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A. LE LUPUS ERYTHEMATEUX DISSEMINE

Le Lupus Erythémateux Disséminé (LED) est une maladie auto-immune systémique, caractérisée par la
production d’auto-anticorps (auto-Ac) dirigés contre des antigenes (Ag) du soi essentiellement
nucléaires, mais également cytoplasmiques ou membranaires. Ces auto-Ac forment des complexes
immuns qui peuvent se déposer au niveau d’organes cibles et ainsi déclencher une inflammation et
des dommages tissulaires. Les symptomes les plus fréquemment observés sont des |ésions cutanées,
une dysfonction rénale ou des arthrites, cependant d’autres organes tels que le cerveau ou les

poumons peuvent également étre atteints.
I Caractérisation du LED

Le LED est une maladie polymorphe et multifactorielle, qui se traduit par une grande diversité des
symptomes. La difficulté a établir un diagnostic a mené I’American College of Rheumatology (ACR) a
proposer en 1992, une liste (révisée en 1997) de critéres biologiques et cliniques de caractérisation du
lupus (Hochberg, 1997). La présence de quatre criteres parmi les onze décrits par I’ACR permet de

classifier la pathologie en tant que LED (Tableau 1).

Critéres Description

Eruptions malaires Eruptions sur le nez, les joues, en forme de papillon

Eruptions discoides Eruptions sous forme de plaques rouges en relief, en forme de

disque
Photosensibilité Réaction & la lumiére du soleil suivie d’éruptions cutanées
Ulcérations orales Présence de plaies au niveau de la bouche
Arthrites Douleurs articulaires, gonflement d’au moins 2 articulations

Inflammation des membranes tapissant les parois des cavités

Sérites thoraciques et cardiaques, accompagnée de douleurs thoraciques
Atteinte rénale Présence persistante de protéines dans les urines
Atteinte neurologique Convulsions ou psychose
Atteinte hématologique Anémie, leucopénie, lymphopénie, thrombopénie
Désordre immunologique Présence d’Ac anti-ADNdb, anti-Sm ou anti-phospholipides
Anticorps anti-nucléaires Présence d’Ac anti-nucléaires a des taux anormaux

Tableau 1. Critéres de I’ACR pour le diagnostic du LED.
Ac anti-ADNdb : Anticorps anti-ADN double brin; Ac anti-Sm : Anticorps anti-Smith




Il. Epidémiologie du LED

Le LED est considérée comme une maladie rare en France. En effet, sa prévalence en 2010 était de
47 cas pour 100 000 habitants et son incidence de 3.32 cas pour 100 000 habitants par an. Parmi les
patients atteints de LED en France, 88% sont des femmes, le plus souvent en age de procréer, a
savoir entre 15 et 40 ans (Arnaud et al., 2014). L'incidence et la prévalence varient également selon
les populations étudiées. En effet, les populations afro-américaines et caribéennes ont une
prévalence importante (jusqu’a 150 cas pour 100 000 habitants) alors que les populations asiatiques
présentent une prévalence plus faible (20 cas pour 100 000 habitants en Chine) (Borchers et al.,

2010).
lll. Les symptomes lupiques

Le LED étant une pathologie systémique, le spectre de manifestations cliniques est tres large. L'atteinte
rénale est 'une des plus sérieuses complications observée chez les patients lupiques. En effet, la
présence de néphrites, retrouvée chez environ 40% des patients lupiques, aboutit trés souvent a une
dysfonction totale du rein (Hanly et al., 2016). Les atteintes les plus fréquemment observées sont les
atteintes cutanées, sous forme de plaques rouges sur la peau, au niveau des zones exposées au soleil
comme le visage, les bras ou le cuir chevelu. Les patients atteints d’un LED souffrent également
régulierement d’arthrites, se traduisant par une raideur et un gonflement au niveau des articulations,
provoquant de vives douleurs. Les différentes atteintes pulmonaires, du systeme digestif, du coeur ou
du systéeme nerveux central observées chez les patients lupiques traduisent bien I’'hétérogénéité de

cette pathologie (La Paglia et al., 2017).

