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Titre : Etude de la biologie des lymphocytes B et du mécanisme d’action du
vedolizumab dans la rectocolite hémorragique et au cours de I’infection chronique a
VIH

Résumé : La rectocolite hémorragique (RCH) est une maladie inflammatoire chronique
intestinale (MICI) qui est caractérisée par I’inflammation chronique du rectum et/ou du co6lon.
Bien que I’idée qu’il existe une réponse immunitaire exagérée contre le microbiote intestinal soit
communément acceptée, la physiopathologie est encore insuffisamment connue. Parmi les
dysfonctions immunitaires, il existe des arguments en faveur d’un déréglement de la biologie des
lymphocytes B. A I’aide de plusieurs techniques (dont la cytométrie en flux, le single-cell RNA
sequencing et le single-cell BCR sequencing), nous avons mis en évidence des modifications
marquées des populations plasmocytaires coliques chez des patients avec RCH, dont une
augmentation de D’expression des IgG et IgAl et une diminution en IgA2 associées a
I’accroissement de la proportion des plasmocytes a durée de vie courte. Ce furnover accru se
reflétait dans la circulation sanguine par 1’élévation des plasmablastes 7" a tropisme intestinal,
associé a l’activité de la maladie et a la survenue de complications. Notre second travail
s’intéressait au mécanisme d’action du vedolizumab (anti-a4f7), traitement couramment utilisé
dans les MICI et prometteur pour le VIH. Dans une cohorte de patients atteints a la fois de MICI
et du VIH, mous avons mis en évidence un impact majeur sur les follicules lymphoides
intestinaux avec une absence d’effet significatif sur la fréquence des lymphocytes T effecteurs de
la lamina propria. Cette découverte, décrite pour la premiere fois chez 1’homme, ouvre de
nouvelles perspectives quant au mécanimse d’action du vedolizumab dans les MICI et le VIH.

Mots clefs : Maladie inflammatoire chronique intestinale, Rectocolite hémorragique, VIH,
lymphocytes B

Title: Characterizing the B cell response and understanding the mechanism of
action of vedolizumab in ulcerative colitis and chronic HIV-1 infection

Abstract: Ulcerative Colitis (UC) is an inflammatory bowel disease (IBD) that leads to chronic
inflammation of the rectum and the colon. Even though it is commonly accepted that it results
from an exaggerated immune response toward the gut microbiota, the pathophysiology is still not
fully understood. Among immune defects, many evidences exist supporting a disturbed B cell
system, including the presence of (auto-)antibodies and the infiltration of the lamina propria by
plasma cells. Using multiple advanced techniques including single-cell RNA sequencing and
single-cell BCR sequencing we extensively characterized the B cell compartment in the blood
and the intestinal mucosa of UC patients. We found that the colonic plasma cells phenotype was
skewed toward an increased expression of IgG and IgA1l and an increased proportion of short-
lived plasma cells. This increased turnover was reflected in the blood by the expansion of B7*
plasmablasts, which correlated with disease activity and predicted disease course. Our second
work focused on the mechanism of action of vedolizumab, a monoclonal antibody targeting the
04p7 integrin, for both IBD and HIV. In a unique cohort of patients with concomitant IBD and
HIV, we unexpectedly found that memory T cells within the lamina propria were not significantly
affected. Conversely, lymphoid aggregates, mostly in the terminal ileum were massively
impacted. These findings are being further explored and may change the paradigm regarding the
mechanism of action of vedolizumab.

Keywords: Inflammatory bowel disease, Ulcerative colitis, HIV, B cells
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INTRODUCTION

Au cours de ces dernieres décennies, de nombreux travaux de recherches ont permis
d’identifier des facteurs impliqués dans la physiopathologie des maladies inflammatoires
chroniques intestinales (MICI). Parmi ces facteurs, on peut citer : I’environnement au
sens large avec le microbiote, des susceptibilités génétiques et une réponse immunitaire
défectueuse. La découverte de facteurs mis en cause dans les MICI a été réalisée grace a
différentes modalités allant de la recherche épidémiologique a la recherche fondamentale
en biologie cellulaire et/ou moléculaire.

Du fait de leur complexité et de leur présentation sous des formes cliniques variées,
aucune étiologie uniciste ne peut étre avancée pour expliquer la survenue de 1’ensemble
des MICI. De nombreux dysfonctionnements ont été décrits et certains ne concernent que
des sous groupes de patients. La recherche tend par ailleurs de plus en plus a décortiquer
la physiopathologie des patients avec MICI a 1’échelle individuelle en ayant pour objectif
d’aboutir a un traitement ciblé adapté a chaque patient.

La majorité des lymphocytes de 1’organisme se situe au niveau du tractus gastro-
intestinal. Ils se trouvent au niveau des sites effecteurs (comme la lamina propria) et/ou
au niveau des sites inductifs (comme les plaques de Peyer) (/, 2). Ainsi, en plus d’étre a
un carrefour clé dans le dialogue entre 1’hote et le microbiote via entre autres le systéme
immunitaire, les intestins constituent une cible privilégiée de I’infection a VIH. Outre la
présence importante de lymphocytes étant la cible du virus, il s’y trouve des conditions
favorables au développement et a la prolifération du virus comme la concentration élevée

d’acide rétinoique.



Au cours de cette introduction seront tout d’abord exposées les connaissances actuelles
quant a la compréhension de la physiopathologie des MICI, ayant trait principalement a
I’immunologie. Nous aborderons ensuite les thématiques en lien avec le projet de these
que sont : 1) la biologie des lymphocytes B au cours des MICI ; 2) le trafficking intestinal
et son implication dans les stratégies thérapeutiques mises en place dans les MICI et au

cours de I’infection a VIH.



LA PHYSIOPATHOLOGIE DES MICI : ETAT DES LIEUX

Les pistes immunologiques et environnementales fournies par I’épidémiologie

Les MICI sont devenues des maladies a forte prévalence dans le monde occidental au
cours du 20° siecle. L’incidence des MICI augmente drastiquement en parallele avec le
développement industriel et 1’occidentalisation, ce que 1’on constate aujourd’hui dans des
pays émergents comme 1’'Inde. Ainsi, le mode de vie moderne a été incriminé de manicre
empirique pour expliquer cet accroissement de I’incidence des MICI (3, 4). Des facteurs
liés au mode de vie occidental, comme I’altération du micobiote intestinal, le régime
alimentaire, le tabac, les antibiotiques ou encore la vitamine D, ont un impact démontré
sur 'immunité systémique et intestinal suggérant fortement 1’implication d’une réponse
immunitaire défectueuse dans la physiopathologie des MICI.

Le risque de MICI augmente en cas d’exposition précoce aux antibiotiques (5). Le
tabagisme et la faible exposition solaire sont également associés a la maladie de Crohn
(6). Des données épidémiologiques montrent une relation claire entre la diminution des
maladies infectieuses, d’un environnement pauvre en parasite, de 1’usage des
antibiotiques et d’une amélioration globale des conditions sanitaires avec 1’augmentation
de I’incidence des maladies auto-immunes et inflammatoires chroniques (7). Ces constats
soutiennent la théorie hygiéniste qui se justifie également par le réle primordial qu’a le
microbiote a éduquer le syst¢tme immunitaire des la naissance. Allant dans le sens de la
théorie hygiéniste, des études ont montré une corrélation inverse entre la colonisation par
Helicobacter pylori (Hp) et le risque d’asthme dans I’enfance (8). Oertli et al. ont étudié

plus précisément le mécanisme dans un modele murin d’asthme allergique. Ils ont



constaté que 1’infection par Hp durant la période néonatale entrainait la différentiation de
cellules dendritiques vers un profil tolérogéniques au niveau de la muqueuse gastrique.
Ceux-ci produisent de I’'IL-18 induisant un phénotype T régulateur (Treg) et ont in fine
un effet protecteur sur la survenue de I’asthme (9). Cette théorie hygiéniste peut aussi
s’appliquer aux MICI et notamment a travers le lien bien établi entre un microbiote
perturbé et leur survenue (/0). L’ensemble de ces données brievement exposées pointent
ainsi vers un rodle central du systéme immunitaire, de sa base génétique et de son

interaction avec I’environnement, dans la physiopathologie des MICI.

