

IL-17 results in an increased production of ICAM-1, IL-6 and IL-8, and an increased synergy
of many effects of IL-1p and TNF-a, which enhances the local inflammation and leads to
inflammatory destruction [18,19]. A similar scenario has been observed in CSF in
neurosyphilis patients and in other infectious and auto-immune CNS disorders [15,16].

A number of studies have reported the changes of aqueous cytokines in different clinical
entities of uveitis, including infectious uveitis like toxoplasmosis, noninfectious like Behcet’s
disease, Vogt-Koyanagi-Harada (VKH) disease, HLA-B27-associated anterior uveitis, Fuchs
heterochromic cyclitis (FHC) and other clinically idiopathic uveitis [25-29]. In patients with
uveitis, irrespective of the cause, the intraocular cytokine network is extremely modified,
compared with that of the control group. In addition, cytokine profiles are highly
homogeneous within each group with a low inter individual variation, as demonstrated in
previous studies, except for idiopathic uveitis [29,30,31]. By a comparison of the intraocular
concentrations of each cytokine in each patient group, some cytokines seem to be particularly
over expressed in certain etiologies of uveitis [31].

Commonly found changes associated with intraocular inflammation regardless of disease
etiology are increased IL-6, IP-10, MCP-1, IL-8 levels and G-CSF and we confirmed these
findings in our study of TU and syphilitic uveitis [32]. Interstingly, patients with syphilis had
significant increased levels of IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-13, IFN-y, eotaxine and TNF-a in serum
compared with patients with TU.
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In TU, Sauer et al. found that IL-17 levels were augmented but also: IL-15, IFN-y, IL6, ILS,
IL8, MIP-1B, MIP-1a, MCP-1, IP10, G CSF, RANTES, Eotaxin, PDGF-BB [24]. Our study
was consistent with those findings excepted that we also found increased IL1pB, IL4, IL9,
IL10, IL12, IL13, IL23, VEGF. Sauer and al, stated that IL-1p levels were markedly increased
in viral uveitis, as were IL-10 levels [24], however, these 2 cytokines were also found in
toxoplasmaosis in our study.

We found similar changes of these cytokines in syphilitic uveitis patient samples with
increased IP-10 (58699 pg/mL), MIP-1B (38.7 pg/mL) and IL-8 (450 pg/mL) levels as
revealed by the classification analysis. MCP-1, MIP-1p and IL-8 are chemokines involved in
neutrophil and monocyte recruitment. MCP-1, MIP-1R8 and IP-10 also regulate the
polarization of T helper cells into Th1 versus Th2 cells [33].

MCP-1 is the main chemokine responsible for recruiting inflammatory monocytes to

tissues [34]. Certain individuals are genetically programmed to produce copious amounts of
MCP-1, and these individuals were reported to be at higher risk of developing severe forms of
diseases implicating macrophages in their pathophysiology, including atherosclerosis,
tuberculosis, sarcoidosis, lupus erythematosus [34-37]. The intraocular leucocytes are able to
transcript genes of IP-10 and MCP-1 in toxoplasmosis with brain involvement. To obtain an
adaptative immune response against an intracellular pathogene requires to recrut T cells
effectors towards the site of infection. Because we found increased aqueous IFN-y in syphilis
and TU and we know that T cells product IFN-y, T cells make the way to leucocytes towards
the intraretinal parasites via INF-y. T cells CD8+ cytotoxic are recruted in tissus where they
play a role in the host response toward the intracellular pathogene, like T. gondii in
producting IFNy and in lysing the infected cells [137].

Khan et al. showed in mice naturally infected with Toxoplasma gondii that IP-10 is a specific
chemoattractant for activated T cells, it plays a role in the localization and function of effector
T cells at sites of Thl inflammation [35]. Our present results suggest that the markedly
increased production of IP-10 in AgH and sera can mediate the transfer of inflammatory cells
to lesion sites.

We observed a significant increase of other proinflammatory cytokines in syphilitic uveitis
samples mainly in HA compared with controls (i.e. IL-1B, IL-6, TNF-a).An important finding
is that increased aqueous cytokines/ chemokines such as IP-10 (Th1l marker), G-CSF, MCP-1

were consistently found higher than controls in almost all our syphilitic uveitis.
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Among them, two eyes with panuveitis had significant higher levels of those cytokines in HA
compared with patients with posterior uveitis.

Proinflammatory cytokines/ chemokines such as: TNF-a, IL 2, IFN-y (in HA and serum),
IL17, IL 23, RANTES, PDGF-BB, IL-10, IL-12 were elevated in aqueous of 2 patients with
neurosyphilitis. Proinflammatory cytokines/ chemokines such as: TNF-a, IFN-y, IL1-Ra, IL-
1B, IL-6, IL-7, IL-8, eotaxin, PDGF-BB were elevated in HA from 2 patients with panuveitis.
We found several evidence supporting an intraocular origin of the induced
cytokine/chemokines; no correlations between serum and AgH levels, the levels being of
higher magnitude in AgqH compared to serum for IL-6, and increased chemokine aqueous
production indices for IL-2, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y, TNF-a, MIP-1a, MIP-18,
IP-10, RANTES, Eotaxine, PDGF-BB and VEGF without increased level in serum. However,
IL-1B and IL-1Ra levels were also increased in serum (IL-23 has not been measured yet in the
serum for controls).

The G-CSF levels in the AgH were significantly higher in syphilitic uveitis than controls, and
did not correlate with the serum concentration of G-CSF that was not increased excepted in
one syphilitic uveitis. Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is a haematopoietic
growth factor that increase the numbers of neutrophils in vivo and modulate neutrophil
functions. G-CSF may also induce the production of cytokines such as tumour necrosis factor
alpha (TNF-a) [38].

The IP-10 levels in the AgqH were significantly higher in syphilitic uveitis than controls, and
did correlated with the serum concentration of IP-10 that not increased in 3 syphilitic uveitis.
IP-10 is expressed in many Thl-type human inflammatory diseases (e.g. neuromyelitis optica,
atherosclerosis, rheumatoid arthritis, sarcoidosis) [39,40,41]. Elevated levels of IP-10 have
been found in active anterior uveitis but were not found different between infectious and
noninfectious uveitis [43].

MCP-1 is the main chemokine responsible for recruiting inflammatory monocytes to tissues.
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and IL8 have been identified as leukocyte
chemotactic factor and have the ability to attract leucocytes [44].

In the human, IL-8, MCP-1 appear to be elevated in aqueous samples of patients with active
anterior uveitis [29].

When panuveitis was studied independently (figure 1), the increase of inflammatory cytokines

is higher than in posterior or intermediate plus posterior uveitis syphilis. Panuveitis
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corresponds to inflammation in the anterior chamber of patients with infiltrated leukocytes
observed. Consistently, only three patients with panuveitis were part of the study.

Increased IL-17 levels in cerebrospinal fluid (CSF) in neurosyphilis patients have been
reported by a previous group [9]. A similar scenario has been observed in infectious and auto-
immune CNS disorders [22,23]. Among the 3 neurosyphilis in our study, e.g. CNS with
inflammatory reaction, we found two cases with increased IL-17. Wang et al, also showed
that in neurosyphilis patients had increased levels of Thl7 cells in peripheral blood by
examining the frequency of IL-17+ cells among lymphocytes, CD3+, CD4+T populations in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). They compared the Th17 cell frequency in
PBMC between patients with symptomatic neurosyphilis and patients with asymptomatic
neurosyphilis. Those symptomatic had significant higher percentage of total IL-17+cells,
CD3+IL-17+ and Th17 in PBMC than the patient group with asymptomatic neurosyphilis.
Noted that the symptomatic neurosyphilis patient group included meningovascular, paretic,
ocular and tabetic neurosyphilis.

They found that the level of CSF IL-17 was positively associated with CSF VDRL titer and
total CSF protein in neurosyphilis patients.

They did not found any difference between total IL-17+ cells, CD3+IL-17+ and Th17 in
PBMC between syphilis patients without neurological involvement (including primary,
secondary, latent and serofast syphilis patients) and neurosyphilis patients. Their findings
suggest that IL-17 may involve in the CNS damage in neurosyphilis patients [27].

The aim of future studies would be to study levels of Th17 cells in peripheral blood of
patients with uveitic syphilis in order to clarify the position of uveitis syphilis among
neurosyphilis pathology.

While, we reported similarly an increased IL-17 levels in AqH of syphilitic patients with
uveitis, the location of T. Pallidum in the eye affected and the mechanism of syphilitic
inflammation in the eye remain unknown.

Increased IL-7, IL-10, IL-17 and VEGF in AgH appeared to characterize syphilitic uveitis.

An higher median concentration in serum of IL-1B, TNF-a, IL-6, Eotaxin, IL-8, IL-13, and
IFN-y was observed in syphilitic uveitis compared with TU.

As far as we are aware, this is the first study which measured a comprehensive range of
cytokines in the aqueous of syphilitic uveitis patients and our results showed significant
difference in aqueous cytokine concentrations between syphilitic uveitis with and without

CNS inflammatory reaction. Moreover, the presence of leucocytes in AgH may cause
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significant changes in cytokines concentrations and the inclusion of more patients with CNS
inflammatory reaction and syphilitic uveitis is needed.

Clearly further studies are needed to determine intraocular Immunoglobulin related to T.
Pallidum, cytokines and chemokines in CNS and intraocular TPHA/ VDRL levels in
syphilitic uveitis. From now, the techniques of TPHA, VDRL has not been validated in other
biologics fluids other than CSF and blood.

The study has other limitations. The control patients were significantly older than the
syphilitic and TU patients and the sex distribution in the syphilitic group was not even. The
effect of age and gender on individual cytokine is unknown.

Another limit of the study is the sample size, especially in the syphilis group. This is due to
the lack of aqueous samples and to the rarity of the disease. A small percentage of these
patients had enough aqueous samples available for the cytokine measurement of 30 cytokines.
We use Kits for Luminex® concomitant measurement of 27 cytokines and further make
measurements of two extra-ones (IL-21, 1L23) that requires extra-samples. This is because
extra aqueous samples were needed for quantitative PCR analysis and Goldman-Wittmer on
samples.

In conclusion, our study showed that the inflammatory changes in syphilitic uveitis aqueous
are largely featured by increased chemokines such as Thl cytokines (IFN-y), Th17 cytokines
(IL-17) and pro-inflammatory cytokines (IL-B, IL-6, IL-8, IP-10, G-CSF, MCP-1 and TNF-a).
Our results also showed that the presence of inflammatory reaction in the aqueous and in CNS
did cause significant changes in aqueous cytokine concentrations in syphilitic uveitic patients.
However, further studies are required to discern whether syphilitic uveitis share the same
pathophysiologic mechanisms than neurosyphilis or is a different entity.