De plus, le LED est une pathologie chronique, caractérisée par I'alternance de phases de crises, ou les
manifestations cliniques sont les plus importantes, et de phases de quiescence, qui sont
asymptomatiques. Afin d’évaluer l'intensité de la maladie, les cliniciens utilisent un score d’activité
appelé SLEDAI (« Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index »). Chaque symptdme observé
chez le patient lupique correspond a une valeur, allant de 1 a 8 selon la gravité du symptome. Le SLEDAI
est alors calculé en cumulant I'ensemble des différentes valeurs relevées le jour de la consultation
(Bombardier et al., 1992) (Tableau 2). Les patients présentant une forte activité, atteignant un score
supérieur ou égal a 6 peuvent ainsi étre discriminés des patients présentant une faible activité, dont
le score est inférieur a 6. Par ailleurs, d’autres scores d’activité sont utilisés en clinique afin de définir

la sévérité (SLAM), I'activité en fonction des traitements (BILAG) ou la chronicité de la maladie (SLICC).

Les variations d’incidences et la diversité des manifestations cliniques du LED peuvent s’expliquer par
la variété de facteurs génétiques, environnementaux, sociodémographiques et socioculturels

impliqués dans le développement de la pathologie.




VALEUR MANIFESTATIONS
8 Convulsion
8 Psychose
8 Atteinte cérébrale
8 Troubles visuels
8 Nerfs créniens
8 Céphalées
8 Arrét Vasculaire Cérébral
8 Vascularite
4 Arthrites
4 Myosite
4 Cylindres urinaires
4 Hématurie
4 Protéinurie
4 Pyurie
2 Alopécie
2 Ulcéres muqueux
2 Pleurésie
2 Péricardite
2 Complément
2 Ac anti-ADN
1 Fiévre
1 Thrombopénie
1 Leucopénie

Tableau 2. Indice d’activité du LED, méthode de calcul du SLEDAI.

Lors du diagnostic, le calcul du SLEDAI (« Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index ») permet
d’évaluer I'activité de la maladie lupique. Les manifestations décrites sont prises en compte si elles sont
présentes le jour de la consultation ou dans les 10 jours précédents. Les scores peuvent varier de 0 a 105,
les patients étant considérés comme présentant un lupus actif lorsque le score dépasse 6.

IV. L’étiologie du lupus

1. Facteurs génétiques

La forte prévalence féminine décrite dans le LED suggere que l'initiation et le développement de cette
pathologie sont soumis a des prédispositions hormonales et génétiques. Cette hypothése est soutenue
par la forte prévalence familiale qui est observée, avec une héritabilité estimée a 44%. Le risque de
développer le LED ainsi que d’autres maladies auto-immunes est augmenté dans les familles possédant
un membre atteint de lupus (Kuo et al., 2015). Cette observation est confirmée par I'augmentation de
ces risques entre jumeaux monozygotes (24-56%) contre 2-5% pour des jumeaux dizygotes (Deapen
et al., 1992). Bien que dans I'ensemble, le LED soit décrit comme une maladie multigénique, un défaut
dans un seul gene peut, dans de rares cas, étre a l'origine du développement de la pathologie (Lo,
2016). Récemment, des genes impliqués dans la réparation de ’ADN (TREX1), dans la détection de
I’ADN (STING), dans I'apoptose (FASLG), ou dans la clairance de ’ADN (DNASE1L3) se sont ajoutés a la
liste des désordres monogéniques associés au LED, liste parmi laquelle on retrouve de nombreux

composants de la voie du complément (Clq, C4...) (Tsokos and Kammer, 2000). Toutefois, le




développement de la pathologie résulte le plus souvent d’'une combinaison de modifications affectant
plusieurs génes, appelés génes de susceptibilité (Figure 1). Grace a I'’émergence des techniques de
séquencage a haut débit et aux études d’association a I’échelle du génome, un nombre important de
genes de susceptibilité du lupus ont été mis en évidence. En effet, ces études permettent d’identifier
des mutations ponctuelles appelées polymorphismes nucléotidiques (SNPs), correspondant a la
modification d’un nucléotide entre le génome d’un individu sain et celui d’'une personne malade. La
majorité de ces polymorphismes sont retrouvés dans des régions non codantes régulant I'expression
de genes impliqués dans des fonctions du systéme immunitaire tres variables. Parmi ces genes, nous
retrouvons des génes clés des voies de signalisation des interférons (IFN) (IRF5, IRF7, STAT4), des génes
codant pour les « Toll-like receptors » (TLR7, TLR8, TLR9), des génes engagés dans la fonctionnalité des
lymphocytes T (LT) (PTPN22, Interleukine- (IL-)10, CD3(), des lymphocytes B (LB) (BLK, LYN) ainsi que
de nombreux autres génes, soulignant ainsi le role du systéme immunitaire inné et adaptatif dans le

développement de cette pathologie (Moulton et al., 2017; Teruel and Alarcon-Riquelme, 2016).
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Figure 1. Les génes de susceptibilité du LED (d’aprés Moulton et al. Trends in Mol Med, 2017)
Cartographie schématique des principaux genes de susceptibilité impliqués dans le développement du
lupus.