Les susceptibilités génétiques et I'immunité dans les MICI

En plus d’une association entre certains polymorphismes et la survenue d’une MICI, des
variants sont associés a certains phénotypes de la maladie. Par exemple, des variants dans
le géne codant pour NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-containing
protein 2) sont associés a une atteinte iléale de la maladie de Crohn et a un age plus
précoce de diagnostic (/7). La localisation colique et particulierement les formes séveres
et étendues de RCH sont associées a des variants du géne du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) (/1-13).

De maniere intéressante, [’association NOD2-maladie de Crohn iléale se retrouve
uniquement chez des patients d’origine européenne ou Juive mais pas chez des patients
d’ascendance Japonaise ou chinoise (/4, 15). Cette observation souligne la complexité
des facteurs génétiques prédisposant aux MICI et aux multiples voies de 1’inflammation
potentiellement impliquées. Ces derni¢res années, les genome-wide association studies

(GWAS) ont permis de révéler de nombreux (>200) variants génétiques rares associés
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aux MICI (/6). La plupart sont communs entre la RCH et la maladie de Crohn. Nombre
d’entre eux soulignent le réle clé du systtme immunitaire dans la physiopathologie des
MICI. Des variants associés aux MICI existent entre autres pour les genes IL23R et
IL1OR. Ces loci sont notamment enrichis pour des génes impliqués dans les déficits
immunitaires primitifs, la fonction des lymphocytes T, la production cytokinique ou

encore les infections par mycobactéries (/7).

Le role du microbiote intestinal

Le microbiote et le systeme immunitaire

Le tractus gastro-intestinal contient la plus grande communauté microbienne de
I’organisme. Des études de métagénomiques ont révélé qu’un nombre important de genes
microbiens modulaient de maniere significative 1’expression génétique de 1’hote (18).
Des événements survenant précocement aprés la naissance, comme le mode de
délivrance, le type d’allaitement, la nourriture ou 1’hygi¢ne, ont un impact majeur sur la
constitution du microbiote dans I’enfance (/9) alors que celui-ci est plus stable a I’age
adulte. La colonisation intestinale initiale par le microbiote est essentielle au bon
développement du systtme immunitaire (20) et permet d’établir a la fois une tolérance
immunitaire et une immunité protectrice. Les MAMP (microbe-associated molecular
patterns) sont reconnus par les cellules de I’'immunité innée via des récepteurs comme les
TLR (Toll-like receptors) ou les NLR (Nod-like receptor). Ces interactions constituent un
processus primordial de I’homéostasie intestinale (27). Le maintien de cette homéostasie
est garanti par un contrle bilatéral entre I’hote et le microbiote. Le microbiote est

controlé par la barriere intestinale constituée de produits des cellules épithéliales et/ou
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des cellules immunitaires, comme le mucus, les défensines et d’autres peptides
antimicrobiens comme ReglIIy ainsi que les immunoglobulines sécrétées (principalement
les IgA). Inversement, I’immunité intestinale est stimulée et influencée par le microbiote.
Par exemple, les segmentous filamentous bacteria, les Clostridia et les Bacteroides
fragilis promeuvent respectivement 1’induction d’une réponse Th17, T régulatrice et Thl

(22).

Les altérations du microbiote dans les MICI

Il est communément admis que les patients atteints de MICI présentent une réponse
immunitaire exagérée contre des antigénes du microbiote intestinal. La présence
d’anticorps sériques circulants peut en étre le témoin. Ils peuvent étre dirigés contre
divers éléments dont Saccharomyces cerevisiae, OmpC (outer membrane protein C)
d’Escherichia coli, des antigenes de flagellines ou encore Pseudomonas fluorescens (23,
24). 11 est également trouvé des anticorps dirigés contre les glycanes, qui sont des
constituants communs des cellules de microorganismes (25). Il a également été montré ex
vivo que les lymphocytes T CD4 périphériques prélevés chez des patients MICI et activés
par des antigénes bactériens du micriobiote s’orientaient exagérément vers le phénotype
Th17 (26).

Chez les patients souffrant de RCH et de maladie de Crohn, de nombreuses altérations
quantitatives et qualitatives du microbiote ont été décrites (27, 28). Les principales
modifications décrites sont une réduction de la diversité, une augmentation de
I’abondance des Bacteroides et des Proteobacteria et une réduction des Firmicutes (29,
30). Par ailleurs certains germes ont été incriminés comme pouvant avoir un rdle

potentiellement pathogénique dans la maladie de Crohn comme des mycobactéries
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atypiques, des Campylobacter, des Helicobacter ainsi que I’E. Coli adhérent et invasif
(29).

Inversement, la diminution de microorganismes ayant des propriétés « anti-
inflammatoires » a également été décrite. Bien qu’initialement décrite dans la maladie de
Crohn (31), une réduction de Faecalibacterium prausnitzii est également noté dans la
RCH (32). Son effet anti inflammatoire est médié par une molécule du quorum sensing,
une homosérine lactone, la 3-ox0-C12:2 (33) et son abondance prédit le risque de
rechute post-résection iléocacale ou apres arrét d’un traitement par anti-TNF dans la
maladie de Crohn (37, 34). Il a été démontré chez d’autres bactéries un effet protecteur.
Par exemple, le polysaccharide A, un produit de Bacteroides fragilis, peut limiter la
production d’IL-17 et avoir un effet bénéfique sur des modeles murins de colite (29).

Par ailleurs, il a été rapporté que la composition globale du microbiote pouvait étre
prédictive dans des situation particulieres au cours des MICI, comme la survenue de
pochite apres colectomie totale dans la RCH (35) ou la récidive post-opératoire apres
résection iléoc@cale dans la maladie de Crohn (36). Le microbiote pourrait également
constitué un outil pour la prédiction de la réponse au traitement (37).

En plus de perturbations du microbiote bactérien, des études se sont récemment penchées
sur la composition des microbiotes fungique et viral et ont mis en évidence des altérations
chez les patients ayant une MICI par rapport aux contrdles sains (38, 39).

Il a également était décrit un impact des mutations génétiques de 1’hote sur la
composition du microbiote. Ainsi, Lamas et al. ont décrit que les souris CARD9 KO
avaient des altérations des microbiotes bactérien et fungique. Celui-ci avait alors des

propriétés pro-inflammatoires. Ainsi des souris germ-free, transplanté avec le microbiote
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CARDY KO, présentaient une susceptibilit¢ a la colite pouvant s’expliquer par

I’altération de la métabolisation du tryptophane (40).

Le microbiote et la physiopathologie des MICI

Une question est récurrente dans 1’étude du microbiote dans les MICI : les perturbations
constatées peuvent-elles induire/aggraver 1’inflammation intestinale ou sont-elles
seulement consécutives a I’inflammation intestinale?

De plus en plus d’études établissent un lien potentiel de causalité. Ainsi, une composition
particuliere du microbiote pourrait induire un profil immunologique plus inflammatoire
au niveau de la muqueuse intestinale favorisant la survenue d’une MICI. Une étude
récente de Britton et al. a analysé 1’induction d’une réponse immunitaire au niveau de la
muqueuse intestinale de souris germ-free apres transplantation de bactéries issues de
selles de patients ayant une MICI ou de personnes saines. Les auteurs ont constaté que les
bactéries du microbiote de MICI induisaient une réponse davantage « pro-
inflammatoire » avec une fréquence accrue de Th17 et une diminution des Treg antigen-
specific double positifs pour les facteurs de transcription RORy et FOXP3, au niveau de
la muqueuse intestinale. Cela se traduisait par un effet délétere de la flore de MICI dans
un modele de souris gnobiotique avec induction de colite (adoptive T-cell transfer model)
(10) (figure 1).