Cases 1 4 5 6 8 2 3 7 9
CNS
inflammatory
reaction= Neuro- Neuro-
Other neurosyphilis syphilis syphilis HIV+ve
Résults
(pg/mL) for
patients Posterior | Posterior Panuveitis | Panuveitis | Posterior Posterior | Posterior | Posterior+
with : Panuveitis | uveitis uveitis uveitis uveitis Uveitis Intermediate
uveitis
IL-1B 37,3 1,6 1,68 14,0 0 1,63833846 1,9 25 0
IL-1ra 1522 42,5 46,0 993 189 100,661298 25,8 20,6 0
1L-2 0 0 51,8 0 0 2,05381845 53 25 0
IL-4 18,0 0,2 2,5 6,25 0 0 0,08 0,9 0
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IL-5 4,7 0,4 0 3,2 0 0 0 0 0
1L-6 74386 245,5 271,17 11563 381,9 416 65,1 96,8 38,4
IL-7 131,9 54,3 45,5 103 1233 44,6614625 313 46,4 0
1L-8 2943 79,5 67,3 764 26 132 15,7 18,8 25
1L-9 15,6 0 216 0 0 0 13 0 0
1L-10 23,8 8,9 140 151 0 4,78694763 71 6,3 0
1L-12(p70) | 314 0 294 0 41,9 2,21178793 2,8 0 11,5
1L-13 8,5 11 1,9 0,8 12,8 0,9 14 11 0
1L-15 42,3 14,2 40,1 28,1 0 17,2 15,6 16,7 0
IL-17 25,2 0 349,3 0 0 0 10,0 0,9 0
1L-21 0 0 0 0 0 0 0

1L-23 0 0 75,2 0 0 0 0

Eotaxin 115 0 0 0 11,6 0 0 0 3,3
FGF basic | 0 0 0 0 11,7 0 04 0 0
G-CSF 10262 37,7 109,7 1223 75,0 171,0 15 18,4 8,
GM-CSF 0 0 0 0 0 0 8,13 0 0
IFN-g 535 26,2 98,2 218 0 26,2 9,42 75 0
1P-10 160792 60721, 75819 150260 12491 20989 7000 37818 2404
?I/\I/I%PA}:) 3719 959 1768 1848 250 445 220,5 388 285
MIP-1a 20 0 45,9 13,2 2,9 0 0,9 0 0
PDGF-bb 112 0 735,0 0 128 0 0 0 0
MIP-1b 84 24,9 86,8 49,5 32,5 36,1 11,2 16,9 5,0
RANTES 38,2 0 145,6 0 0 0 0 0 0
TNF-a 207,9 6,8 31,5 82,0 0 0 0 0 0
VEGF 109,4 33,0 35,8 0 222 18,0 28,5 29,9 37,6

Tableau 1. Concentrations in cytokines and chimiokines in aqueous of controls and patients

with uveitis syphilis with regards to clinical features of uveitis (panuveitis, intermediate

uveitis, posterior uveitis) and CNS involvement or not (neurosyphilis). Neurosyphilis was

diagnosed in cases 1, 4 and 5. Results are means (SDs). The cutoff was established by

calculating the average value obtained for each cytokine in cataract controls and adding 3 SD.

Gray shading represents cases with average values higher than the cutoff of controls.
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Fig 1. Concentrations in aqueous for IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, G-CSF, IFN-y, IP-
10, MCP-1, and MIP-1a in patients with syphilitic panuveitis (n=3), and with posterior uveitis

* intermédiate uveitis (n=6).
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Figure 2. Expression of major cytokines in serum of patients with syphilis (n=9) and
toxoplasmosis uveitis (n=16), and controls subjects (n=47). Each symbol represents an

individual patient. Horizontal line shows the median.*=P<0.05 ; **=P<0.01; ***=P<0.001.
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Figure 3. Expression of major cytokines in aqueous humor of patients with syphilis (n=9) and
toxoplasmosis uveitis (n=16), and controls subjects (n=47). Each symbol represents an

individual patient. Horizontal line shows the median*=P<0.05 ; **=P<0.01; ***=P<0.001.
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e Discussion

Nous avons retrouvé une augmentation des cytokines pro-inflammatoires (IL-1pB, 1L-6,
TNF-a) et anti-inflammatoires (IL1-Ra, 1L-10) dans I’AqH des patients avec uveéite liée a la
syphilis. Ces derniéres cytokines semblent augmenter dans les états inflammatoires modérés,
soit pour équilibrer le statut Thl/ Th2, soit pour recruter des lymphocytes T afin de supprimer
I’inflammation.

Des taux augmentés d’IL-17 dans le LCR de patientset des taux augmentés de cellules Th17
(cellules Th17 dans les cellules mononuclées) dans le sang de patients avec une neurosyphilis
ont été rapportés (Wang et al., 2009). Nous montrons ici que 2 des 3 patients avec une
neurosyphilis dans notre étude, présentaient une augmentation de 1I’IL-17 dans I’AqH. L’IL-
17 serait donc impliqué dans les altérations du systeme nerveux central (SNC) chez les
patients avec une neurosyphilis et une uvéite associée. Nous avons trouvé un seul patient avec
I’IL-17 augmenté parmi nos patients avec une uvéite syphilitiqgue et sans neurosyphilis
prouvée dans le LCR. Nos résultats suggérent que la classification des uvéites syphilitiques
parmi les neurosyphilis doit étre réévaluée par des études complémentaires.

Lorsque 1’on compare les uvéites liées a la syphilis et a la toxoplasmose, les médianes des
concentrations dans I’AqH d’IL-1pB, IL1-Ra, IL-6, IL-8, TNF-0, MCP-1, IP-10, G-SCF, MIP-
lo et de MIP-1B sont augmentées dans ces 2 pathologies. Ce qui permet de distinguer la
syphilisce sont les taux accrus d’IL-7, IL-10, IL-17 et de VEGF (figures 1 et 2, manuscrit).
Concernant les résultats des sérums, les patients avec uvéite syphilique avaient des taux
médians augmentés d’IL-1p, de TNF-a, d’IL-6, d’éotaxine, d’IL-8, IL-13, et de IFN-ypar
rapport aux uvéites toxoplasmiques.

Plus largement, parmi plusieurs pathologies infectieuses ou non infectieuse avec uvéite
associee, la médiane des concentrations dans I’AqH était augmentee : pour I’'IL-10 dans la
syphilis ; pour I’'IL-12 (Thl) dans la sarcoidose, pour I’IL-17 (Th17) dans la syphilis et la
maladie de Behcet ; pour RANTES dans la maladie de Behget seulement, pour le VEGF dans
la syphilis (Fig 11).

Les résultats concernant les uvéites syphilitiques suggérent également que les formes
d’uvéites avec panuvéites sont des formes ou le passage des cytokines vers le segment

antérieur de 1’ceil est le plus important. En effet, les taux de cytokines que nous avons trouvés
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étre les plus élevés provenaient d’uvéites syphilitiques avec inflammation de segment
antérieur (ou panuvéites). Les préléevements de vitré n’ont pas été réalisés mais leur obtention
donnerait des résultats plus précis dans les formes d’inflammation purement vitréennes ou
postérieures.

Nous avons pour projet dans le cadre du travail actuel, de doser le taux de TGF-p dans les
préléevements des patients atteints de syphilis oculaire et les sujets controles afin d’essayer de
mieux appréhender le mécanisme immunologique a ’origine des uvéites syphilitiques. Li et
al. ont montré que le sérum de patients avec une syphilis secondaire contient des taux plus
importants de TGF-B que les patients contréles, ce qui pourrait étre lié a une augmentation de
la fonction et du nombre de Treg chez ces patients. TGF-f est impliqué dans la modulation de
la différenciation des Treg et leur activité [151]. Des taux plus bas de TGF-p ont été observés
dans le LCR de patients atteints de neurosyphilis symptomatique par rapport aux formes
asymptomatiques, ce qui pourrait étre associé a une diminution du nombre des Treg dans le
LCR [152].
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Points forts des résultats des médiateurs biologiques dans les uvéites

syphilitiques

Ce qui permet de distinguer la syphilis par rapport a 1'uvéite toxoplasmique ce
sont les taux augmentés d’IL-7, IL-10, IL-17 et de VEGF dans I’AqH. Ceux-Ci

sont comparables aux contréles dans la toxoplasmose.

Les uvéites syphiliques avaient des taux médians augmentés d’IL-1pB, de TNF-a,
d’IL-6, d’éotaxine, d’IL-8, IL-13, et de IFN-y dans le sérum par rapport aux

uveéites toxoplasmiques.

Concentrations des cytokines plus élevées dans les panuvéites syphilitiques. Ceci
suggeére un passage des cytokines dans I’AqH en cas d’inflammation de segment
antérieur.

Les uveitiques syphilitiques avec une neurosyphilis (inflammation retrouvée dans
le LCR) ont des taux augmentés des médiateurs Thl (IL-2, TNF-a, IFN-y) et Th17
(IL-17 et 1L-23) dans I’AgH.

La classification des uvéites syphilitiques parmi les neurosyphilis devrait étre

réévaluée.

Meédianes des concentrations des
médiateurs augmentés uvéites
syphilitiques

Physiopathologie

Intérét
thérapeutique

Serum : pro-inflammatoire (TNF-
a, GM-CSF)

AgH : Thl (IFN-y), Th17 (IL-17),
Th9 (IL-9), pro-inflammatoires:
IL-1B, IL-6, IL-7, IL-8, TNFa),
anti-inflammatoires (IL-1Ra, IL-
10), autres: IP-10, MCP-1, MIP1la
et B, G-CSF, VEGF, éotaxine, IL-7

Thl, Th17, Th9

+ cytokines pro-
inflammatoires: IL-1pB, IL-6,
IL-8, TNF-a, IP-10, MCP-1,
MIP-1a et B, GM-CSF

antibiothérapie
corticothérapie
(infection)

I+
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[2 30% des AqH ont les médiateurs suivants augmentés dans les : ]

uvéites syphilitiques:

IFN-y (Thl), IL-17 (Th17), pro-inflammatoires
(IL-6, TNF-0),

autres: IP-10, MCP-1, IL-15, éotaxine, PDGF-BB.
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V-5.2. PROFILS CYTOKINIQUES DANS UNE COHORTE D’UVEITES
SYPHILITIQUES ET CORRELATION AVEC LEUR ASPECT EN
OPTIQUE ADAPTATIVE.

o Obijectifs

Nous avons comparé les résultats des cytokines/ chimiokines/ facteurs de croissance lis aux
observations faites en FIOA au niveau des vaisseaux rétiniens chez 4 patients (4 yeux)

avec une uvéite liée a la syphilis.

e Résultats

Tableau X : Résultats comparés entre les médiateurs présents dans les sérums (cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance) et AqH des patients avec uveéites syphilitiques et les

résultats de leur examen en FIOA.

n° syphilis
patient
cytokines augmentées dans : aspect en FIOA :
E (engainement)
R (rétrécissement)
AgH sérum
18 IL8, IP-10, MCP-1 neg E+ veines et arteres
19 IL-18, 1L2, IL8, IL-9, IL-10, | IL-1B, IL1-Ra, IL-4, IL-6, | E + artéres

IL-12, IL-15, IL-17, MIP-1B, | IL-7, G-CSF, IFN-y, IP-10,
IP-10, IFN-y, MCP-1, PDGF- | MIP-1

BB
20 IL-8, IP-10, MCP-1 RANTES E + artéres
21 Eotaxine, IP-10, MCP-1 RANTES sans anomalie

La chimiokine pro-inflammatoire IL-8 est la seule retrouvée spécifiquement dans les AqH des
yeux atteints d’uvéite syphilitique avec aspect d’engainement en FIOA. Elle est impliquée
dans le recrutement des neutrophiles et leur dégranulation. Le MCP-1 et I’IP-10 étaient
constamment retrouvés dans les yeux avec uvéite syphilitique qui ont été étudiés en FIOA.

Le récepteur de I’IP-10, CXCR3 est exprimeé surtout sur les lymphocytes T et les cellules NK
(natural killer). Le récepteur de MCP-1, CCR2, est egalement exprimé sur les monocytes,
basophiles et cellules dendritiques [153]. Nous montrons donc par nos travaux, que les
contributions des 2 voies de signalisation CXCR3 et CCR2 seraient impliquées dans la

pathogenese de la syphilis oculaire.
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Points forts des résultats des mediateurs biologiques dans les uvéites
syphilitiques et corrélation avec la FIOA

Le tableau ci-dessous résume les cytokines que nous avons retrouvées augmentées dans les

uveéites syphilitiques avec vascularites : cytokines Thl, pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6, IL-8,

IP-10, MCP-1, RANTES) et anti-inflammatoires (IL-10).

Médianes des concentrations des
médiateurs augmentés dans les
liquides biologiques

Physiopathologie

Intérét
thérapeutique

uvéites syphilitiques avec atteinte

vasculaire en FIOA:

Sérum : pro-inflammatoires 1L-1p,
IL-6, [IFN-y, IP-10, MIP-1B,
RANTES

AgH : Thl (IFN-y, IL-12), Th17
(IL-17), pro-inflammatoires: IL-1p,
IL-6, IL-8, anti-inflammatoires (IL-
10)

autres: IP-10, MCP-1

Thl

+ cytokines pro-
inflammatoires: IL-1p, IL-6,
IL-8, IP-10, RANTES, MCP-
1

antibiothérapie
corticothérapie,
d’inhibiteurs
cytokines.

pas
des

Hyperexpression d'IP-10
aprés stimulation d'IFN-y.
L'IP-10 recrute des cellules
monoculées responsable
d'une inflammation exagérée.