La compréhension de I'influence génétique sur le développement du LED est en constante progression.
En effet, avec I'arrivée de nouvelles technologies comme le séquencage nouvelle génération,
également appelé séquencage aléatoire du génome entier ou « RNA-seq », de nouveaux locis associés

au lupus ont été mis en lumiére (Odhams et al., 2017). Ces nouveaux systémes d’analyse ont permis




I'identification de nouveaux génes de susceptibilités tels NADSYN1 (codant pour la « Nicotinamide
Adenine Dinucleotide SYNthétase ») ou TCF7 (codant pour un membre de la famille des « T-Cell
Factor/lymphoid enhancer-binding factor family of high mobility group (HMG) box transcriptional
activators »), et de protéines tronquées, résultats d’épissage alternatif, comme le facteur de
transcription IKZF2, spécifique des cellules T régulatrices (Tregs), par exemple. Ces nouvelles
technologies permettent d’améliorer la compréhension de I'influence génétique sur le développement
du LED et donne I'espoir de développer des traitements adaptés a chaque patient, selon son profil

génétique.

Comme énoncé précédemment, le LED touche particulierement les femmes (dans 90% des cas). Ceci
peut s’expliquer en partie par I'influence importante du chromosome X dans cette pathologie. En effet,
de nombreux genes contribuant a la pathogénése du LED se trouvent sur le chromosome X, comme
CD40 ou les genes codant pour les TLR 7 et 8. En 1977, Kast et al. ont été les premiers a suggérer que
le phénomene appelé inactivation du chromosome X peut jouer un role dans la forte prévalence
féminine dans le LED (Kast, 1977). Ce phénomeéne permet aux individus de sexe féminin, présentant
deux copies du chromosome X, de n’exprimer qu’une moitié de leurs genes. En 1998, il est proposé
gue des jumeaux monozygotes ne développent pas la maladie de maniére similaire car le mécanisme
d’inactivation du chromosome X différent entre les deux individus (Stewart, 1998). Cependant, les
preuves directes d’'un défaut d’inactivation du chromosome X chez les patientes lupiques restent a
démontrer. L’hypothése de I'importance du chromosome X dans la pathogénése du lupus est
cependant soutenue par une étude dans laquelle des souris males manipulées génétiquement pour
exprimer les versions chromosomiques XX, X0, ou XXY présentent une augmentation de la sévérité de

la pathologie lupique (Smith-Bouvier et al., 2008).

Bien que le nombre de genes de susceptibilité associés au LED soit important, la génétique ne peut
étre considérée comme seule responsable du développement de cette pathologie. La méthylation de
I’ADN, des modifications post-traductionnelles au niveau des histones ou certains ARN non codants
sont autant de processus épigénétiques associés au LED. Les phénoménes de méthylation et de
déméthylation de 'ADN sont des mécanismes permettant de réguler la transcription des génes. Il a
été décrit que des génes associés au LED sont spontanément hypométhylés dans les LT CD4" et LB de
patients lupiques, aboutissant a une surexpression de genes tels que CD70, CD40L, ou CD11A (Zhang
et al., 2013). Concernant ce dernier géne, codant pour LFA-1 (« Lymphocyte Function-Associated
antigen-1»), il a été démontré qu’une déméthylation de son promoteur est a l'origine de la
surexpression de cette intégrine, et que cette expression est corrélée avec I'activité de la maladie (Lu
et al., 2002). Récemment, des analyses de méthylation de ’ADN a I'échelle du génome ont mis en

lumiére une hypométhylation de plusieurs genes régulés par les interférons chez les patients lupiques,




expliquant la surexpression d’IRF7 par exemple (Absher et al., 2013; Coit et al., 2013). Ces études
démontrent que I’hypométhylation de I’ADN est un mécanisme impliqué dans la pathogénése du LED

et représente donc une potentielle cible thérapeutique.