De maniere similaire la MECONIUM study a étudié le microbiote de nouveau-nés et de
leurs meres ayant (ou non) une MICI. Une différence a été constatée au niveau de la
composition du microbiote ainsi que dans sa capacité a induire une réponse immunitaire
B mémoire et IgA au niveau de la muqueuse colique chez des souris germ-free

transplantées (417) .
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Figure 1 - Effet de la transplantation de microbiote provenant de sujets sains ou de
sujets avec MICI chez des souris germ-free avec et sans modele de colite (D’apres
Britton et al. (10))

Historiquement, il existe un argument physiologique fort incriminant le microbiote
intestinal comme facteur causal. En cas de dérivation du flux fécal dans la maladie de
Crohn, les segments distaux sont indemnes d’inflammation, qui réapparait apres ré-
instillation des selles du segment d’amont (42).

Finalement, les stratégies thérapeutiques par transplantation de microbiote servent
également d’arguments en faveur d’une causalité. A ce jour, il existe des résultats

contradictoires mais prometteurs dans la RCH. L’efficacité semble notamment liée a
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I’intensité et a la fréquence des transplantations ainsi qu’a la qualité et a la composition
des selles transplantées, dépendant du donneur (43).

Ainsi, le microbiote et le systtme immunitaire de 1’hote ont une relation complexe et clé
dans les MICI. IlIs s’influencent mutuellement. Mieux appréhender cette complexité

pourrait aboutir au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les dysfonctions des cellules immunitaires dans les MICI

Le systéme immunitaire est particulierement influencé par le fond génétique de 1’hote et
par le microbiote et se situe a leur intersection. Ses dysfonctions dans les MICI font
I’objet de nombreuses recherches et sont la cible des principaux traitements jusqu’a
présent utilisés.
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Figure 2 - Immunité intestinale en situation physiologique et au cours de
I'inflammation intestinale dans la RCH avec potentielles cibles thérapeutiques

(D’apres Ungaro et al. (30)).
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L’immunité innée

Bien que l’attention principale se focalise sur les lymphocytes T auxiliaires, de
nombreuses dysfonctions des cellules myéloides ont également été décrites. L immunité
innée constitue la premiere ligne de défense contre les agressions et est médiée par divers
types de cellules dont les polynucléaires neutrophiles, les cellules dendritiques, les
monocytes et les macrophages mais aussi par des cellules non immunes comme les
cellules épithéliales ou mésenchymateuses. L’infiltration par les polynucléaires
neutrophiles constitue notamment le signe évocateur de la présence d’une inflammation
active. Les neutrophiles participe a I’inflammation dans les MICI a travers de nombreux
mécanismes dont la destruction tissulaire via des dégats oxydatifs ou protéolytiques, et le
largage de nombreux médiateurs de I’inflammation (44). Soulignant le réle complexe des
polynucléaires neutrophiles dans 1’homéostasie intestinale, un défaut de leur fonction
dans la granulomatose chronique aseptique conduit a des atteintes digestives
inflammatoires chroniques dont le tableau clinique peut se confondre avec celui des MICI
(45).

Les macrophages sont des phagocytes et des cellules présentatrices d’antigenes
extrémement adaptés au tissue dans lequel ils résident (46). Au niveau de la muqueuse
intestinale, ce sont des cellules hautement tolérogenes, évitant une réponse exagérée
envers le microbiote (47). Les connaissances actuelles concernant les macrophages
(intestinaux) et leur ontogénie provient essentiellement d’études murines. Ces études ont
notamment révélé que les macrophages de tissus autres que l’intestin, proviennent
typiquement de précurseurs foetaux issus de la vésicule vitelline et/ou du foie. Les

macrophages intestinaux sont quant a eux constamment renouvelés a partir du pool de
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monocytes Ly6C"" circulant et rejoignent la muqueuse intestinale graice a CCR2 (48).
Les monocytes ainsi fraichement arrivés sont influencés par le microenvironnement
tissulaire local pour se différencier en macrophages résidents tolérogenes (49). Les
macrophages matures maintiennent ainsi 1’homéostasie locale via une hyporéactivité face
aux stimulations microbiennes, a la prise en charge de débris tissulaires et microbiens
mais aussi via leur production de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10 (49).
Chez la souris, il a été noté un accroissement du recrutement de monocytes circulants
ainsi qu’une abrogation de leur différentiation vers un profil tolérogénique au cours de
modeles de colites (50). De manieére similaire chez I’homme, Bernardo et al. ont constaté
a la fois dans la RCH et la maladie de Crohn actives, qu’il y avait une augmentation de
linfiltration intestinale par des monocytes-macrophages (CD11c"®'CCR2*CX3CR1")
ayant un phénotype proche des monocytes circulants et produisant de I'IL-1B. A
contrario, les macrophages résidents intestinaux matures (CD11cCCR2'CX3CR1") au
profil tolérogene et produisant de I’'IL-10 étaient diminués au cours des MICI (57).

Les cellules dendritiques sont des cellules spécialisées dans la présentation antigénique et
ont un réle clé dans l’initiation des réponses immunes adaptatives ainsi que dans
I’induction de la tolérance périphérique. Classiquement, elles captent les antigénes de
leur microenvironnement local, qu’elles présentent aux lymphocytes T naifs et
fournissent des signaux orientant leur différentiation et le type de réponse immunitaire
(52). Leurs fonctions les placent a une position clé a I’interface entre immunité innée et
adaptative. Les cellules dendritiques de la muqueuse intestinale ont la capacité unique
d’interagir avec une multitude de types cellulaires dont les lymphocytes T et B, les

cellules épithéliales et stromales et ont ainsi un rdle central dans le maintien de
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I’homéostasie intestinale (53). En situation physiologique, le dialogue entre 1’épithélium
et les cellules dendritiques promeut un environnement non inflammatoire (54). Il a été
montré dans les MICI que les cellules dendritiques intestinales avaient un profil plus
inflammatoire avec notamment une augmentation de I’expression des TLR2 et TLR4. De
plus Hart et al. ont montré que les cellules dendritiques intestinales de patients avec MICI
exprimaient plus fortement CD40 et produisaient davantage d’IL-12 et d’IL-6 que les
controles sains (55).

Ainsi, les données existantes témoignent d’une infiltration accrue de la muqueuse
intestinale inflammée au cours des MICI par des cellules myéloides dont les macrophages
et les cellules dendritiques ayant un profil inflammatoire a contrario de la situation

physiologique ou leur rdle est essentiel dans le maintien de I’homéostasie intestinale.

Le role des lymphocytes

Les lymphocytes T effecteurs

Les lymphocytes T auxiliaires sont intrinsequement plastiques et s’adaptent a leur
environnement (56). Pour maintenir un état d’équilibre face a un contexte changeant et
modifié par de nombreux facteurs, comme I’age, le régime alimentaire ou encore la
rencontre de nouveaux microorganismes, I’adaptation a I’hdte et a son environnement est
une caractéristique essentielle. Un défaut d’adaptation - une « rigidité » biologique - peut
ainsi étre a l'origine d’une réponse immunitaire inadaptée et d’une inflammation
chronique (57). Historiquement, les dysfonctions immunitaires de la maladie de Crohn et
de la RCH ont été définies par le paradigme Thl / Th2. Ainsi, la maladie de Crohn était

considérée comme Thl-médiée avec une prépondérance de cytokines comme I'IL-12 et
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I’IFN-vy, alors que la RCH était vue comme une maladie Th2 atypique avec une
élévations de I'IL-5 et de I'IL-13 sans élévation de I’IL-4 (/7). Ce concept s’est par la
suite complexifié¢ depuis la découverte de la forte plasticité des populations de
lymphocytes T CD4 auxiliaires. Il a notamment été découvert le role prépondérant des
Th17 dans le maintien de 1’intégrité intestinale mais également dans la physiopathologie
des MICI, ainsi que leur proximité non seulement avec les autres types de lymphocytes T
auxiliaires mais aussi avec les lymphocytes T régulateurs (58). Ce qui était vu comme des
modeles typiquement Th1 de MICI, correspondait certainement a des modeles reposant
principalement sur les lymphocyte T produisant I'IL-17 et régulés par I'IL-23 (59). De
plus, ajoutant encore de la complexité, Becker et al. ont montré a partir de modeles
murins, que 1I’'IL-23 pouvait réguler I'IL-12, au cours de colites a acide trinitrobenzene
sulfonique (TNBS) (60).