Une  hyperexpression de
MCP-1 entraine une
infitration localisée de
monocytes / macrophages
dans I’endothélium des
vaisseaux. MCP-1 a été

impliqué, entre autres, dans la
formation des thrombus.
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V-6. PROFILS IMMUNITAIRES DANS LES VASCULARITES
RETINIENNES AU COURS DES UVEITES IDIOPATHIQUES

V-6.1. PROFILS CYTOKINIQUES DANS LES UVEITES
IDIOPATHIQUES

e Objectifs et Résultats

Pour mieux caractériser les uvéites idiopathiques, nous avons comparé les taux de 27
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance obtenus entre les préléevements de sérumet
d’AgH (n= 51 et 63, respectivement) des patients avec uvéites idiopathiques a ceux obtenus
chez les contrdles cataractes (n= 47 et 36, respectivement). Un des prélevements du groupe
uveéite idiopathique était un vitré. Pour I’'IL-21 et I’IL-23, les prélévements de sérum et d’AqH
étaient au nombre de 69 et 42, respectivement par rapport aux contrbles (n=16 et 7) (cf.
tableau V1I).

Résultats cytokiniques, chimiokiniques et facteurs de croissance sériques :

Les taux médians des cytokines et chimiokines IP-10, IL-17 et IL-21 sont augmentés dans le
sérum des uvéites idiopathiques par rapport aux contréles (p=0,0087, p< 0,0001, p=0,0035
respectivement). Le taux médian d’IL-23 est diminué dans le sérum des uvéites idiopathiques
par rapport aux contréles (p< 0,0001). Les concentrations moyennes d’IP-10, retrouvées sont
671 pg/mL vs 526 pg/mL pour les contrdles, de 173 pg/mL vs 133 pg/mL pour I’IL-17 et de
28 pg/mL vs 0 pg/mL pour I’IL-21. (fig. 12).

Par contre, nous ne trouvons pas de différence significative dans les médianes des
concentrations sériques desmédiateurs suivants pour les uvéites idiopathiques par rapport aux
contrdles : les cytokines proinflammatoires IL-1f, IL-6, IFN-y, TNF-a, MCP-1, G-CSF, MIP-
la et MIP-1p ; les cytokines anti-inflammatoires 1L-10, IL1-Ra et le facteur de croissance, le
VEGF.

Nous trouvons quelques patients atteints d’uvéites idiopathiques avec des cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance sériques, ponctuellement augmentés par rapport au seuil
chez les contrdles : I’IL-23 chez 6 patients, I’IL-7 chez 7 patients, I'IL-1 et le PDGF-BB
chez 5 patients; I’IL-6 chez 4 patients ; I'IL-1Ra chez 3 patients; 1’IL-2, I1L-4, I1L-10, IL-12,
GM-CSF, VEGF chez 2 patients et 1’IL-15, G-CSF, IFN-y, MIP-1a, MIP-1p3, RANTES,

TNF-a chez un patient ; toutefois, les différences entre les concentrations médianes retrouvées
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dans les prélevements des uvéites idiopathiques et les controles ne sont pas significatives (fig
12).

Résultats cytokiniques, chimiokiniques et facteurs de croissance dans ’AqH (fig. 14) :
Les taux médians des cytokines/chimiokines et facteurs de croissances suivants sont
augmentés dans I’AqH des uvéites idiopathiques par rapport aux contrdles, de fagon
statistiquement significative, leurs concentrations médianes étaient les suivantes : I’'IL-1Ra,
avec 50,92 pg/mL [0-126,9], I’IL-5, avec 0 pg/mL [0-5,52]; I’IL-6, avec 81,73 pg/mL [8,82-
511,2], I’IL-8, avec 22,23 pg/mL [2,12-87,86], I’IL-9, avec 2,85 pg/mL [0-8,8], I'L-12, avec
11,13 pg/mL [5,67-20,49]; I’éotaxine, avec 6,29 pg/mL [0-30,61] ; I’IP-10, avec 4442 pg/mL
[462,8-17790]; le G-CSF, avec 9,98 pg/mL, le MCP-1, avec 125,2 pg/mL [46,24-315,8]; le
G-CSF, avec 3,5 pg/mL (+ 22) vs 1,5 pg/ml (= 1,9); MIP-1a avec 1,21 pg/mL [0-2,66], MIP-
1B, avec 27,2 pg/mL [11,16-47,61], le TNF-a avec O pg/mL [0-6,3] et le VEGF, avec 79,19
pg/mL [26,84-160,6].

A D’inverse, les taux médians d’IL-4, IL-7, IL-15 et PDGF-bb sont diminués dans I’AqH des

uveéites idiopathiques par rapport aux contréles, de facon statistiquement significative.

Tableau X. Résultats de cytokines, chimiokines et facteurs de croissances augmentés
dans I’humeur aqueuse parmi les uvéites idiopathiques par rapport aux contrbles (témoins
opérés de cataracte sans uvéite) (n= nombre de patients). Seuls les prélévements pour lesquels

tous les 29 médiateurs ont été dosés apparaissent, soit 75 uvéites idiopathiques).

Groupes
Contrdles =

Idiopathiques témoins sans uvéite
variable n=75 n=42 p*
IL-1b 0 [0-0,46] 0 [0-0,43] 0.27
IL-1ra 50,92 [0-126,9] 0,83 [0-61,69] 0.037
IL-2 0 [0-0] 0 [0-0] 0.42
IL-4 0 [0-0] 0 [0-0,4] 0.029
IL-5 0 [0-5,52] 0 [0-0] 0.0004
IL-6 81,73 [8,82-511,2] 6,64 [2,3-40,96] 0.020
IL-7 0 [0-18,72] 7,63 [1,89-33,11] 0.003
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IL-8 22,23 [2,12-87,86] 2,76 [1,62-6,36] 0.002
IL-9 2,85 [0-8,8] 0 [0-0,34] 0.002
IL-10 0 [0-10,18] 0,35 [0-2,16] 0.66
IL-12 11,13 [5,67-20,49] 3,3 [1,07-6,57] <0.0001
IL-13 0,46 [0-3,9] 0,1 [0-1,08] 0.20
IL-15 0 [0-0] 0 [0-8,56] 0.0006
IL-17 0 [0-0] 0 [0-0] 0.14
IL-21 0 [0-26,09] 0 [0-0] 0.12
IL-23 0 [0-4,92] 0 [0-0] 0.093
Eotaxin 6,29 [0-30,61] 0 [0-0] <0.0001
FGF-basic |0 [0-0] 0 [0-0] 0.29
G-CSF 9,98 [1,47-1133] 0,64 [0-1,89] <0.0001
GM-CSF 0 [0-0] 0 [0-0] 0.18
IFN-g 0 [0-0] 0 [0-0] 0.066
IP-10 4442 [462,8-17790] 284,7 [134,8-484,6]  |<0.0001
MCP-1 125,2 [46,24-315,8] 59 [4,11-95,26] 0.0008
MIP-1a 1,21 [0-2,66] 0 [0-0] 0.0002
PDGF-bb 0 [0-0] 1,69 [0-13,46] 0.010
MIP-1b 27,2 [11,16-47,61] 0 [0-7,88] <0.0001
RANTES 0 [0-0] 0 [0-0] 0.23
TNF-a 0 [0-6,3] 0 [0-0] 0.004
VEGF 79,19 [26,84-160,6] 0 [0-24,37] <0.0001

*Utilisation du test non paramétrique de Mann-Whitney pour la comparaison des dosages des

différentes cytokines entre les uvéites idiopathiques et les témoins (analyse biostatistique Mr M.

Boubaya, URC Avicenne, équipe Dr C. Bloch-Queyrat).

Nous trouvons quelques patients atteints d’uvéites idiopathiques avec des cytokines IL-1J,
IFN-y et IL-23 dans I’AqH ponctuellement augmentés par rapport au seuil chez les contrdles,

sans que leurs taux médians ne soit augmenté significativement par rapport a celui des

contréles (p=0,0856 et p=0,2690, respectivement).
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Figure 14. Médianes des concentrations d’IL-17 et d’IP-10 dans le sérum, augmentées chez
les patients avec une uvéite idiopathique (n=63) par rapport aux contréles (CTL) (n=47). ldem
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Figure 15. Médianes des concentrations d’IL-1f, IL-6, IFN-g et de TNF-a chez les contrdles
(CTL) dans le sérum (n=36) et chez les patients avec une uveite idiopathique (n=51) mais les
différences les 2 groupes ne sont pas significatives. Certains patients avec uvéites
idiopathiques ont ces cytokines augmentées dans les prélevements sériques. *=P<0,05 ;

**=P<0,01; ***=P<0,001.
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Figure 16. Médianes des concentrations intraoculaires d’IL-1,

g ©
&

IL1-Ra, IL-6, IL-8, IL-10,

IL-12, IL-17, G-CSF, IFN-g, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-18, RANTES, TNF-a, VEGF et

PDGF-BB chez les contréles (CTL) (n=36) et chez les patients avec une uvéite idiopathique

(n=51). Certains patients avec uvéites idiopathiques ont ces cytokines augmentées dans les

prélevements d’AqH. *=P<0,05 ; **=P<0,01; ***=P<0,001.
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* Figure 17. Heatmap sur les cytokines. Classification des cytokines parmi les uvéites

idiopathiques, en sélectionnant uniquement les uvéites significativement différentes de
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celles des témoins. La méthode utilisée est la classification hiérarchique non

supervisee apres avoir centré et réduit les donnees.

Nous avons trouveé, quatre sous-groupes d’uvéites idiopathiques par 1’analyse biostatistique de
classification hiérarchique non supervisée : le 1* groupe présente des valeurs de médiateurs
de I’inflammation assez faibles bien que significativement différentes de celles des témoins
2éme

(groupe rose, fig. 17); un groupe présente des valeurs de médiateurs modéremment

élevées (groupe vert, fig. 17); un 3°™ groupe, des valeurs modéremment élevées et les
facteurs IL-7, IL-15 et PDGF-BB proches de ceux des témoins contréles sans uveéite (groupe
bleu, fig. 17) ; et enfin, un 4°™ groupe présente des valeurs de médiateurs trés élevées (groupe
noir, fig. 17).

Trois patients ont été exclus de 1’analyse biostatistique (fig. 17) car ils avaient des valeurs de
cytokines trés élevées. lls étaient atteints d’uvéite idiopathique de type panuvéite (dont deux

étaient récidivantes).

e Discussion

Le tableau XI présente un récapitulatif des différents marqueurs biologiques retrouvés
dans les uvéites idiopathiques et les groupes de patients témoins positifs (atteints d’uvéites de

diverses étiologies) par rapport aux sujets contrdles.
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Tableau XI. Récapitulatif des résultats de cytokines, chimiokines et facteurs de

croissances augmentées par rapport aux contrbles parmi les uvéites idiopathiques et les

témoins positifs (uvéites infectieuses et non infectieuses) (n= nombre de patients).