Certaines modifications des histones peuvent également étre associées au lupus. En effet, une
hypoacétylation des histones H3 et H4 a été décrite dans des cellules spléniques de souris lupiques
MRL"”"*r (Garcia et al., 2005) et dans des LT CD4*de patients (Hu et al., 2008). De plus, un exemple de
I'importance de ces modifications sur le développement du lupus concerne le défaut fonctionnel de
CREMa, le facteur de transcription responsable du recrutement de HDAC-1 (Histone Deacetylase 1) au
niveau du promoteur du géne codant pour I'lL-17, dans les LT CD4* de patients lupiques. Cette
altération conduit a une augmentation de I'expression de cette cytokine, associée au développement

de la pathologie (Rauen et al., 2011).

D’autre part, I'expression de génes peut étre régulée au niveau post-transcriptionnel par des petits
ARN non codants appelés micro-ARNs (miRNAs). Une expression altérée de certains miRNAs a été
reportée chez les patients lupiques. Par exemple, il a été décrit que I’expression de miR-155 est réduite
dans les PBMCs de patients lupiques juvéniles (Lashine et al., 2015). |l est important de noter que miR-
155 est impliqué dans la régulation de la différenciation et la fonction de nombreuses cellules
immunitaires, notamment en régulant positivement PP2A, phosphatase inhibitrice de la production
d’IL-2. Il a été montré que I'expression de miR-155 est corrélée négativement avec le score d’activité
de la maladie lupique. Par ailleurs, la diminution de I'expression de miR-155 dans les PBMCs est
responsable d’'une augmentation de I'expression de PP2A et d’une réduction de la production d’IL-2
(Lashine et al., 2015). L'expression d’un autre miRNA, miR-146a, qui régule négativement |'expression
des IFN a et B, est également inversement corrélée au score d’activité de la maladie, et participe a la

« signature interféron » observée chez les patients lupiques (Tang et al., 2009).

Ces exemples montrent I'importance des modifications épigénétiques dans le LED et sont autant de

pistes a suivre dans I'élaboration future de stratégies thérapeutiques.

En résumé, ces données soulignent I'importance des prédispositions génétiques dans le
développement de la maladie lupique. Cependant, les modifications épigénétiques, étant bien souvent
influencées par des facteurs environnementaux, prouvent que ce n’est qu’avec la contribution d’autres

facteurs que cette empreinte génétique va contribuer au déclenchement de la pathologie.




2. Les facteurs environnementaux

En 2010, des experts du NIEHS (« National Institute of Environmental Health Sciences ») ont été
chargés de définir une liste des facteurs environnementaux impliqués dans les maladies auto-immunes

(Miller et al., 2012). Ceux dont le role est établi dans le LED sont présentés ci-apres.
a. Régime alimentaire

Quelques études ont fait état d’une influence du régime alimentaire sur l'auto-immunité et
particulierement sur le phénomeéne inflammatoire observé chez les patients lupiques. Il a été montré
gu’un régime relativement faible en protéines mais riche en vitamines, en antioxydants et en acides
gras insaturés confere un effet protecteur contre la dégradation tissulaire et I'activité inflammatoire
(Klack et al., 2012). Ces études suggerent que ces recommandations concernant le régime alimentaire
permettraient d’offrir une meilleure qualité de vie aux patients atteints d’un LED. De plus, il est
désormais établi que le régime alimentaire induit des modifications épigénétiques. Strickland et al. ont
confirmé dans un modéle murin que certains nutriments affectent la méthylation de I’ADN, modulant

ainsi la pathologie lupique et la sévérité de ses symptomes (Strickland et al., 2013).
b. Exposition a la silice

Plusieurs études ont décrit une association positive entre le développement du LED et I'exposition a la
silice dans des populations européennes et nord-américaines (Cooper et al., 2010; Finckh et al., 2006).
L’exposition a des particules de silice touche le plus souvent des personnes habitant des régions
minieres ou d’extraction de matiéres premiéres. Il a été démontré que les facteurs de risque
augmentent lors d’exposition prolongée a la silice. En effet, un ratio de risque a été établi par le NIEHS
et celui-ci passe de 1.6 dans des populations non exposées a la silice, a plus de 10 lorsque les

populations sont en contact permanent avec la silice (Miller et al., 2012).
c. Fumée de cigarette