L’IL-22 a été décrite comme augmentée dans les Iésions de maladie de Crohn mais
diminuée au cours de la RCH (617). L’IL-22 semble jouer un rdle protecteur contre
I’inflammation intestinale au niveau colique (62).

Par ailleurs, les Th17 et I'IL-17 n’ont pas qu’un impact néfaste dans les MICI. Ils jouent
un réle important pour éliminer les microorganismes pathogéniques au niveau de la
muqueuse intestinale et limite ainsi I’inflammation médiée par ces germes. L’essai
clinique testant un anticorps monoclonal ciblant I’'IL-17 n’a pas montré d’efficacité dans
la maladie de Crohn (63). De plus, certains cas de MICI pourraient se révéler sous ce
traitement lorsqu’il est utilisé dans le cadre d’un psoriasis (64).

Des études continuent de décrire des nouvelles fonctions et/ou des nouveaux types de

lymphocytes T auxiliaires. Ainsi, en 2014, Gerlach et al. ont décrit les Th9, produisant
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I’'IL-9 et pouvant jouer un role dans 1’exacerbation de la colite murine via I’'IL9R exprimé

par les cellules épithéliales coliques (65).

Les lymphocytes T régulateurs

Les cellules immunitaires régulatrices sont essentielles au développement de la tolérance
immunitaire vis-a-vis des antigénes du soi et des antigénes étrangers. Les lymphocytes T
CD4 qui expriment le facteur de transcription FoxP3 et le récepteur pour I’'IL-2 sont
nommés T régulateurs. Leur importance dans la tolérance immunitaire est soulignée par
le fait qu'un défect dans leur fonction induit des syndromes poly-autoimmuns et
inflammatoires avec des atteintes digestives similaires aux MICI (66). Des Treg se
trouvent au sein de la muqueuse intestinale et peuvent étre largement influencés par le
microbiote (67). Cependant leur implication dans les MICI est mal définie. Le nombre de
Treg circulant est réduit au cours des MICI et ils sont augmentés dans la muqueuse
intestinale. Il a méme été montré qu’ils conservaient une capacité immunosuppressive
(68). 11 apparait donc que leur fonction régulatrice est insuffisante pour contrecarrer le
déséquilibre pro-inflammatoire dans les MICI. Des stratégies thérapeutiques sont par
ailleurs a I’étude pour stimuler leur nombre et leur capacité régulatrice, notamment par

des injections d’IL-2 a faible dose (69).

Les cellules NK et les cellules lymphoides innées

D’autres types cellulaires comme les lymphocytes NK (natural killer) et les cellules
lymphoides innées (ILC) ont un role clé dans le maintien de 1’homéostasie intestinale.
Un déséquilibre peut s’observer dans les MICI. Il a été décrit une modification du
phénotype des cellules NK avec une infiltration des CD16" au cours de la RCH (70). Par

ailleurs, il a été récemment décrit chez la souris que 1’'IL-2 produite par les ILC3 (et pas
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celle produite par les lymphocytes T) était un puissant facteur permettant le maintien des
Treg intestinaux et de la tolérance immunitaire. Dans cette étude, la production d’IL-2
par les ILC3 était réduite dans I’intestin gréle chez des patients atteints de la maladie de

Crohn et corrélait avec la présence des Treg (71).
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LA BIOLOGIE DES LYMPHOCYTES B DANS LES MICI

La dysfonction du systeme humorale

L’immunité humorale est perturbée dans les MICI. Il a été suggéré chez la souris qu’au
cours de I’inflammation intestinale, la production des IgA polymériques, aux propriétés
anti-inflammatoires en se liant aux bactéries commensales apreés translocation
transépithéliale, était affectée (72). Concernant également la  production
d’immunoglobulines sécrétoires, des études historiques ont montré une modification de la
production au niveau intestinal. La sécrétion d’IgA?2 - une sous classe d’IgA peu étudiée
chez I’homme et isotype principal au niveau de la muqueuse intestinal - serait diminuée
au cours des MCI, en faveur de I’augmentation de la production d’IgA1 et d’IgG (73).

Un infiltration de la lamina propria par les plasmocytes est un élément caractéristique de
la RCH. Le plasmocyte est la principale cellule sécrétrice d’immunoglobulines. Il peut
donc étre la source des IgG et des IgA monomérique dont le niveau est augmenté au
cours des MICI (74). Cette infiltration lympho-plasmocytaire, évocatrice d’un processus
inflammatoire chronique, s’organise parfois en follicules lymphoides nouvellement
formés. Ceux-ci comprennent alors une importante quantité de cellules productrices
d’1gG (75-77).

Au cours des MICI les IgG produit au niveau de la muqueuse intestinale et/ou du GALT
(Gut-associated lymphoid tissue) sont dirigés contre des antigéne microbiens (78). Parmi
les anticorps antimicrobiens circulants retrouvés chez les patients avec MICI et
soulignant la dysfonction du syst¢eme humoral, on peut citer les anti-12, les anti-anti-

OmpC, les anti-flagellines comme les anti-CBirl et les anti-saccharomyces-cerevisiae
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(ASCA) (79). 1l est aussi identifié des auto-anticorps chez les patients avec MICI dont les
antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) (30) et des anticorps dirigés contre une
protéine de 1’épithélium, la Tropomyosine 5 (80) .

De plus, dans la maladie de Crohn, bien que leur role pathogénique soit débattu, les
anticorps anti-granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) sont
associés a un phénotype iléal et a une évolution compliquée de la maladie (87). Par
ailleurs, les souris NOD2 KO traitées par anti-GM-CSF développent une iléite
transmurale apres prise d’AINS, soulignant I’implication majeure de cet auto-anticorps
dans la physiopathologie de la maladie de Crohn iléale (87).

Cependant, il reste incertain que les anticorps antimicrobiens trouvés dans le sang des
patients avec MICI soient a 1’origine de la maladie ou bien soient simplement une
conséquence de la perméabilité de la barriere intestinale. Malgré tout, ces anticorps
peuvent étre détectés des années avant le diagnostic et peuvent &tre associés a une
évolution compliquée de la MICI (79, 8§2-85).

Enfin, en plus de la présence dans la circulation de certains anticorps, les patients ayant
une MICI présente une glycosilation modifiée de leurs IgG circulants par rapport aux
controles sains. Ainsi, les patients ayant une RCH ont une galactolysation et une
fucolysation de leurs IgG diminuée et la diminution de la galactolysation est associée a

un recours accru a la chirurgie (86).