sérum AgH Intérét
thérapeutique
uvéites infectieuses
syphilis 27 cytokines n=9 n=9
IP-10, G-CSF, MCP-1 (9) IP-10 (9)
IP-10 (3) IL-6, MCP-1 (8) antibiothérapie
11-1B, IL1-Ra, GM-CSF (2) IL-15, IL-17, éotaxine, IFN-y, * corticothérapie
IL-4, IL-5, IL-8, G-CSF, | PDGF-BB, TNF-a(3)
IFN-y(1) IL-1B, IL1-Ra, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-13,
G-CSF, MIP-1B, RANTES (2)
IL-2, IL-9, IL-12, IL-23, VEGF (1)
cytokines n=2 n=8
IL-21, IL-23
- IL-23 (1)
toxoplasmose 27 cytokines n=16 n=11
IL-2, GM-CSF (1) G-CSF, IFN-y, IP-10 (9)
éotaxine (7)
MCP-1 et TNF-a (5) anti-TNF-a
IL-8 (4)
IL-4 (3)
IL-1B, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, anti-1L-6
IL-13, MIP-1la, PDGF-BB, VEGF
)
IL-1Ra, IL-2, IL-17, RANTES, | anti-IL17 (protocoles
VEGF (1) de recherche)
cytokines n=14 n=3
IL-21, 1L-23
- IL-21 (1)
uveéites non infectieuses
sarcoidose 27 cytokines n=12 n=15
IL-18, IL-1Ra, IL-2, IL-6, | IP-10 (14) anti-1L1 et
éotaxine, MCP-1, éotaxine (7) anti-1L6
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G-CSF, GM-CSF, IP-10, | MIP-1a, (voir colonne sérum)
IFN-y, IL-8, G-CSF (6)
MIP-1b, TNF-a (1) TNF-o (4) anti-TNF-o
IFN-y (3)
IL-1B, IL-7, MIP-1b et PDGF-BB
2.4
IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-9, IL-13,
IL-15,
VEGF (1)
cytokines n=14 n=3
IL-21, 1L-23
Behget n=7 n=5
IL-1B (2) IP-10 (5) anti-IL-1
IL-6, IL-8, G-CSF, MCP-1 (4) (colonnes sérum
IL-1B, IL-1Ro, IL-7, IL-9, IL-12, | et AqH)
IL-13, éotaxine, IFN-y, MIP-1q,
PDGF-BB, TNF-a (3) anti- TNF-a
n=6 n=1
uvéites 27 cytokines n=63 n=51
idiopathiques
IL-7 (7) IL-12 (36) anti-1L-6 et
:::i[?al(l?_’?Z IL-4, IL-10, IL- :IE:?()(Z(S)Z) (colonnes sérum
aucs veer |\EERENNCEROS L
IL-15, G-CSF, IFN-y, MIP- | IL-13 (12),FGF-b (10), IL-17 (9) (colonne sérum)
la, MIP-1p, RANTES, :3LE-,1(%) MIP-1a, GM-CSF, PDGF-
TNF-a (1) IL-1Ra (5), MIP-1B, (7), RANTES
Eﬁ)z (4), IL-4, IFN-y (3), IL-1B (2),
IL-7 (1)
cytokines n=68 n=40
IL-21, 1L-23
IL-21 (38) IL-21, IL-23 (16)
IL-23 (6)
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Figure 18. Répartition des médiateurs en comparant les contrdles sans uvéite (T) versus
groupes de pathologies (uvéites idiopathiques, maladie de Behget, sarcoidose et
toxoplasmose) pour IL-6, TNF-a, IL-12 et IP-10 (4 médiateurs augmentés de maniére
significative dans les uvéites idiopathiques). Représentation des distributions des cytokines
(boxplots) en fonction des groupes de pathologies avec une correction des p-values avec la
méthode de Bonferroni (afin d’éviter I’inflation du risque alpha due aux comparaisons

multiples) (analyse Mr M. Boubaya, Dr C. Bloch-Queyrat, URC Avicenne).

Les uvéites humaines non infectieuses auto-immunes ou idiopathiques sont hétérogénes
en termes de présentations clinique. Il a été décrit que les patients souvent reconnaissent le
méme antigene rétinien, dont les 2 autoantigenes spécifiques des photorécepteurs qui
induisent des uvéites expérimentales auto-immunes, I’IRBP (interphotoreceptor retinoid-
binding protein) et 1’arréstine rétinienne (S-antigen) [154].

Nous avons trouve que seules les medianes des concentrations d’IL-17, d’IP-10 et d’IL-21
étaient augmentées dans le sérum des uvéites idiopathiques. L’IL-21 participe aux uvéites en
induisant la différentiation des Th17 et la production des Th17 [30]. La voie Th17 parait donc

prépondérante dans la majorité des uvéites idiopathiques d’aprés les analyses du sérum.
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Quelques patients avaient les médiateurs suivants augmentés dans le sérum ; IL-1B, IL-1Ra,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IFN-y, G-CSF, MIP-1a, MIP-1b, TNF-a,
RANTES, PDGF-BB ce qui montre que différents groupes cytokiniques et chimiokiniques
sériques hérétogeénes sont regroupes parmis les « uvéites idiopathiques ». 1l semblerait aussi
que certaines de ces uvéites idiopathiques soient associées a une inflammation systémique
concomitante active, de nature Th17, pour I’instant d’origine inconnue. Dans notre étude et en
concordance avec de précédentes études [28], [29], nous avons trouvé des taux augmentés
dans I’AgH des uvéites idiopathiques de diverses marqueurs inflammatoires en comparaison
avec les contréles. En particulier, les uvéites idiopathiques actives semblent associées a des
taux plus élevés des médiateurs suivant : IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IP-10, MIP-1aq,
MIP-1pB, MCP-1, G-CSF et TNF-a.

Nous trouvons comme dans d’autres publications, que certains patients avec uvéite
idiopathique ont des taux augmentés de TNF-a et d’IFN-y dans I’AqH. Les taux médians de
ces cytokines n’était toutefois augmenté dans notre étude que pour le TNF-a (figures 17, 18)
et 3 patients présentaient I’INF-y supérieur au seuil des contrdles. En effet, dans la littérature,
des taux significativement augmentés d’IFN-y ont été rapportés dans I’AqH de patients avec
uvéites antérieure chronique idiopathique et I’AqH de patients avec uvéite intermédiaire
idiopathique en association avec un taux de CD4+ augmenté dans les lymphocytes T de
I’humeur vitrée et dans la choroide (Chen et al., 2015 ; Muhaya 1998 ; Klok 1998) [87],
[155], [156]. Ces résultats sont controversés car dans une étude sur les uvéites intermédiaires
idiopathiques, le TNF-o était augmenté seulement dans le sérum et non dans I’AqH [28].
Nous montrons ici que les 15 patients avec une uvéite idiopathique et un taux de TNF-a
augmenté dans I’AqH, présentaient soit une uvéite intermédiaire, une uvéite postérieure ou
une panuvéite qu’elles s’accompagnent de vascularite, hyalite, cedéme maculaire ou papillaire
ou non. Le TNF-a, cytokine proinflammatoire est importante pour I’induction et la
maintenance de I’inflammation dans les réactions auto-immunes et elle est libérée par les
macrophages et les lymphocytes T pendant la réponse inflammatoire, elle influence
I’activation de leucocytes et ’infiltration par hyperrégulation des molécules d’adhésion et
’activation des macrophage et conduit la réponse lymphocytaire Th1 dans les tissus [81].

L’IL-12 était la cytokine retrouvée augmentée chez le plus grand nombre de patients
avec uvéite idiopathique et son taux médian était également élevé dans I’AqH par rapport aux
controles (fig 18). Cette cytokine stimule la production d'IFN-y et est inductrice de

différenciation en cellules Thl. Ce résultat portant sur 1’IL-12 confirme le mécanisme
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immunitaire Thl préponderant des uvéites chez I’homme [157] qui avait été initialement
retrouvé dans les uvéites auto-immunes expérimentales chez 1’animal.

L’IL-6 était également augmentée (taux médian augmenté) dans ’AqH des uvéites
idiopathiques que nous avons prelevés par rapport aux controles (fig 18), ce qui confirme de
précédentes études portant sur les uveites idiopathiques mais dans les formes « uvéites
antérieures » alors que nous nous sommes limités aux formes d’uvéites plus graves de type
intermédiaire et postérieure [29], [155], [158]. C’est une cytokine impliquée dans la
différenciation des cellules Th17 en régulant la balance entre les lymphocytes Th17 et Treg et
qui intervient également dans la suppression de la différenciation Th1l [159]. Des biothérapies
sélectives ciblant la régulation de I’IL-6 comme le sarilumab (Regeneron Pharmaceuticals,
Tarrytown, NY, USA) qui est un anticorps monoclonal anti récepteur de I’'IL-6 a été en phase
III d’essais cliniques (étude SATURNE) et le tocilizumab (STOP-Uveitis) dans ['uvéite
intermédiaire, postérieure non infectieuse et celle associ¢ a 1’arthrite juvénile idiopathique.
Définir par des dosages de médiateurs dans les liquides biologiques des patients les candidats
a ces biothérapies serait un axe d’étude prometteur.

Nous avons trouvé le taux médian d’IP-10 augmenté dans les prélevements d’AqH de
patients avec uvéites idiopathique. En examinant les caractéristiques cliniques des 31
prélevements d’AqH issus d’uvéites idiopathiques qui présentaient des taux d’IP-10
supérieurs au seuil des contrdles, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre la forme
clinique d’uvéite. En effet ceux-ci présentaient soit une panuvéite, une uvéite intermédiaire ou
postérieure avec la présence d’inflammation dans I’humeur aqueuse et vitrée, de vascularite,
ou d’cedéme maculaire cystoide ou papillaire.

L’expression d’IP-10 peut étre accrue dans une large variété de cellules, incluant les cellules
endothéliales, les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules mésangiales, les astrocytes, les
monocytes et neutrophiles par stimulation de I’'I[FN-a, IFN-f, I’'I[FN-y, du LPS et dans les
lymphocytes T par activation antigenique [146], [147].

L’IP-10 est également exprimé dans beaucoup de pathologies humaines médiées par le Thl
dont le psoriasis, la SEP, I’arthrite rhumatoide et les maladies chroniques inflammatoires
intestinales. D’ailleurs des taux augmentés ont été retrouvé dans le LCR de patients avec
méningites virales et SEP et dans d’autres liquides biologiques tels que le liquide broncho-
alvéolaire des patients avec sarcoidose pulmonaire et dans le serum des patients avec hépatite
chronique. Dans ces pathologies, les taux d’IP-10 sont corrélés a Dinfiltration par les

lymphocytes T suggérant que I’TP-10 joue un rdle dans le recrutement des lymphocytes T au
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site de D’inflammation [148]-[150]. L’IP-10 est relieé aux structurellement et
fonctionnellement aux monokines induites par I'IFN-y (et a I’'IFN-inducible T cell o
chimioattractant qui dirigent la migration et stimulent 1’adhésion des lymphocytes T activés et
des cellules NK en se liant et en activant un récepteur couplé a la protéine G, le CXCR3. Le
CXCR3 est exprimé sur les lymphocytes T activés, préférentiellement du phénotype Thl et
sur les cellules NK et sur une partie des lymphocytes T CD4+ et CD8+ circulants [160],
[161].Chez la souris infectée par T. gondii, il a été montré que la neutralisation de 1’IP-10
inhibe D’infiltration des lymphocytes T dans les tissus infectés et empéche les fonctions
spécifiques dirigées vers les antigenes des lymphocytes effecteurs [138].

L’IL-17, cytokine que nous avons trouvé augmentée dans 19% des prélevements
d’AqH (10 des 51 prélévements) stimule I’expression des cellules exprimant le récepteur a
I’IL-17, qui en retour vont induire la sécrétion d’IL-6, 1L-8, MCP-1 et de G-CSF entrainant
une inflammation chronique avec des infiltrats monocytaires et macrophagiques [162]
(Tableau VI1I). Ce processus est confirmé dans notre études des uveites idiopathiques car les
taux médians d’IL-6, de MCP-1 et de G-CSF étaient augmentés dans les AgH.Nous
confirmons donc 1’augmentation de MCP-1 dans ’AqH des uvéites actives idiopathiques de
toutes formes cliniques (avec ou sans vascularites, avec ou sans uvéite antérieure associées),
comme cela a été montré précédemment dans les uvéites intermédiaires [28]. Contrairement a
cette précédente étude, nous n’avons trouvé RANTES augmenté que chez 4 patients. Le
groupe de patients avec des taux d’IL-17 augmenté dans I’AqH présentaient une uvéite
intermédiaire de type panuvéite et uvéite postérieure, dont un cas de choroidite multifocale.

Nous avons confirmé le taux médian d’IL-8 augmenté parmi les prélevements d’AqH
des uvéites idiopathiques comme 1’ont décrit de précédentes études portant sur les uvéites
intermédiaires idiopathiques [28]. Quinze patients présentaient des taux d’IL-8 supérieurs aux
seuils des contrdles sans qu’une corrélation avec la forme clinique d’uvéite ne soit mise en
évidence. En effet ceux-ci présentaient soit une panuvéite, une uvéite intermédiaire ou
postérieure avec la présence d’inflammation dans 1’humeur aqueuse et vitrée, de vascularite
ou d’cedeme maculaire cystoide. Dans la littérature, les uvéites associées a des oedemes
maculaires présentent les 2 médiateurs IL-6 et IL-8 augmentés dans 1’AqH [28]. Nous
n’avons retrouvé cette association que chez 1 des 3 patients avec cedéme maculaire dans notre
étude (autres cas d’cedéme maculaire en cours d’analyse cytokinique).