Les évidences liant le tabagisme et le développement du LED sont multiples. En effet, le risque de
développer la maladie est légerement augmenté chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs
(Costenbader et al., 2004). De plus, ce phénomeéne semble étre maintenu dans le temps, car méme
apres I'arrét de la cigarette, les risques sont plus importants par rapport aux personnes n’ayant jamais
fumé (Ekblom-Kullberg et al., 2013). Le tabagisme semble également jouer un réle sur les symptomes
de la maladie lupique. En effet, les patients fumeurs développent des atteintes cutanées
particulierement séveres telles que des rashs discoides ou une photosensibilité importante, par
rapport aux non-fumeurs (Bourré-Tessier et al., 2013). Différents mécanismes peuvent expliquer le

lien entre tabac et lupus. Les radicaux libres présents dans la fumée, par exemple, interagissent avec




I’ADN, entrainant des mutations et des modifications épigénétiques. D’autre part, certains produits
contenus dans le tabac favorisent le développement des LB auto-réactifs, la production d’Igk ainsi que
la sécrétion de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Arnson et al., 2010). De plus, une étude
menée sur une population japonaise a démontré que I'exposition aux especes réactives de I'oxygene
induite par la cigarette, associée a certains polymorphismes, contribue au développement de la

pathologie lupique (Kiyohara et al., 2012).
d. Les infections virales

Bien qu’il n’existe pas dévidences directes, de nombreux arguments supportent I'hypothése d'un
développement du LED suite a une infection virale (Caza et al., 2014). L’agent infectieux le plus souvent
associé au lupus est le virus d’Epstein-Barr (EBV). En effet, il est décrit que des patients infectés a
plusieurs reprises par EBV présentent un risque élevé de développer un lupus (Parks et al., 2005). Le
mécanisme proposé pour expliquer ce lien est la forte homologie de structure entre EBNA-1 (« EBV-
nuclear antigen 1 ») et I'antigéne Ro, et plus particulierement sa sous-unité p60. La protéine Ro
contient de nombreux épitopes reconnus fréquemment par les auto-Ac chez les patients lupiques (40%
des patients sont séropositifs pour les auto-Ac anti-Ro). Par mimétisme moléculaire, les anticorps
générés contre EBNA-1 lors d’une infection peuvent alors reconnaitre la sous-unité p60 de Ro (McClain
et al., 2005). De plus, de nombreux genes de susceptibilité associés au lupus jouent un réle dans la
réplication d’EBV et dans sa capacité a échapper au systéme immunitaire. Cette observation souligne
I'importance de l'interaction entre facteurs environnementaux et génétiques dans le développement

du LED (Vaughn et al., 2012).
e. Pollution

Certains agents polluants tels que les pesticides ou les polluants organiques persistants sont suspectés
comme étant des facteurs de risques pour le LED. En effet, des souris (NZBXNZW)F1 ou « NZB/W »,
développant spontanément un lupus, qui ont été exposées aux pesticides présentent une aggravation
de la maladie (Wang et al., 2007a). Cependant, malgré une augmentation de la mortalité des patients
atteints d’'une maladie auto-immune systémique parmi les agriculteurs (Gold et al., 2007), les
évidences liant directement I'exposition aux pesticides et le LED sont insuffisantes chez 'Homme. Les
polluants organiques deviennent de plus en plus communs dans I'environnement et leurs effets sur
I'Homme et le systtme immunitaire restent encore a définir. Toutefois, il a été décrit que des
molécules synthétiques appelées polychlorobiphényles (PCBs), ont été retrouvées dans de I'huile de
riz contaminée a Taiwan. Au sein de cette population, la mortalité associée au lupus est augmentée

chez les personnes ayant été contaminées aux PCBs (Tsai et al., 2007).




f.  Exposition aux ultraviolets

Les ultraviolets (UV) sont connus comme étant un facteur environnemental contribuant a I’aggravation
de la maladie lupique. Il est méme suggéré que I'exposition aux UV serait un des facteurs principaux
dans le déclenchement de la pathologie. Les rayons UV jouent un role important dans le LED, en
agissant via plusieurs mécanismes. En effet, une exposition aux UV est a I'origine de nombreuses
modifications moléculaires en stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-
1, I'lL-6 ou le TNFa (Wlaschek et al., 1994; Zandman-Goddard et al., 2012). Par ailleurs, les UV-B ont
été décrits comme des inhibiteurs de la méthylation de I’ADN, favorisant ainsi une augmentation de
I'activité de la maladie lupique chez 'Homme (Wang et al., 2009). Enfin, I'exposition aux UV se
retrouve a l'origine de la production de la vitamine D. Le role de la vitamine D dans le lupus est
controversé. Plusieurs études ont démontré que le niveau de vitamine D est plus faible chez les
patients lupiques (Amital et al., 2010; Kamen et al., 2006), cependant les faibles taux de vitamine D
chez les patients ne sont pas associés a |'activité de la maladie (Kim et al., 2011; Miiller et al., 1995).
Il semble a I’heure actuelle difficile de définir si la diminution de la production de vitamine D représente