Les thérapies ciblant les lymphocytes B
Le Rituximab, un anticorps monoclonal dirigé contre le CD20 est utilisé avec succes dans
certains pathologies inflammatoires et/ou auto-immunes comme la polyarthrite

rhumatoide ou les vascularites a ANCA (87, 88). Cependant, chez certains patients, des
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manifestations inflammatoires paradoxales peuvent survenir (89, 90). Ces effets
contradictoires mettent en lumiere le role complexe joué par les lymphocytes B. Par
exemple, alors que certains plasmocytes a longue durée de vie peuvent induire des
pathologies autoimmunes par la production d’auto-anticorps (97), les lymphocytes B
régulateurs ont un effet anti-inflammatoire. Ainsi, dans les modeles murins
d’encéphalomyélites autoimmunes, les souris déficientes en lymphocytes B (apres
traitement par anti-CD20) n’ont pas une guérison spontanée mais évoluent vers la
chronicisation de leur maladie (92, 93). Cet effet anti-inflammatoire peut étre médié par
I'IL10 (94) mais aussi par d’autres mécanismes (95). De plus, les lymphocytes B
régulateurs peuvent promouvoir I’effet anti-inflammatoire des lymphocytes T. Il a été
montré in vitro et in vivo que les lymphocytes B peuvent induire I’expression de FoxP3
via la production d’IL-10 et de TGF[ (96-98).

S’ajoutant a cette complexit¢é du role des lymphocytes B dans les maladies
inflammatoires, les plasmocytes résidents, n’expriment pas CD20 et leur nombre n’est
pas affecté par un traitement par Rituximab (99, 100).

Concernant les MICI, il a été décrit a la fois que le Rituximab pouvait améliorer
I’inflammation colique (101, 102) et que dans certains cas il pouvait aggraver voire
déclencher des cas de colites (/03—105). Dans la RCH, un essai contrdlé randomisé de
phase II a ét€ mené chez 24 patients cortico-dépendants et/ou cortico-résistants et n’a pas
montré d’amélioration significative apres traitement par Rituximab (/01).

Ainsi, devant les arguments incriminant la lignée lymphocytaire B dans les MICI et
I’échec du Rituximab, des stratégies plus nuancées visant les lymphocytes B pourraient

étre envisagées.
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L’exemple de la cytokine BAFF

BAFF (B-cell activating factor) est une cytokine ciblant principalement les lymphocytes
B et les plasmocytes et ayant un impact sur leur activation, leur survie et leur
prolifération (/06). Les souris surexprimant BAFF développe des atteintes ressemblant a
celles de maladies inflammatoires et/ou autoimmunes telles que le lupus érythémateux
disséminé (/07). Cela pourrait étre la conséquence de signaux de survie transmis aux
lymphocytes B autoréactifs. Le niveau de BAFF est ainsi élevé dans le sérum et le tissue
de nombreuses maladies immunologiques comme la polyarthrite rhumatoide, la maladie
de Sjogren et le lupus (/08—111). Dans la polyarthrite rhumatoide, la production locale de
neutrophiles et de fibroblastes activés augmente le niveau de BAFF dans le liquide
synovial (112, 113).

Dans les MICI, il a été noté des niveaux de BAFF augmentés dans le sérum, les selles et
les biopsies de patient atteints de MICI par rapport a des patients avec troubles
fonctionnels intestinaux (//4). Le niveau de BAFF corrélait notamment avec celui
d’autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa ou I’IL1[ mais aussi avec la CRP
et I’activité clinique (/14).

Ainsi des stratégies thérapeutiques ciblant BAFF aurait un impact sur la biologie des
lymphocytes B et notamment sur les plasmocytes, dont certains sous-types pourraient

avoir un role néfaste dans les MICI. Des traitements anti-BAFF sont par ailleurs utilisés

aujourd’hui avec succes en pratique courante dans le lupus érythémateux disséminé.

Les plasmocytes dans la RCH
Les plasmocytes constituent un type cellulaire clé dans ’homéostasie intestinale. Ils sont

la source principale des immunoglobulines sécrétoires - quasi exclusivement des IgA en
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situation saine. Il existe par ailleurs des sous type de plasmocytes intestinaux ayant une
durée de vie tres longues dépassant parfois la décennie suggérant un apport majeur dans
le maintien d’une immunité spécifique contre des pathogénes comme le rotavirus (/15).
Dans les MICI, il semble que la biologie des ces plasmocytes soit perturbée pouvant
méme avoir un impact pro-inflammatoire au niveau de la muqueuse intestinale. Ainsi, Uo
et al. ont décrit un sous-type de plasmocyte exprimant I’IgG mais aussi le récepteur de
chimiokine CXCR4 infiltrant la muqueuse colique de patients avec RCH (/16). Ces
plasmocytes IgG" pourraient exacerber I’inflammation via 1’activation de cellules
myéloides par la voie de signalisation du récepteur FCy.

De maniere intéressante, Castro-Dopico et al. ont montré récemment qu’il existait un
déséquilibre entre les récepteurs FCy activateurs (FCyRIIA, FCyRIIIA, FCyRIIIB) et
inhibiteurs (FCyRIIB) dans la RCH (/17). Cette activation excessive des récepteurs
activateurs de FCy entrainait une augmentation de la production d’IL1f par les
macrophages, promouvant ainsi I’immunité Th17 et le recrutement de polynucléaires
neutrophiles (/77) (Figure 3). Il est par ailleurs a noter qu’un polymorphisme de
FCGR2A (codant pour un récepteur FCy activateur) réduisant 1’affinité pour les I1gG, est
protecteur pour la RCH (/18).

Enfin, Cupi et al. ont décrit I’accumulation de certains plasmocytes pathogéniques dans la
muqueuse intestinale au cours des MICI. Ces derniers exprimaient Granzyme B et
pouvaient avoir une activité cytotoxique. Ces plasmocytes étaient résistants a 1’apoptose

induite par le Rituximab (/79).

27



Homeostasis Inflammation

IgA  J==f{ <— ©—)~ Ylgs

B cell
Activati Opsonized
ctivating
s FcyRIIB microbe
IL-1
Monocyte/ B l;yrflﬁr;ll?
macrophage : ty
IL- 1?A
Neutrophlls IL-22
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LES STRATEGIES THERAPEUTIQUES CIBLANT LE TRAFFICKING

INTESTINAL ET LES INTEGRINES DANS LES MICI

Généralités sur les intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires longues de plus de 1500 acides
aminés. Elles sont impliquées dans les interactions cellule-cellule et cellule-matrice
extracellulaire. A ce jour, 24 hétérodimeres ont été décrits et sont constituées de sous-
unités a et P (respectivement 18 et 8 existantes) (/20). L’intégrine 7 est une intégrine
clé du rrafficking intestinal. Elle peut se lier avec les sous-unités a4 ou aE (CD103).
L’hétérodimere 04P7 se lie a MAACAM-1 (mucosal addressin cellular adhesion
molecule-1), qui est exprimé quasi exclusivement sur les cellules endothéliales du GALT
(gut-associated lymphoid tissue) et de la lamina propria au niveau intestinal. MAdCAM-1
se lie également a CD62L (L-selectin) et est particulicrement exprimé au niveau des
veinules a endothélium épais (high endothelial venules (HEV)) des organes lymphoides
du GALT (dont les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques). A ce niveau les
interactions 04f7:MAdCAM-1 et CD62L:MAJCAM-1 sont indispensables pour
permettre le recrutement des lymphocytes T naifs au niveau notamment des plaques de
Peyer. Les lymphocytes T naifs exprimant CCR7 et faiblement 0437 rentrent un contact
avec les HEV via CD62L puis CCR7 est activé par ses ligands CCL19 et CCL21. Cela
induit un « inside-out-signalling » entrainant 1’activation et I’augmentation de I’affinité
des intégrines de surface conduisant aux interactions 0437:MAdCAM-1 et aLf2: ICAM-

1 (intercellular adhesion molecule-1) et a I’arrét de la cellule (1217) (figure 4).
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Figure 4 - Role des intégrines dans la migration et la localisation des lymphocytes T

au niveau du GALT, de la lamina propria et de I’épithélium intestinal (d’apres

Les traitements actuellement utilisés en pratique courante ou testés dans les MICI ciblent

soit des sous-unités (a4, 37) ou se lient spécifiquement a I’hétérodimere a4f7 (Figure 5).
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Figure 5 - Effet des traitements ciblant MadCAM et les intégrines a4f31, adf7 et

oEf7 (D’apres Lobaton et al. (122))