Plus spécialement, 1I’'IL-8 est connu pour étre impliqué dans 1’activation des neutrophiles et

dans la migration des leucocytes. De plus, il induit la différenciation des cellules mononuclées
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en granulocytes infiltrants, et 1’adhésion des leucocytes du sang périphérique aux cellules
endothéliales. Des taux élevés ont été retrouvé dans les uvéites idiopathiques mais également
dans le Behget. Dans cette derniére pathologie, les liens avec le score d’activité de la maladie
sont controverses. Pour certains, un taux élevé d’IL-8 serait retrouvé dans les atteintes
cutanées, oculaires et les ulcéres oraux ; ceci en lien avec la capacité de I’IL-8 a attirer les
cellules polymorphonucléaires dans les Iésions et a son rdle dans la réponse inflammatoire
[163], [164].

Une précédente étude avait montré que les taux d’IL-10, n’étaient pas différents de ceux des
contréles [29]. Nous retrouvons toutefois 10 prélevements d’AqH avec des taux d’IL-10
augmentés (19% des prélevements) mais toutefois inférieurs a ceux de 1’IL-6 ce qui exclut le
diagnostic différentiel avec le lymphome chez ces patients. Van Kooij et al., ont montré que
les uvéites actives et les uvéites infectieuses ont des taux d’IL-10 plus élevés que les contrbles
[63]. L’IL-10 régule la différenciation et la prolifération des lymphocytes B et T, des CPA et
des granulocytes. Il contréle les processus inflammatoires en supprimant 1’expression des
cytokines proinflammatoires comme le TNF-a, IFN-y et I’ IL-1 [165].

Une étude précédente avait montré une corrélation positive entre les différences cytokines,
chimiokines augmentées (IL-6, IL-8, MCP-1, et IFN-y), dans I’AgH de patients avec uvéite
idiopathique [29]. En effet, la majorité de nos patients avec uvéite idiopathique ont une
association de plusieurs de ces cytokines/ chimiokines augmentées dans les AgH.

Nous n’avons montré une augmentation de I’IL-1B dans I’AqH des uvéites idiopathiques que
chez 3 des 51 prélevements dosés; cette derniére cytokine agit comme un signal local
d’amplification local dans les processus pathologiques associés aux inflammations chroniques
comme cela a été montré précédemment dans le vitré des patients avec panuvéite idiopathique
[166].

Nous n’avons trouvé d’augmentation d’IL-2 dans ’AqH que chez 2 des prélévements issus
d’uvéites idiopathiques de notre étude. Cependant I’IL-2 avait été retrouvé précédemment
augmenté dans les choroide et ’AqH des patients avec uvéite idiopathique et les sérums
étaient corrélés positivement aux taux d’AqH avec une augmentation de 1’expression de la
chaine du récepteur a 1’IL-2 dans les lymphocytes T CD4+ du sang périphérique [167]. Nous
n’expliquons pas le fait de ne trouver que peu d’IL-2 dans la plupart des prélévements d’AqH
des uvéites idiopathiques de notre étude.

Nous avons trouvé G-CSF augmenté dans I’AqH des patients avec uvéites idiopathiques. Des

¢tudes ont montré des taux augmenté dans les maladies inflammatoires dont 1’arthrite

163



Errera Marie-Héléne — Thése de doctorat — Année 2015-2016

rhumatoide (liquide synovial, sérum) et entre autres dans la maladie de Kawasaki et corrélés a
la sevérite de la maladie [168]. L’administration de G-CSF augmente le nombre de
neutrophiles sanguins et le G-CSF endogéne est important pour la granulopoiése basale.
L’infiltration des tissus cibles par les neutrophiles est caractéristique des maladies
inflammatoires et les polynucléaires neutrophiles constituent la majorité de la population
leucocytaire retrouvée dans les articulations enflammées dans 1’arthrite rhumatoide et
I’arthrite induite par le collagéne [169]. Certains effets bénéfiques des thérapeutiques utilisées
dans I’arthrite rhumatoide comme le méthotrexate et les anti-TNF seraient dus a la baisse du
recrutement des neutrophiles ou a une diminution de leur fonction [170]. La migration des
neutrophiles dans les tissus est une étape clé pendant I’inflammation et repose sur des
molécules d’adhésion exprimées par les neutrophiles et les cellules endothéliales [171]. Le G-
CSF augmente 1’expression du ligand E-sélectine dans les cellules myéloides qui initie la
progression des neutrophiles le long de I’endothélium résultant en une adhésion solide puis
une migration dans les tissus [172]. Le role de G-CSF comme régulateur de la production des
neutrophiles a été récemment mis en évidence dans les modéles murins d’uvéite
expérimentale auto-immune. La sévérité de 1’uvéite était trés réduite chez les souris
déficientes en G-CSF et chez celles traitées par les anticorps monoclonaux anti- G-CSF. Les
réponses des lymphocytes T antigénes-spécifiques étaient maintenues mais la différenciation
des types lymphocytaires pathogenes Th17 était réduite dans les cas ou G-CSF était déficient.
Goldberg et al. ont montré que G-CSF contrdle les infiltrats de neutrophiles dans 1’oeil par
modulant I’expression des récepteurs aux chimiokines C-X-C 2 et 4 sur les neutrophiles du
sang périphérique, ainsi que la polymérisation de 1’actine et leur migration [144].

Le degré¢ d’inflammation, de tyndall de segment antérieur, n’était pas corrélé a
I’expression augmentée dans 1’AqH des cytokines, chimiokines et facteur de croissances.
Cependant, I’'un des patients présentait un hypopion (inflammation intraoculaire majeure) et
20 des 27 cytokines testées étaient ¢levées dans ce prélevement d’AqH.

Nous avons analysé le prélevement sérique et d’AqH d’un patient avec choroidite
ponctuée interne idiopathique. Aucune cytokine, chimiokine ou facteur de croissance n’était
augmenté par rapport aux valeurs seuils des contrdles dans I’AqH et le sérum.

Nous avons analys¢ le prélévement sérique et d’AqH d’un patient avec choroidite
serpigineuse idiopathique. Seul le VEGF était augmenté par rapport aux valeurs seuils des
contrdles dans I’AgH et aucun médiateur ou facteur de croissance n’a été retrouvé augmenté

dans le sérum.
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Nous trouvons donc que les profils des cytokines, chimiokines et facteurs de
croissance dans les uvéites idiopathiques sont trés variables, indépendamment des aspects
cliniques des uvéites. Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre la présence de :
vascularite, cedéme papillaire, hyalite, cedéme maculaire et tel médiateur de 1’inflammation
dans I’AqH.

Ces mécanismes inflammatoires font intervenir I’immunité Th17 au niveau général car
les cytokines IL-17 et IL-21 ont été retrouvées augmentées dans le sérum et Thl au niveau
intraoculaire, comme [’atteste la présence d’IFN-y dans 1’AqH. Ces résultats peuvent avoir
une implication dans la pathogenése et la prise en charge de ces pathologies pour I’instant mal
connues et soignées par des thérapeutiques instaurées de facon empirique sans protocoles
thérapeutiques validés. Nous avons pour but d’étudier secondairement les thérapeutiques
utilisées chez les patients ayant eu un prélévement sérique et d’AqH afin d’évaluer 1’évolution
de la maladie selon le traitement et les thérapeutiques efficaces en fonction des profils des
médiateurs trouvés initialement dans les liquides biologiques. Certaines pathologies pour
I’instant d’étiologie et de pathophysiologie inconnue comme la choroidite ponctuée interne et
la choroidite serpigineuse n’ont pas montré la présence de médiateur inflammatoire dans les

liquides biologiques prélévés.
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Points forts dans les dosages biologiques des mediateurs de
Uinflammation dans les uvéites idiopathiques comparées aux uvéites de la
maladie de Behget, sarcoidose, toxoplasmose et syphilis.

» Les médianes des concentrations d’IL-1pB, IL-1Ra, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, G-
CSF, MIP-1a et de MIP-1p sont augmentées dans toutes ces pathologies.

» Pour les uvéites idiopathiques, la médiane des concentrations était augmentée dans le
sérum pour I’IL-17, IP-10 et IL-21, soit la voie Thl7 prépondérante dans ces
pathologies. La médiane des concentrations était augmentée dans 1’AqH pour I’TFN-y
et I’IL-12, soit la voie Th1, IL-17, soit la voie Th17.

» D’autres médiateurs pro-inflammatoires non spécifiques (IL-6, IP-10, MCP-1, MIP-1a
et MIP-1B et TNF-a) et anti-inflammatoires (IL-1Ra) étaient augmentés dans les
uveéites idiopathiques.

» La médiane des concentrations était augmentée : 1I’IL-10 dans la syphilis ; I’'TL-12
(Th1) dans la sarcoidose et les uvéites idiopathiques; I’'IL-17 (Th17) dans la syphilis,
la maladie de Behcet et les uvéites idiopathiques ; RANTES dans la maladie de Behget
seulement ; le VEGF dans la syphilis et les uvéites idiopathiques (Fig 11).

» Mais les uvéites idiopathiques sont un groupe hétérogéne comme le montre la
diversité des cytokines et chimiokines augmentées de facon isolée selon les patients.

» Le tableau ci-dessous résume les cytokines retrouvées dans les liquides biologiques
(sérum et AgH) des uvéites idiopathiques et les outils thérapeutiques qui seraient a

utiliser (inhibiteurs des cytokines).
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Concentrations

médianes des
médiateurs augmentés
dans le sérum et ’AgH
des uvéites

idiopathiques :

Physiopathologie

intérét thérapeutique

sérum: IL-17, [IL-21

(Th17), IP-10

AQH :

IL-12  (Thl), IL-17
(Th17), pro-

inflammatoires (1L-6,
IL-8, TNF-0), anti-
inflammatoires (IL-
1Ra), autres: IP-10, G-
CSF, MCP-1, MIP-1 a et
B et VEGF

Thl (Th12), Th17 (IL-17, IL-21)
cytokines proinflammatoires (I1L-6,
IL-8)

I'P-10 stimule la migration des
monocytes et des lymphocytes T
vers les tissus inflammatoires,

une hyperexpression de MCP-1
entraine une infiltration localisée
de monocytes / macrophages dans
I’endothélium  des  vaisseaux.
MCP-1 a été impliqué, entre
autres, dans la formation des
thrombus: explication du
phénomeéne d’ischémie rétinienne
dans les vascularites ischémiques?
VEGF.

anti-1L6, anti-TNF-a
anti-VEGF

anti-IP-10 et MCP-1?
(recherche)
anti-G-CSF (recherche)
[144]

> 30% des AqH ont les médiateurs suivants augmentés

dans les uvéites:

IL-12 (Th1), pro-inflammatoires (IL-6), anti-inflammatoires (IL-10: Th2), et IL5,

uvéites idiopathiques:

autres: IP-10, G-CSF, MCP-1 et VEGF.
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V-7.2. PROFILS CYTOKINIQUES DANS UNE COHORTE D’UVEITES
IDIOPATHIQUES ET CORRELATION AVEC LEUR ASPECT EN
OPTIQUE ADAPTATIVE.

e Objectifs

Nous avons comparé les résultats des cytokines/ chimiokines/ facteurs de croissance
aux observations faites en FIOA au niveau des vaisseaux rétiniens chez 10 patients (12 yeux)

avec une uvéite idiopathique.

e Résultats

Tableau XI : Résultats comparés entre les médiateurs présents dans les sérums (cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance) et AqH des patients avec uvéite idiopathique et les

résultats de leur examen en FIOA.

n° uveite idiopathigue
patient
AgH sérum aspect en FIOA
4 (17 cytokines NR), IL-21 neg, 1L-23 neg neg E + veines et
artéres
5 IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a IL-7 sans anomalie
6 neg neg R+ artéres
7 IL-12, IP-10, MCP-1, VEFG (IL-21, IL-23 NR) NR R+ veines
8 IL-12, IP-10, MCP-1, VEFG (IL-21, IL-23 NR) E + R veines et
artéres
9 IP-10 (IL-21, IL-23 NR) neg E + R veines
10 IL-1B, IL1-Ra, IL-4, IL-5, IL6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-17, | neg E + wveines et
MCP-1, MIP-1a et B, IFN-y, G-CSF, GM-CSF, PDGF-BB ; TNF- arteres
o, VEGF (IL-21, IL-23 NR)
11 IP-10 (IL-21, IL-23 NR) IL-1B, IL-5 | R+ veines
12 IL-23, (autres 17 cytokines NR) PDGF-BB | R+ artéres
13 cytokines NR (IL-21, IL-23 NR) neg E+ veines et arteres

NR : non renseigné.
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e Conclusion

Le tableau VIII montre les résultats des cytokines en fonction de 1’imagerie adaptative des
vaisseaux rétiniens dans 1’uvéite idiopathique. Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre la
présence d’une vascularite veineuse et artérielle, la présence de rétrécissements vasculaires en
FIOA et la présence de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance dans I’AqH ou le
sérum. Différents profils cytokiniques/ chimiokiniques dans I’ AqH étaient retrouvés selon les
patients : le profil Thl (IL-12, £ IFN-y) dans 3 cas, le profil Th17 (IL-17, IL-21, IL-23) dans
3 cas, des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL6, IL-8, TNF-a) dans 2 cas. L’IP-10 était
corrélé a linfiltration par les lymphocytes T au site de I’inflammation [148]-[150] et ce
médiateur était augmenté dans 5 cas. Une hyperexpression de MCP-1 dans 4 cas était
retrouvée, ce qui entraine une infitration localisée de monocytes/ macrophages dans
I’endothélium des vaisseaux.