En partant de la constatation qu’a la fois VCAM-1 (ligand de a4f1) et MadCAM-1
(ligand de a4f37) ont une expression augmentée dans les MICI, I’intégrine a4 a été la
premiere intégrine ciblée. Apres 1’obtention de données positives dans un modele
préclinique de colite, un essai controlé randomisé a démontré I’efficacité du Natalizumab
(anticorps monoclonal humanisé ciblant 1’intégrine a4) dans I’induction et le maintien

d’une réponse clinique dans la maladie de Crohn modérée a sévere (123, 124).
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Cependant, le manque de spécificité intestinale et 1’altération de la migration des cellules
immunitaires - positive pour 1’intégrine a4f1 - vers le systtme nerveux central ou
s’exprime VCAM-1, entrainait un risque accru de leucoencéphalopathie multifocale
(124). Cet effet secondaire particulicrement sévere a entrainé I’arrét en Europe de son
utilisation dans les MICI. Cependant, I’intérét d’un ciblage double des 2 hétérodimeres
persiste et des solutions sont étudiées pour accroitre la spécificité intestinale et éviter les
complications neurologiques. Ainsi, des petites molécules ciblant a4, prise oralement et a
action locale sont actuellement développées. Notamment, la molécule AJM300 a été
examiné pour la RCH, dans un essai contrdlé-randomisé de phase 2a avec une efficacité

rapportée sur les taux de rémissions clinique et histologique (mucosal healing) (125).

Cibler spécifiquement I’intégrine a tropisme intestinal o437

Le vedolizumab est un anticorps monoclonal qui se lie spécifiquement a a4f7 inhibant
son interaction avec MadCAM-1. Etant donné que I’expression de MadCAM-1 est quasi
exclusivement limitée a la muqueuse intestinale et au GALT, le vedolizumab est
considéré comme un traitement spécifique intestinal, sans risque d’effets secondaires a
distance a l’inverse du natalizumab. Apres des études précliniques chez le primate
démontrant son efficacité sur la colite et sa spécificité intestinale (126, 127), le
vedolizumab a été testé chez 1’homme avec succes pour la RCH et la maladie de Crohn
réfractaires (128, 129). Les études chez le singe ont montré 1’impact sur la migration des
cellules immunitaires vers les intestins avec une diminution de la présence de cellules
mononuclées 7" au niveau de la lamina propria colique des animaux traités et une

accumulation des cellules 7 dans le sang (126). Des données générées a partir de
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modeles in vivo dans des souris humanisées ont également suggéré un impact du
vedolizumab sur la migration intestinale (/30).

Cependant, le mécanisme d’action du vedolizumab semble plus complexe qu’initialement
pensé. En effet, aucune étude menée chez I’homme n’a aujourd’hui montré une
diminution de la migration des lymphocytes T effecteurs vers la lamina propria. Zeissig
et al. ont méme constaté ’absence d’effet sur la fréquence et la composition des
lymphocytes T coliques avant ou apres traitement par vedolizumab (/37). Ils ont par
ailleurs réalisé des études fonctionnelles in vivo en injectant de manicre autologue des
leucocytes marqués par fluorescéine puis en détectant leur migration colique lors d’une
coloscopie. Cette analyse a été réalisée chez 3 patients avant et a 2 et 6 semaines apres
traitement par vedolizumab. De maniere inattendue, il n’a pas été noté de différence dans
le taux de migration vers la muqueuse colique des leucocytes marqués apres traitement
par vedolizumab (/37). Dans cette méme étude, les analyses par RNA sequencing de la
muqueuse colique ont quant a elles suggérées des modifications plus marquées du
compartiment myéloides plutdt que des lymphocytes T (/37). Il reste cependant
indéterminé si il s’agit d’un effet direct du vedolizumab ou simplement le reflet de la
diminution de I’inflammation intestinale.

Ces résultats contraires a I’hypotheése initiale et ces études contrastés soulignent le
caractere complexe du mécanisme d’action du vedolizumab et du trafficking intestinal.
En effet des voies redondantes existent et de nouvelles voies ont été et restent a
découvrir. On peut citer notamment le role de GPR15 dans la migration colique des

lymphocytes T régulateurs (/32). De plus, bien que les études ont jusqu’a présent été
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principalement focalisées sur les lymphocytes T, I’intégrine a4f37 est exprimée par de
nombreux types de cellules immunitaires et notamment les lymphocytes B.

Des essais cliniques ont également été mené pour bloquer le ligand d’04f7, MadCAM-1
dans la RCH, avec des résultats encourageants (/33). L’intérét serait d’ajouter a
I’inhibition de I’interaction a4f37:MadCAM-1, le blocage CD62L.:MadCAM-1, ce qui
pourrait potentiellement accroitre I’inhibition de migration des lymphocytes T et B naifs

vers le GALT et I’efficacité thérapeutiques.

L’impact d’un traitement ciblant I’intégrine 37

Une stratégie consistant a bloquer ’intégrine 7 permet d’avoir un impact sur les 2
hétérodimeres a4P7 et aEP7 et leurs interactions avec leurs ligands respectifs. Cette
stratégie peut se révéler intéressante car il a été suggéré que les lymphocytes T oE*
pouvait favoriser I’inflammation intestinale dans la RCH (/34). L’etrolizumab est un
anticorps monoclonal IgG1 ciblant 7, inhibant ainsi les interactions a437:MadCAM-1
et aER7:E-cadherine. Dans un modele de souris humanisé 1’etrolizumab avait un impact
plus important sur la migration intestinale par rapport au vedolizumab (7/35). Des
données murines ont également montré qu’un blocage ciblé de I’intégrine aEf37 avait un
effet bénéfique sur un modele de colite induite par immunisation chez des souris
déficiente pour I'IL2 (/36). De plus, une étude récente a montré que les lymphocytes
intraépithéliaux 37" pouvait avoir une action néfaste sur le métabolisme en se liant avec
GLP-1, limitant ainsi sa biodisponibilité systémique (/37).

Chez I’homme, plusieurs essais cliniques ont montré I’efficacité de 1’etrolizumab dans les

MICI et notamment dans la RCH (/38). De maniere intéressante, le taux de réponse
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variait selon le niveau d’expression colique initiale de I’intégrine o.E, mesuré par RNA

sequencing.
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VIH, INTESTINS ET INTEGRINE o437

Le role central du tractus digestif au cours de I’infection par VIH

A tous les stades de 1’infection par VIH, la muqueuse intestinale est un lieu clé ciblé par
le virus. Tout d’abord le VIH est transmissible par la muqueuse digestive et quelque soit
le mode de contamination, le virus trouve dans le GALT un environnement idéal pour se
répliquer a tres haut niveau (/39). Il a été montré que ce haut niveau de réplication était
associé a une déplétion profonde et préférentielle en CD4 aux stades précoces de
I’infection par le VIH (/40). Certaines caractéristiques du tractus digestif (et notamment
du GALT) comme les fortes concentrations de TGFf et d’acide rétinoique, le rende
particulierement permissif au virus du VIH (/41). De plus, par rapport aux CD4 du sang
et des ganglions périphériques, les lymphocytes T CD4 intestinaux expriment CCR5 a un
niveau plus important (/42). La plupart sont activés, bien différenciés et avec un
phénotype mémoire (CD45RA") faisant d’eux des cibles privilégiées pour le virus. Dans
une étude mené chez le primate, Veazy et al. ont montré qu’apres infection intraveineuse
par le SIV (simian immunodeficiency virus) les lymphocytes T CD4 mémoires exprimant
CCRS étaient déplétés de maniere sélective des organes lymphoides. A J14 post-
infection, les CD4 CCRS5" étaient virtuellement absents de tous les organes lymphoides
ainsi que du tractus intestinal (/43).