Le G-CSF augmente le nombre de neutrophiles in vivo et module les fonctions des
neutrophils, de plus, il induit une production de cytokines comme le TNF-a. Nous 1’avons
trouvé augmenté dans un cas. Le VEGF, facteur de croissance de I’angiogenése rétinienne
était retrouvé dans 3 cas avec engainements et rétrécissements vasculaires en lien avec un
risque d’ischémie rétinienne trés certainement.

Concernant I’intérét clinique potentiel des cytokines retrouvées dans les AqH des patients et
responsables d’inflammations vasculaires visibles en FIOA, nous avons trouvé I’'IL-1, I’IL-6

et le TNF-a dans un cas d’uvéite idiopathique et le VEGF dans 2 autres cas (tableau 1X).

169



Errera Marie-Héléne — Thése de doctorat — Année 2015-2016

Tableau XII: Cytokines dans les uvéites idiopathiques, maladie de Behget, sarcoidose et

toxoplasmose et signes cliniques observes en optique adaptative.

cytokine | source Roéle dans les wuvéites | Intérét Clinique et | Nos obervations :
expérimentales auto- | thérapeutique pour | dosage  decytokines
immunes les uvéites corrélé avec aspect en
FIOA

IFN-y Mo, T (Thi), | Pathogéne [173] protecteur & | Elevé dans 1’AqH de | Elevé dans I’AqH:
NK un stade initial [174] BD, VKH [55] opacité péri vasculaire
(Behget et
toxoplasmose oculaire,
1 cas d’uvéite
idiopathique) et
rétrécissement artériel

(toxoplasmose)
IL-1B Mo, M®, T Proinflammatoire [175], | anti-IL-13  Ab  ou | Elevé dans I’AqH:
induction de Th17 anakinra dans le Behget | opacité périvasculaire
[176] (toxoplasmose, 1 cas
d’uvéite idiopathique)
Elevé dans le sérum:
rétrécissement artériel
(1 cas dans le Behget)
IL-6 Mo, M®, T, | Proinflammatoire, induction | Augmenté dans le | Elevé dans I’AqH:
endothelial de Th17 [158] sérum, ’AqH et le vitré | opacité périvasculaire+

[86]. Anti-IL86. rétrécissement
vasculaire (Behcet,
sarcoidose oculaire
sans anomalie
vasculaire et 1 cas
d’uvéite idiopathique)
IL-10 M®, T (Th2, | Protecteur [177] Elevé dans le sérum et | Elevé dans 1’AqH:
Treg), B I’AgH [55] opacité périvasculaire
(Behcet et 1 cas
d’uvéite idiopathique)
IL-12 Mo, DC Induction de Thil, requite | Taux diminué dans le | Elevé dans I’AqH:
pour I’induction des uvéites | sérum dans le BD | opacité périvasculaire
expérimentales, mais | [178] (Behget, 2 cas d’uvéite
protecteur si administration idiopathique) et
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précoce [56]

rétrécissement
vasculaire (1  cas

d’uvéite idiopathique)

IL-17A | T CD4+, | Proinflammatoires : arthrite | anti-IL17 Elevé dans I’AqH:
quelques CD8+ | rhumatoide, encéphalite | (secukinumab, opacité vasculaire (1
et lymphocytes | expérimentale auto-immune, | ixekinumab, cas d'uvéite
T v8, M® LED, psoriasis, Crohn, | SCH900117 etc...), | idiopathique)

SPA... anti-IL-17RA :  essais
cliniques [143]
TNF-a T, Mo Proinflammatoire, pathogéne | Elevé dans le sérum | Elevé dans I’AqH :
[179] dans le BD [180], anti- | opacité périvasculaire
TNF-a [181] (Behcet et 1 cas
d’uvéite idiopathique)
VEGF Proangiogenése, rupture Elevé dans I’AqH:

barriere hématorétinienne

opacité vasculaire +
rétrécissement
vasculaire (2  cas
d’uvéites

idiopathiques)

AgH, aqueous humor; BD, Behcet's disease; VKH, Vogt-Koyanagi-Harada disease; N/A,

information not available; DC, dendritic cells; NKT, natural killer T cells; PBMC, peripheral

blood mononuclear cells; SPA : spondylarthrite ankylosante, LED : lupus erythemateux

disséminé ; EAE : encéphalite expérimentale auto-immune.

Points forts dans les comparaisons médiateurs biologiques et aspects
vasculaires en FIOA dans les uvéites idiopathiques
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» Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre la présence d’une vascularite veineuse et

artérielle ainsi que la présence de rétrécissements vasculaires en FIOA et la présence des
médiateurs de I’inflammation dans I’AqH ou le sérum.
Différents profils cytokiniques/ chimiokiniques inflammatoires dans I’AqH étaient retrouvés:
le profil Thl (IL-12, £ IFN-y) chez 3 patients, le profil Th17 (IL-17, IL-21, IL-23) chez 2
patients, des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL6, IL-8, TNF-a) chez 1 cas, les
médiateurs IP-10, MCP-1 , G-CSF et le facteur de croissance VEGF. Se lon les patients, les
prélévements biologiques permettraient de cibler les médiateurs inflammatoires IL-1, IL-6,
TNF-a et les facteurs de croissance tels que le VEGF (anti-IL1, anti-1L-6, anti- TNF-a, anti-
VEGF, anti-1L17).

Médianes  des  concentrations  des | Physiopathologie

médiateurs augmentés dans les liquides Intérét thérapeutique
biologiques

uvéites idiopathiques avec atteinte anti-IL1, anti-1L6, anti-
vasculaire en FIOA : Thl, Thl7 TNF-a

Sérum : pro-inflammatoires IL-1B, IL-5, | + cytokines pro-inflammatoires : | anti-VEGF

IL-7, PDGF-BB IL-1B, IL-6, IP-10, MCP-1 essais cliniques: anti-
AgH : Thl (IFN-y, 1L-12), Th17 (IL-17, IL17 (secukinumab,
IL-23), pro-inflammatoires: IL-1p, IL-4, ixekinumab, SCH900117
IL-6, IL-8, IL-9 (Th9), IP-10, MCP-1, etc...), anti-1L-17RA
MIP-1a et B, G-CSF, GM-CSF, anti- [143]

inflammatoires (IL1-Ra, IL-10), IFN-y,
facteurs de croissance: VEGF, PDGF-BB

Hyperexpression  d'IP-10  aprés | intérét d’anti-1P10, anti-
stimulation d'IFN-y. L'IP-10 I'IP-10 | MCP-1 & définir para
stimule la migration des | des protocoles de
lymphocytes T wvers les tissus | recherche.
inflammatoires périphériques.

Une hyperexpression de MCP-1
entraine une infitration localisée
de monocytes/ macrophages dans
I’endothélium des vaisseaux.
formation des thrombus.

VI. DISCUSSION GENERALE

Nous savons peu de choses sur les mécanismes immunitaires intervenant dans les
uvéites, les études sur le sujet sont limitées par la difficulté d’obtenir des préléevements

histologiques de 1’ceil enflammé chez I’homme ; les modeles animaux permettent d’explorer
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les méchanismes in vivo mais ne sont que rarement pertinents. Grace aux préelevements
d’AgH nous avons accés directement au compartiment intraoculaire et le dosage des
médiateurs de I’inflammation permet 1’analyse de cette inflammation au site d’activité.

Des études chez la souris montrent que des cellules effectrices Thl et Th17 peuvent induire
de facon indépendante des altérations tissulaires dans les modeles d’uvéites [33]. Ces 2 types
cellulaires produisent et induisent la production de la cytokine proinflammatoire TNF-a qui
est I’'une des cytokines principales intervenant dans les mécanismes immunitaires des uveites.
L’ceil est relativement protégé du systéme immunitaire par la barriére hématorétinienne, par
I’environnement inhibiteur immunitaire et les mécanismes actifs de tolérance faisant
intervenir les lymphocytes T CD4+ (Treg) [34]. Des cellules résidentes rétiniennes, comme
les cellules gliales de Miiller et de [1’épithélium pigmentaire contribuent a ce
microenvironnement par I’expression de cytokines constitutives comme le TNF-a et les
cytokines contre-régulatrices comme IL-10 (effet contradictoire). Le taux de ces cytokines
détermine leur diverses susceptibilité a induire une uvéite [182]-[185].

L’IL-10 augmente I’induction des cellules dendritiques productrices d’IL-10, des cellules
Treg, et des macrophages ce qui permet un état de tolérance et de résolution de
I’inflammation, tandis que le TNF-a est important pendant la phase effectrice de la maladie
par ses fonctions sur les cellules T effectrices, la prolifération et I’activation des macrophages
quand la spécificité antigénique est moins importante et que I’inflammation est plus médiée
par les cytokines [34].

De plus la déplétion des populations de Treg CD4+CD25+ augmente la susceptibilité aux
uvéites chez les souris naives ; des lymphocytes Treg CD+CD25"" aux fonctions altérées ont
été retrouvés dans des formes d’uvéites chez ’homme [186], [187]. Ainsi la fonction des
lymphocytes Treg pourrait influencer la susceptibilité a développer une uvéite comme ceci est
le cas dans les autres maladies immunologiques dont la SEP ou I’arthrite rhumatoide.
L’influence de ces cytokines sur la sévérité de ces maladies a clairement été démontrée par les
effets de leur neutralisation : antagoniser I’action du TNF-a par des anticorps monoclonaux
ou la protéine de fusion du TNF receptor 1, réduit les altérations structurelles sur la rétine
chez les souris et I’homme [47], [188]. Au contraire, la neutralisation de 1’'TL-10 endogéne
exacerbe I’inflammation tandis que les traitement avec 1’IL-10 ou I’hyperexpression du géne
de I’IL-10 entraine une guerison de la maladie chez la souris [189], [190]

Il semblerait donc que les différences entre I’expression des taux de TNF-a et d’IL-10, de

facon constitutionelle et en réponse a une aggression pathogénique pourrait influencer la
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susceptibilité et la sevérité des uvéites. Une eétude a montré une relation significative entre les
uvéites et 3 locus IL-10: htSNP2(-2849), htSNP5, and htSNP6. Atan et al., ont émis
I’hypothése que le polymorphisme d’IL-10, associé & une susceptibilité augmentée aux
uveéites pertube les mécanismes qui normalement maintiennent la tolérance aux antigenes
rétiniens, tandis que les variants génétiques de TNFA influencent plus la sévérité des uveites
par leur influence sur les étapes effectrices de la maladie [53].

Drailleurs, I’hypothése d’une susceptibilité aux uvéites provenantde déterminants génétiques
comme dans d’autres maladies immunologiques a été d’abord suggérée de par leur mode de
transmission héréditaires dans certaines familles [191], [192].