Ce tropisme particulier du virus lors de la phase aigu de l’infection entraine de
nombreuses dysfonctions de la barriere intestinale. Ces événements se produisant a la
phase initiale jouent un role pivot dans la physiopathologie de I’infection et le

développement ultérieur de défects immunitaires.
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En plus d’une déplétion profonde et prépondérante des CD4, I'immunité intestinale est
impactée de nombreuses autres facons lors de la phase aigué de I’infection par le VIH
(144). Les lymphocytes T sont atteints non seulement au niveau de leur nombre mais
aussi de leur fonction. Le ratio des lymphocytes T auxiliaires est ainsi modifié. Les
lymphocytes T CD4 produisant IL-17/11-22 sont atteints de maniere préférentielle (/45).
Ces cytokines sont particulierement importantes dans le maintien de 1’homéostasie de la
barriere intestinal en participant entre autres a la lutte antimicrobienne ainsi qu’en
promouvant la croissance et la régénération épithéliale. Ainsi ce defect en IL-17/11-22 est
une des raisons principales des altérations structurelles et profondes du tractus intestinal
au cours de I’infection par le VIH, pouvant méme aboutir a une entité cliniquement
symptomatique nommée entéropathie chronique associée au VIH (/44).

Bien que souvent ignorés, les lymphocytes B intestinaux sont aussi largement impactés
par I’infection a VIH (/46). Dans un travail phare sur le sujet, Levesque et al. ont montré
que les lymphocytes B sanguins mais aussi intestinaux étaient affectés a la phase aigué du
VIH. Chez 6 patients, ils ont noté 1’accroissement initial des lymphocytes B mémoires
(définis par CD19*IgD'CD38*"CD27") et des plasmocytes (CD38"IgD'CD27*) au niveau
de la muqueuse iléale, associé a une perte des lymphocytes B naifs (CD19"IgD"CD27").
Une des constations majeures de cette étude était la perturbation du réseau des cellules
dendritiques folliculaires et ’infiltration des follicules lymphoides B ainsi que des centres
germinatifs par les cellules inflammatoires des le stade initial de 1’infection (/46). Par
ailleurs, les auteurs ont analysé la spécificité antigénique des lymphocytes B mémoires

activés qui n’étaient pas uniquement dirigés contre le VIH mais également contre une
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grande variété d’autre antigenes dont des antigenes de la grippe et des auto-antigenes
(146).

Un nombre croissant d’études démontre par ailleurs I’association de I’infection par le
VIH avec une modification du microbiote intestinal (/47—-149). A I'inverse des patients
avec une MICI, les patients infectés par le VIH et non traités ont une diversité globale
augmentée (/47). Les modifications du microbiotes sont corrélées a des marqueurs de
I’inflammation et de progression du VIH, comme I’'IL-6 plasmatique (/48). Guillen et al.
ont quant a eux montré que la dysbiose corrélait fortement au nadir de CD4 plutdt qu’a
d’autres criteres virologiques (/49).

Une des caractéristiques emblématiques du tractus intestinal au cours de 1’infection par le
VIH est la récupération immunitaire incomplete apres traitements antirétroviraux. De
nombreuses modifications survenant au cours de la phase aigué ne récuperent que
partiellement au contraire de ce qui se passe au niveau systémique et des autres organes.
C’est notamment le cas pour le taux de CD4 qui méme apres retour au niveau basal dans

la circulation sanguine, reste bas dans la muqueuse intestinale (140, 150).

L’intégrine a4f7 et la physiopathologie de I’infection par VIH

Pour infecter les cellules de I’hdte, les virus interagissent tout d’abord avec la surface
cellulaire suivi d’un processus d’entrée dans la cellule. Dans de nombreuses infections,
les intégrines peuvent se lier au virus, servant de point d’ancrage pour infecter la cellule
(I151). Bien que l’intégrine a4f7 ne soit pas requise de maniere indispensable pour
I’entrée du VIH, il est bien établi que le virus peut se lier a elle (/52, 153). Cependant,
son implication véritable dans la physiopathologie de [I’infection reste débattue.

L’interaction entre le virus et l’intégrine a4fp7 est médiée par la glycoprotéine de
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I’enveloppe, gp120 (154). La sous-unité gp120 du VIH est faite de 5 régions constantes
alternant avec 5 régions variables selon I’ordre suivant : C1, V1, V2,C2,V3,C3,V4,C4,
V5, C5. Certaines données montrent que c’est la boucle V2 de gpl20 qui se lie a
I’intégrine a4f37. En plus de se lier a I’intégrine, la boucle V2 est une région clé pour le
développement du virus. Elle joue un rdle dans la liaison avec le CD4 et contribue a la
formation du trimere env (/55-157).

Plus qu’une simple interaction Arthos et al. ont montré que le complexe gp120-a4f37
influencgait 1’activation de aL32 sur les lymphocytes T (158). aL32 en plus de médier en
coordination avec a4f37 et CD62L la migrations des lymphocytes vers le GALT (121),
promeut la formation de synapses immunologiques (/59). Des expériences in vitro ont
révélé que la liaison de 047 avec gp120 activait aLf32. CD4 et I’intégrine activée al32
se regroupait a la surface cellulaire avec o4 et gpl20 dans des zones de contacts
cellule:cellule, suggérant un réle dans la formation des synapses virologiques et la
propagation du virus (/58).

Récemment, une étude menée a partir d’une population de femme Sud-Africaines a
risque d’infection par le VIH a montré que les personnes avec une fréquence élevée de
lymphocytes T CD4 o4f7" sanguins avaient un risque accru d’infection,
indépendamment du phénotype global des lymphocytes T et de I’inflammation génitale.
De plus, dans leur étude, Sivro et al. on montré que le taux pré-infection de lymphocytes
T CD4 o4p7" prédisait une progression plus rapide et sévere de la maladie, définie par
I’augmentation de la charge virale plasmatique et la chute des CD4 (160) (figure 6). De
maniere intéressante, les auteurs ont ensuite analysé les caractéristiques virales des

patients infectés. Ils ont noté que les patients infectés par des virus avec la boucle V2
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contenant des motifs P/SDI/V avaient un taux pré-infection de lymphocytes T CD4
a4p7" plus élevé que ceux infectés par des virus avec une boucle V2 ayant les motifs

P/SDI/V (160).
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Figure 6 - Prédiction de la chute des lymphocytes T CD4 sous 500/u1 en fonction du

taux initial des lymphocytes T B7* (D’apres Sivro et al. (160))

Les études menées chez les primates infectés par le SIV testant un traitement par
anti-a4f37

Du fait de ces multiples preuves de 1’implication de 047 dans la physiopathologie du
VIH, des recherches ont été menées analysant 1’effet d’un traitement ciblant a4f7. De

nombreuses études menées chez les primates ont notamment abouti a des résultats tres
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prometteurs. Un traitement anti-o4f37 a montré des effets bénéfiques dans de nombreuses
situations dans I’infection a SIV chez le primate. Tout d’abord, I’intérét a été décrit pour
prévenir I’infection apres instillation vaginale du virus (/61). De plus, dans cette étude,
chez les animaux finalement infectés, le niveau d’ADN viral dans la muqueuse intestinale
était bien inférieur chez ceux ayant regu le traitement anti-a437 (161).

Une étude a évalué 1’effet de 2 perfusions de 1’anticorps monoclonal anti-a4f7 durant la
phase aigué de 'infection par le SIV, transmis par voie intraveineuse. Ansari et al. ont
ainsi montré que bien que I’effet sur la charge viral plasmatique était modeste, il y avait
une forte diminution de I’ADN proviral mesuré dans la muqueuse intestinale. Un impact
sur la mortalité a également était noté (/62). D’autres études ont trouvé un bénéfice a des
stades plus tardifs de 1’infection par le SIV (163, 164). Un traitement par anti-a4f37 a
notamment été investigué en combinaison avec un traitement précoce par antirétroviral.
Byrareddy et al. ont ainsi traité par antirétroviraux des primates infectés par le SIV de
maniere intraveineuse 5 semaines post-infection puis 4 semaines plus tard ont démarré un
traitement par anti-o4f7 (ou IgG pour le group contréle). Les primates ont recu 9
semaines de traitement antiviral qui a été cessé et le traitement par anti-a4f37 (ou IgG) a
été poursuivi. De maniere frappante, les 8 animaux traités ont eu une virémie contrdlée
(basse ou indétectable) apres arrét des traitements antirétroviraux alors que les 7 primates
du groupe contrdle ont tous eu un rebond viral. Le controle virémique a persisté durant
les 3 ans de suivi avec un recouvrement complet du taux de CD4 sanguins et intestinaux
(164). Malgré I’effet spectaculaire dans cette étude, le mécanisme sous-jacent reste a
identifier. Une des différences majeures entre les 2 groupes €tait 1’augmentation des CD4

intestinaux chez les primates recevant I’anti-a4f37, et notamment ’accroissement des
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lymphocytes Th17/22 évoquant une amélioration de 1’intégrité de la barricre intestinale
tout comme la diminution des taux plasmatiques de I-FABP (/64). A partir des mémes
animaux et en utilisant une technique par PET/CT, Santangelo et al. ont ensuite établi que
le nombre de CD4 infectés était diminué précocement au niveau intestinal chez les
animaux traités par anti-a4f7 (163).

En conclusion, ces études menées chez le primate ont montré un impact favorable d’un
traitement par anti-o4f37 pour prévenir la transmission du SIV ainsi que sur les phases
précoces et tardives de I’infection en combinaison avec les antirétroviraux. Cela ouvre

des perspectives pour ’utilisation du vedolizumab au cours de I’infection par VIH.
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OBJECTIFS

1 - Déterminer I’impact du vedolizumab sur le systeme immunitaire intestinal et sur

le réservoir viral chez des patients atteints de maladie inflammatoire chronique

intestinale et infectés par le VIH

2 - Caractériser la réponse immunitaire B dans la recto-colite hémorragique et la

corréler au phénotype clinique
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PARTIE 1 : EFFET DU VEDOLIZUMAB SUR L’IMMUNITE INTESTINALE ET

LE RESERVOIR VIRAL.

Contexte

Les résultats spectaculaires de 1’étude de Byrareddy et al. mené chez les primates (/64)
ainsi que 1’ensemble des éléments présentés précédemment dans I’introduction ont
contribué a un intérét majeur pour l’utilisation du vedolizumab dans le contexte de
I’infection a VIH. Malgré I’efficacité des antirétroviraux, le virus persiste et la charge
virale rebondit apres leur arrét. Ainsi, un des aspects majeurs de la recherche actuel sur le
VIH et de cibler le réservoir viral. L’intestin en est un des principaux sanctuaires. Le
vedolizumab pourrait donc étre utilisé en combinaison avec les antirétroviraux pour
mieux contrler ’infection et le réservoir viral mais aussi pour améliorer un systéme
immunitaire compromis.

Quatre essais cliniques dont 1 mené en France sont actuellement en cours évaluant
I’efficacité d’une stratégie incluant le vedolizumab apres arrét des antirétroviraux chez
des patients avec un VIH chronique.

Cependant, en plus des interrogations quant a son efficacité, il existe également des
préoccupations quant a I’innocuité de ce traitement chez des patients immunocompromis.
Ainsi, en profitant du fait que le vedolizumab soit couramment utilisé dans les MICI,
nous avons généré les premieres données humaines évaluant I’impact du vedolizumab sur
les risques d’effets secondaires, sur I'immunité intestinale et le réservoir viral chez des

patients atteints de MICI et infectés par le VIH.
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PARTIE 2 : CARACTERISATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE B ET

CORRELATION AVEC LE PHENOTYPE CLINIQUE DANS LA RCH.

Contexte

L’échec de I’essai clinique testant le rituximab dans la RCH a éteint I’enthousiasme pour
la recherche sur les lymphocytes B dans les MICI (/07). Cependant, plusieurs études
récentes démontrent une dysfonction humorale au niveau de la muqueuse intestinale.
Certaines ont notamment révélé la présence de sous-types de plasmocytes pathogéniques
(116). Castro-Dopico et al. ont montré que les IgG présents au niveau intestinal lors des
MICI pouvaient accroitre les phénomenes inflammatoires via leur portion FC (/17).

Le but de notre étude était de décrire de manicre extensive les modifications du
compartiment lymphocytaire B aux niveaux sanguin et de la muqueuse intestinale. Nous
avons également appliqué des techniques a 1’échelle unicellulaire (séquengage du geéne de
la chaine lourde de I’'immunoglobuline et single-cell RNA sequencing) pour mieux
caractériser ce compartiment. Enfin, a partir de 3 cohortes indépendantes de patients nous
avons corrélé les modifications constatées au niveau des lymphocytes B avec des

caractéristiques cliniques.
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DISCUSSION

PARTIE 1

Dans cette étude, nous avons fourni les premieres données humaines sur 1’utilisation d’un
traitement par anti-a4f7 au cours du VIH. Tous les patients avaient une activité modérée
de leur MICI avec seulement 1 patient ayant une CRP supérieure a 5 mg/ml (16 mg/ml)
avant initiation du traitement par vedolizumab.

Nous avons ainsi mis en évidence un effet majeur sur les follicules lymphoides
intestinaux et sur les cellules qu’ils contiennent. Cet effet est intéressant dans I’optique de
cibler le réservoir viral car les follicules B peuvent &tre un sanctuaire pour les CD4
infectés qui échappent ainsi aux CD8 n’exprimant pas CXCRS (/65). Cependant, nous
n’avons pas constaté d’impact sur le réservoir viral tant au niveau sanguin qu’au niveau
de la muqueuse intestinale. Cela pourrait étre dii au fait que les patients étaient traités
depuis une longue période par antirétroviraux avec un réservoir viral déja faible.
L’impact du vedolizumab sur le développement du virus pourra mieux étre évalué dans
des études ayant un design incluant I’arrét des antirétroviraux.

Des études complémentaires sont également nécessaires dans le cadre des MICI pour
mieux comprendre le mécanisme sous-jacent ainsi que les conséquences de cet
affaissement des sites inductifs intestinaux. De maniere intéressante et a 1’instar de
Zeissig et al., nous n’avons pas constaté de diminution de la fréquence des lymphocytes T

au niveau de la lamina propria de 1’iléon terminal et du c6lon (/31).
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PARTIE 2

Nous avons ici montré que le phénotype de la lignée cellulaire B était profondément
modifié au cours de la RCH active, a la fois au niveau sanguin et au sein de la muqueuse
colique inflammée. Notamment, le phénotype des plasmocytes est perturbé au cours de
I’inflammation intestinale chronique. Il existe un accroissement de ceux exprimant IgG et
IgATl au détriment de IgA2. De plus, la proportion de plasmocytes a durée de vie courte
est augmentée et celle a longue durée de vie - ayant un réle majeur dans le maintien de
I’homéostasie intestinale - est diminuée. Cela souligne une augmentation du turnover des
plasmocytes colique au cours de la RCH. Au niveau de la circulation sanguine, ceci est
reflété par 1’élévation des plasmablastes exprimant 1’intégrine 7 a tropisme intestinal.
Nous avons ensuite constaté que cette réponse immunitaire B a potentiel pathogénique
était corrélée et pouvait étre influencée par un accroissement de lymphocytes TFH-like
pouvant produire CXCL13. Enfin, nous avons montré que ces modifications notées au
cours de la RCH reflétaient I’activité clinique et pouvaient prédire la survenue de
complications et la réponse aux anti TNF.

Cette étude ouvre la voie au développement de stratégie thérapeutique ciblant cette

réponse B intense et pathologique dans la RCH.
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