Nous avons trouvé que les spectres des cytokines/ chimiokines observés dans I’AqH
sont variables et différent selon la cause de 1’inflammation intraoculaire. Les médiateurs que
nous avons trouvé associes aux inflammations intraoculaires quelque soit 1’étiologie de
I’uvéite sont I’IL-6, I’IP-10, le MCP-1, I’IL-8 levels et le G-CSF (tableau VII récapitulatif).
Nous avons observé dans les uvéites idiopathiques une réponse pro-inflammatoire large avec
des concentrations augmentées de cytokines de type Thl (IFNy), dont I’'TL-12 (stimule la
production d'IFN-y et inducteur de différenciation en cellules Thl) et Th17 (IL-17 et 1L-21)
mais d’autres également : TNF-a, IL-6, MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, G-CSF, d’IP-10 et du
facteur de croissance VEGF. Ces médiateurs semblent jouer un réle primordial dans la
régulation de la pathogénicité de 1’uvéite idiopathique mais les profils sont tres variables a
Iintérieur de ce groupe d’uvéites qui restent hétérogenes. Chez ces patients avec uvéite
idiopathique, les concentrations sériques en cytokines/ chimiokines testées différaient de
celles des contrdles par les taux d’IL-17, IL-21 et IP-10 augmentés ce qui implique un
mécanisme inflammatoire systémique pour certaines de ces uvéites et non strictement localisé
a I’ceil comme la clinique le laisserait penser. Nous confirmons donc ici les études réalisées
chez les animaux dans les uvéites auto-immunes experimentales qui présentent également un
profil cytokinique de type Thl.

L’analyse biostatistique (par classification hiérarchique non supervisée) dans notre étude a
permis de montrer que différents sous-groupes d’uvéites idiopathiques de dessinent par la
nature des médiateurs de l’inflammation augmentés dans leur humeur aqueuse et par
I’intensité de I’augmentation de ces médiateurs:

un 1% groupe présente des valeurs de médiateurs de I’inflammation assez faibles bien que
significativement différentes de celles des témoins; un 2°™ groupe présente des valeurs de

médiateurs modéremment élevées ; un 3°™ groupe, des valeurs modéremment élevées et les
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facteurs IL-7, IL-15 et PDGF-BB proches de ceux des témoins contréles sans uveite; et enfin,
un 4°™ groupe présente des valeurs de médiateurs trés élevées. Pour rappel, nous avons
trouvé dans la présente étude que les médiateurs IL-7, IL-15 et PDGF-BB étaient plus élevés
chez les témoins contrbles sans uvéites que chez les uvéites idiopathiques. Nous n’expliquons
pas ces résultats. Toutefois, le fait que ces quatre groupes de patients se distinguent par la
nature des cytokines augmentées dans leur humeur aqueuse représente un résultat majeur car
il s’agit la premiére évidence de I’existence de pathologies différentes regroupées sous la
méme appelation « uvéites idiopathiques ». Les médiateurs inflammatoires impliqués sont
différents. Ceci correspond peut-étre a des voies meécanistiques immunologiques
distinctes. Les thérapeutiques doivent donc cibler chaque sous-groupe de patients et les études
sur les uvéites idiopathiques, doivent prendre en compte leurs similitudes en termes de
médiateurs immunologiques a doser dans les liquides biologiques.

De précédentes etudes peuvent aider a 1’explication physiopathologique des médiateurs de
I’inflammation que nous avons observés. En effet il a été montré une altération dans la liaison
du répresseur dans la région du géne promoteur TNF. Une production accrue d’IFN-y suite a
ce polymorphisme a été retrouvée plus fréquemment dans les uvéites idiopathiques
intermédiaires. Il est donc possible que nos résultats retrouvant des profils cytokiniques
différents dans les uvéites idiopathiques refletent des polymorphismes différents dans les
génes impliqués dans la réponse inflammatoire [193], [194].

Nous savons que pour la sarcoidose, interviennent des polymorphismes de 1’antigéne 4
des lymphocytes T cytotoxiques, qui effectue I’activation des lymphocytes T et la sécrétion
des cytokines. Ces polymorphismes ont été associés avec des manifestations de la maladieau
niveau de divers organes telle que la sarcoidose oculaire. Le gene du TNF-a et le
polymorphisme pour les cytokines IL-11 et les CC récepteurs aux chimiokines, CCR2 et
CCR3 ont été identifiés. Nos résultats pourraient refléter ces polymorphismes par la nature
des cytokines et chimiokines retrouvées et la susceptibilité a la maladie [195]-[198]. Nous
avons trouvé une réponse inflammatoire majoritairement Thl (IL-12) dans la sarcoidose avec
des cytokines cytokines pro-inflammatoires : IL-1p, IL-6, TNF-a, IP-10, MCP-1, MIP-1a et 3
et le G-CSF. Cette réponse est proche de celle de la maladie de Behget qui comprend en plus
une réponse Th17 (IL-17) et d’autres cytokines anti-inflammatoires telles que RANTES, IL-8.
Nos résultats permettraient également de diriger le traitement vers une cible cytokinique/
chimiokinique tels que I’IL-6, le TNF-a et le IL-1B. Les traitements par biothérapie utilisés

actuellement en ophtalmologie sont par exemple le tocilizumab (anti-IL6), qui empéche la
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liaison de I’IL-6 a ses récepteurs solubles et membranaires et donc antagonise son action. Des
études ont montré son intérét dans les uvéites réfractaires aux anti-TNF telles que les uvéites
idiopathiques, la choriorétinopathie de « birdshot », la maladie de Behget et I’arthrite juvénile
idiopathique [199], [200]. Il y a plusieurs types d’anti-TNF, ceux utilisés dans les uveites sont
des anticorps monoclonaux (adalimumab, infliximab) avec comme mécanisme d’action de
blogquer directement le TNF-a. De nombreuses études rapportent 1’efficacité des anti-TNF
dans la maladie de Behget dans ses formes d’uvéites postérieures avec vascularites rétiniennes
ou non et résistantes aux immunosuppresseurs [201]. L’anakinra (Kineret®), un antagoniste
soluble IL-1Ra a été prouvé efficace dans les maladies auto-immunes (maladie de Still et
syndromes héréditaires auto-inflammatoires) [202]. Son intérét est de cibler I’'IL-1 car un
signal excessif de cette interleukine résulte d’une hyperactivité de I’inflammasome.

Nous avons observé des taux élevés d’IL-1pB, IL-6 et de TNFa dans les liquides biologiques
des patients présentant une uvéite liée a la maladie de Behget, a la sarcoidose et celles restant
idiopathiques. Ces résultats montrent que ces cytokines sont des cibles potentielles pour les
thérapeutiques et biothérapies dans ces pathologies citées. De maniére intéressante, 1’IP-10, le
MCP-1 et le G-CSF ont été également retrouvées augmentés dans 1’humeur aqueuse de ces
patients atteints uveéites. Dans ces pathologies, les taux d’IP-10 sont corrélés a I’infiltration
par les lymphocytes T car 1’'IP-10 jouerait un role dans le recrutement des lymphocytes T au
site de I’inflammation [148]-[150], [203]. L’IP-10 est relié aux structurellement et
fonctionnellement aux monokines induites par I’'IFN-y. Il est donc logique de retrouver
également I’IFN-y dans 1’AqH des uvéites que nous avons étudiées. Quant au MCP-1 qui était
fréquemment retrouvé en concentration augmentée, son hyperexpression de MCP-1 entraine
une infitration localisée de monocytes/ macrophages dans 1’endothélium des vaisseaux. Les
autres marqueurs phares dans notre étude de I’AqH des uvéites idiopathiques sont le G-CSF,
le VEGF dont le taux a été rapporté augmenté en cas de rupture de la barriere
hématorétinienne. Des études portant sur les uvéites idiopathiques montrent 1’efficacité des
thérapeutiques anti-VEGF pour le traitement des cedémes maculaires dans les uvéites de
toutes étiologies dont celles idiopathiques. Cependant, certains cedémes maculaires dans les
uvéites présentent des resistances aux anti-VEGF et I’explication serait peut-étre dans le fait
que le VEGF, bien que majoritairement retrouvé augmenté dans les uvéites de notre étude, ne
I’est pas systématiquement. Nous émettons 1’hypothese, a la lumiere de nos résultats qu’un
dosage de VEGF dans I’humeur aqueuse permettrait d’adapter la thérapeutique en cas de

résistance au traitement d’autant plus que les traitements par anti-VEGF en intra-vitréens sont
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colteux et nécessitent des injections répétées, sans parler du risque d’infection sévére a type
d’endophtalmie lié au mode d’injection.

La migration des neutrophiles dans les tissus est une étape clé pendant 1’inflammation et
repose sur des molécules d’adhésion exprimées par les neutrophiles et les cellules
endothéliales [171]. Le G-CSF augmente I’expression d’un ligand qui initie la progression des
neutrophiles le long de I’endothélium résultant en une adhésion solide puis une migration
dans les tissus [172]. Le role de G-CSF comme régulateur de la production des neutrophiles a
été récemment mis en évidence dans les modéeles murins d’uvéite expérimentale auto-
immune. Certains effets bénéfiques des thérapeutiques utilisées dansles maladies
inflammatoires non infectieuses comme le méthotrexate et les anti-TNF seraient dus & la
baisse du recrutement des neutrophiles ou a une diminution de leur fonction [170]. Nous
comprenons mieux cette efficacité dans les uvéites car nous avons trouvé le G-CSF augmenté
dans toutes les uvéites infectieuses ou non infectieuses de notre étude. Goldberg et al. ont
suggéré que les infiltrats de neutrophiles pourraient étre contrélés par une inhibition du G-
CSF dans les uvéites auto-immunes [144]. Nous suggérons de poursuivre ces études par des
essais cliniques de thérapeutiques d’anti-G-CSF dans la sarcoidose oculaire, la maladie de
Behcet et les uveéites idiopathiques.

L’ceil est relativement protégé du systéme immunitaire par la barriere hématorétinienne, par
I’environnement inhibiteur immunitaire et les mécanismes actifs de tolérance faisant
intervenir les lymphocytes T CD4+ (Treg) [34].

L’examen pour l’instant de ’oeil humain et particulierement du pdle postérieur avec la
détection des cellules immunitaires présentes est devenue possible. Nous avons pu, grace a
I’optique adaptative observer des cellules engainant les vaisseaux rétiniens. Cet aspect est
caractéristique de la présence d’une vascularite rétinienne avec parfois des rétrécissements
vasculaires associés. Combiner cet outil d’imagerie a la recherche des cytokines dans les
liquides intraoculaires permet de retrouver une inflammation active mais ne permet pas
d’isoler spécifiquement la responsabilité macrophagique ou lymphocytaire dans
I’engainement périvasculaire. En effet, les médiateurs que nous avons trouvés dans les
prélévements d’AqH et reliés aux états inflammatoires comme 1’IP-10, le MCP-1 ; I’IL-6,
I’IL-8 et le VEGF étaient augmentés en présence ou en |’absence d’engainement
paravasculaire en FIOA (signe caractéristique de vascularites). L’imagerie en FIOA n’étant
possible uniquement que lorsque les milieux étaient clairs, ’augmentation de ces médiateurs

de l'inflammation n’étaient pas corrélée a la présence d’une inflammation de segment
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antérieur ou intravitréenne. Leur nature semble indépendante de I’aspect clinique des uvéites a
I’intérieur de chaque groupe étiologique.

Nous ne pouvons que speculer sur les mécanismes cibles qui ménent & une inflammation
oculaire sévere. Les profils immunitaires divers retrouvés pourraient correspondre a plusieurs
mécanismes immunologiques intervenant dans les uvéites idiopathiques. Ces profils sont
proches de ceux retrouvées dans les uvéites infectieuses et non infectieuses qui nous ont servi
de témoins positifs.

Il est alors possible d’envisager un rble microbien comme facteur initiateur ou
potentialisateur. C’est d’ailleurs une théorie couramment évoquée concernant le mécanisme
physiopathologique des uveites. Les cytokines, chimiokines retrouvées dans nos témoins
positifs infectieux sont assez similaires mais nous ne pouvons pas confirmer cette hypothese
car les recherches bactériennes et virales effectuées de facon concomitante étaient négatives
dans le groupe des uvéites idiopathiques. Nous savons également que dans certains cas, les
infections virales peuvent avoir été éradiquées mais ont initié des réponses immunitaires qui
se propagent ensuite par mimique moléculaire. De plus, des réponses inflammatoires aux
antigenes oculaires, particulierement le S retinal antigéne, a été rapporté par de nombreux
auteurs lors de processus intraoculaire infectieux ou non.

Un moyen par lesquels les agents microbiens peuvent jouer un réle est leur effet adjuvant ;
par exemple le déplacement de la balance des réponses immunitaires qui sont controlées
normalement par des mécanismes régulateurs inhibiteurs vers des mécanismes entrainant une

activité de ces maladies.
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VII. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Concernant les résultats des cytokines, chimiokines dans les liquides biologiques, nous
avons montré qu’au niveau sérique, des taux ¢élevés d’IL-1B peuvent s’observer dans la
syphilis, la maladie de Behget et la sarcoidose oculaire, des taux élevés d’IL-6, dans la
syphilis oculaire et lasarcoidose, I’IFN-y dans la syphilis et le TNF-a dans la sarcoidose
oculaire.

Nous n’avons acceés qu’au compartiment antérieur de 1’ceil par des prélévements d’AqH ; il
semblerait qu’une augmentation de I’inflammation au niveau du segment antérieur
permetteun passage accru des cytokines dans cette partie antérieure et donc leur détection.
C’est ce que nous avons montré ici par 1’étude des uvéites syphilitiques pour lesquelles les
cytokines étaient retrouvées a des taux supérieurs dans les panuveites.

Dans notre étude des uvéites idiopathiques, nous n’avons pas observé d’association
particuliere entre les aspects cliniques (ex. présence de vascularites, hyalite, d’cedéme
maculaire ou papillaire) et les cytokines ou chimiokines retrouvées a des taux augmentés. Il
est possible que certaines cytokines soient hyperproduites a tel moment du processus
immunitaire, comme au stade initial mais pour l’instant seul 1’obtention de prélévements
itératifs tout au long de I’évolution de la maladie pourrait permettre de répondre a cette
question. Deux cas de panuvéites idiopathiques avaient plus de 20 cytokines augmentées sur
les 30 analysées a présent. Ceci suggere également que 1’inflammation de segment antérieur
serait associée a une forte détection de ces médiateurs dans I’AqH.

De méme, dans la littérature, des taux éleves sériques de TNF-a ont été positivement
corrélés a des épisodes récidivants d’uvéites d’origine idiopathiques [204], [205]. Seule une
étude complémentaire sur le suivi des patients prélevés de notre étude afin de pouvoir
analyser une éventuelle corrélation entre risque de récidives, I’efficacité des traitements et le
type de marqueurs cytokiniques retrouvés pourrait nous permettre de confirmer ces données.
Cependant le nombre de prélévements analysés est pour I'instant trop limité pour une
discussion pertinente sur 1’é¢tude actuelle. Des analyses complémentaires doivent étre réalisées
pour évaluer les alterations de la barriere hématorétiniennes avec une comparaison entre les

concentrations d’albumine entre le sang et I’AqH.

L’importance de la cytokine IL-21 dans la maladie de Behcget a été rapportée [108]. Les

auteurs ont observé que les cellules Thl et I’[L-2 étaient augmentées dans le sérum des
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patients atteints de maladie de Behget, a la phase active comparé aux patients en rémission et
aux controles [206]. Les lymphocytes T CD4+ étaient augmentés dans le sang périphériques
des patients et corrélés aux cellules Th17 et négativement corrélés aux lymphocytes Treg
[207], [208]. L’IL-21 induirait la différenciation des cellules Th17 et la production de Thl7
[76]. L’IL-23 potentialise quant a lui, I’effet des traitements associant IL-21/TGF-p.

Les traitements qui cibleraient les cytokines importantes dans la pathogenése de la maladie de
Behget, I’'TL-17, IL-21 et le TGF-f en bloquant 1’TL-21 et en régulant le TGF-$ (aprelimast)
constituent une voie d’étude prometteuse en restaurant le balance entre les cellules Th17 et les
Tregs [209], [210]. Des diminutions de TGF-B ont été observées dans les uvéites
idiopathiques, inversement corrélées avec 1I’'IL-6 et I’IL-8 [29], cette cytokine nous semble
une importante voie d’étude et il nous resterait a la doser dans nos prélévements.

D’autres études ouvrent des pistes de recherches sur d’autres médiateurs que nous n’avons
pas analyses :

Par exemple, une augmentation des IL-17f, 1L-22, IL-25, IL-31, IL-33 et SCD40L ont été
retrouvé dans I’AqH des uvéite antérieures idiopathiques [155], cytokines que nous n’avons
pas analysées. Récemment Velez et al., ont évalué les taux de 200 cytokines dans I’humeur
vitrée de 15 patients avec uvéite postérieure. Les cytokines suivantes constituaient un profil
commun : IL-23, IL-1 récepteur | (IL-1RI), IL-17R, tissue inhibitors of metalloproteinase 1
and 2 (TIMP-1 and TIMP-2), insulin like growth factor-binding protein 2 (IGFBP-2), nerve
growth factor (b-NGF), platelet-derived growth factor receptor B polypeptide (PDGFRDb),
bone morphogenic protein 4 (BMP-4) et le stem cell factor (SCF) [211]. Ces médiateurs
constituent des pistes potentielles a explorer pour rechercher des cibles thérapeutiques dans
ces pathologies. L™un des patients avec uvéite idiopathique avait des anticorps a la S-arrestine,
une protéine potentiellement la cause de dégénération rétinienne auto-immune.

Récemment des cellules Th22 identifiées comme des cellules Th qui produisent les cytokines
IL-22 et TNF-a, distinctes des cellules Thl, Th2 et Th17 ont été décrites. Ces lymphocytes T
produisant de I’IL-22 ont été isolées dans les uvéites expérimentales auto-immunes, les
modeles animaux de maladie de Behcet et les lymphocytes T intraoculaires de modeles
animaux en présence d’antigénes rétiniens [118]. Cette cytokine IL-22 en association avec le
TNF-o pourraient jouer un rdle dans la réponse immunitaire de la maladie de Behget. Ces
cytokines sont a explorer dans d’autres formes d’uvéites.

Une autre cytokine a rechercher dans nos groupes de patients serait 1’IL-27 car son expression

a été décrite comme diminuée chez les patients avec maladie de Vogt-Koyanagi-Harada en
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relation avec un mécanisme Thl7 plus actif. Modifier 1’'IL-27 par des thérapeutiques
constituerait également une voie de traitement [212]. .

La possibilit¢ de mesurer précisement le score d’inflammation au niveau vasculaire
offre des perspectives d’études fondamentales et cliniques. Par exemple, nos données
suggerent que les infiltrats périvasculaires pourraient contribuer aux occlusions veineuses par
un effet compressif. L’effet des thérapeutiques pourrait étre évalué de fagon quantitative. Des
études complémentaires sont nécessaires afin de confirmer la correlation entre les signes de
séverité clinique et les aspects en FIAO et pour documenter 1’évolution de 1’engainement
vasculaire rétinien. Ceci pourrait étre utile pour déterminer la relation éventuelle entre le
degre de rétrécissement vasculaire et 1’obstruction associée, entre I’engainement et les lesions
de la barriére hématorétinienne et entre les aspects en FIAO et 1’étiologie de I’uvéite. Utiliser
I’imagerie par FIAO semblerait étre étre intéressante pour rechercher systématiquement la
présence éventuelle d’une inflammation vasculaire rétinienne chez les patients avec des
maladies cérébrales, dont la SEP.

En FIOA, notre échantillon de patients était trop petit pour pouvoir différencier les
effets des divers traitements utilisés. Mais concernant les traitements, trouver les cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance mis en cause dans telle ou telle pathologie a un impact
potentiel sur la prise ne charge des patients.

Le traitement immunosuppresseur est généralement instauré empiriquement pour les uveéites
idiopathiques chez des sujets avec corticodépendance avérée ou a risque. De nouveaux agents
thérapeutiques issus des biotechnologies appliquées a ’immunologie tels les anti-TNF-a et
I’INF sont a la disposition des prescripteurs [43]. D’autres agents (anti-IL1p, and anti-1L-6)
sont a I’étude pour traiter des maladies auto-immunes systémiques [213], [214]et les
molecules récente, lebrodalumab (Amgen), secukinumab (Novartis) and ixekizumab (Eli
Lilly) interférent avec la voie de I’'IL-17. Le secukinumab et I’ixekizumab ciblent 1’IL-17,
tandis que le brodalumab a pour cible un réceptor qui se lie a I’'IL-17. L’ixekizumab est
actuellement en Phase Il dans les essais cliniques dans le psoriasis. Ces molécules seraient des
thérapeutiques a étudier dans les uvéites idiopathiques car nous avons trouvé la voie Th17
augmentée dans nombre d’entre elles.

Nous avons montré que doser le taux des médiateurs immunitaires est possible et que les
profils sont différents dans les uvéites idiopathiques. Le dosage des cytokines et chimiokines
avant le traitement, dans les liquides biologiques pourrait aider a cibler les thérapeutiques

choisies.
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Résumé :

La majorité des modeles d’uvéites expérimentales sont médiées par les sous-types lymphocytaires
CD4+ T-Helper 1 (Th1) et Th17. Le but de cette these est d’étudier les mécanismes immunitaires mis
en jeu lors d’une uvéite idiopathique (sans étiologie) chez I’humain. La premiére partie de cette étude
est donc consacrée a 1’étude du profil biologique de 30 cytokines/chimiokines/ facteurs de croissance
intraoculaires (AqH) et sériques obtenues au laboratoire (technologie Luminex®). Ces médiateurs sont
dosés dans le sérum et I’AqH de patients atteints d’uvéites intermédiaires et postérieures
activesidiopathiques. Ces résultats sont comparés a une cohorte de patients non inflammatoires et a
des groupes de patients atteints d’uvéites de diverses étiologies. Nous avons trouvé que le profil des
médiateurs différe nettement en fonction de la cause de I’inflammation intraoculaire. Une réponse pro-
inflammatoire large est observée avec des concentrations accrues des cytokines de type Th1 (IFNy, IL-
12), Th17 (IL-17), TNF-a, IL-6, MIP-la, MIP-1B, MCP-1, G-CSF et IP-10 dans les uvéites
idiopathiques. Les concentrations sériques différent de celles des contrbles par les taux d’IL-17 et IP-
10 augmentés. La deuxiéme partie concerne 1’étude des mécanismes immunitaires des uvéites par
I’analyse des vascularites en imagerie adaptative (FIOA) et particuliérement 1’observation anatomique
des modifications liées aux inflammations oculaires. Nous ne trouvons pas de corrélation entre
I’aspect de cellularité périvasculaire en FIOA et les cytokines retrouvées dans 1I’AqH des yeux avec
uvéite. Pouvoir déterminer quels médiateurs de I’inflammation interviennent dans les pathologies
inflammatoires permettrait de les cibler avec des thérapies adaptées.

Mots clés : Uvéite, optique adaptative, cytométrie en flux, vascularite, rétine, Luminex®, cytokines.

[To determine the immune mechanisms in idiopathic uveitis by a biological approach
and adaptive optics]

Abstract :
Most of experimental models of uveitis are mediated by lymphocytic subtypes CD4+ T-Helper 1

(Thl) et Th17. The aim of this thesis is to study the immune mechanisms in idiopathic uveitis (i.e.
unknown etiology) in humans. First, we will determine the biological spectrum of 30 cytokines/
chemokines/ growth factors in aqueous humour and sera by Luminex® technology. Those mediators
will be measured in the serum and aqueous humour of patients with active intermediate and posterior
uveitis classified as idiopathic. Those results will be compared to a cohort of patients with no
inflammation and to patients with uveitis of various causes. We found that the profile of mediators
changes regarding to the cause of the intraocular inflammation. The proinflammatory process is
related to increased levels of cytokines Thl (IFNy, IL-12), Th17 (IL-17), TNF-a, IL-6, MIP-1a, MIP-
1B, MCP-1, G-CSF and IP-10 idiopathic uveitis. The sera of the patients with idiopathic uveitis have
increased levels IL-17 and IP-10. Secondly, the immune mechanisms of uveitis were studied by
adaptive optics imaging (FIOA) and particularly the observation of anatomic changes related to ocular
inflammations. We ruled out any correlation betweeen the perivascular cellular opacification in FIOA
and the cytokines/ chemokines found in the eyes with uveitis.

An understanding of the profile of mediators in inflammation and their determination could help to
target idiopathic uveitis with correct therapies.

Key words : adaptative optics, cytokines, flow cytometry, Luminex®, retina, uveitis, vasculitis.
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