une cause ou une conséquence du LED.
g. Médicaments

Le procainamide, un anti-arythmique utilisé dans le traitement médical des arythmies cardiaques, et
I’hydralazine, un relaxant musculaire traitant I’hypertension artérielle, ont été identifiés comme étant
des acteurs favorisant le développement du LED (Yung et al., 1997). En effet, ces molécules induisent
une augmentation de I'expression de LFA-1 (« Lymphocyte Function-Associated Antigen 1 »),
favorisant I'auto-réactivité des cellules T. Plus récemment il a été décrit que d’autres molécules,
comme les inhibiteurs du TNFa ou la minocycline, un antibiotique a spectre large, sont capables
d’induire le développement du LED. Le lupus induit par les médicaments difféere du LED dans ses
manifestations cliniques. En effet, les |ésions au niveau des organes sont moins séveres, les reins et le
systeme nerveux central sont en général peu affectés. Il n’y a que dans le cas des inhibiteurs du TNFa
qgue I'on peut observer une atteinte rénale. Les symptomes les plus fréquemment retrouvés sont des

atteintes cutanées telles que le purpura et des érythémes (Ho et Chauhan, 2017).
h. Hormones

Le ratio impressionnant de femmes affectées par un lupus par rapport aux hommes (ratio de 9 femmes
pour 1 homme) démontre I'importance du genre dans la pathologie. De plus, la prévalence est
maximale pour les femmes en age de procréer, suggérant un role crucial des hormones féminines et
principalement des cestrogenes, mais également de la progestérone ou des prolactines. Afin de

confirmer ces observations, des ovariectomies ont été réalisées chez des souris développant le LED.




L’absence d’ovaires chez ces souris a pour conséquence de limiter le développement de la pathologie
(McCombe et al., 2009). A l'inverse, I'administration d’cestrogénes a des souris males NZB/W induit la
production d’auto-Ac et le développement de néphrites (Gonzalez et al., 2010). Mais comment les
cestrogenes peuvent influencer le développement des pathologies auto-immunes, en particulier le
LED ? Il a été proposé que les cestrogenes protégent les progéniteurs des LB dans la moelle osseuse en
les prévenant de I'apoptose et favorisent la survie des LB en périphérie (Grimaldi et al., 2002). De plus,
cette hormone oriente la réponse immunitaire vers la réponse humorale (Beagley et Gockel, 2003),

favorise I'activation polyclonale des LB et induit la production d’auto-Ac (Kanda et al., 1999).

Le LED représente donc un modele de maladie multifactorielle ou la concomitance de prédispositions
génétiques et de facteurs environnementaux entrent en jeu pour définir la sévérité de la pathologie

chez un individu donné (Figure 2).
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Figure 2. Le LED, une maladie multifactorielle.

Une combinaison de facteurs génétiques, épigénétiques, environnementaux et hormonaux se retrouvent a
I'origine de la rupture de tolérance centrale et périphérique dans le LED. L’hyperactivation du systeme
immunitaire qui en découle conduit a la production d’auto-Ac dont le dépot sous forme de complexes
immuns dans les organes cibles, déclenche une inflammation et provoque des lésions tissulaires. Les
principaux symptomes observés sont une insuffisance rénale, traduite par la présence de protéines dans
les urines, la présence d’éruptions cutanées et le développement d’arthrites.




V. Les manifestations biologiques et immunologiques du lupus

Outre les facteurs cités précédemment, la composante essentielle a la mise en place du LED est bien

évidemment immunologique.
1. Le défaut de clairance apoptotique : un point de départ ?

Le LED est caractérisé par une rupture de tolérance conduisant a la production d’auto-Ac. L'un des
processus central associé au développement de la pathologie est un défaut de clairance apoptotique.
En effet, lors de l'apoptose, les antigénes nucléaires, normalement inaccessibles au systéme
immunitaire, sont exposés dans les corps apoptotiques. Cette étape se retrouve a l'origine de la
libération de molécules nucléaires endogenes, telles que I’ADN, les molécules du complexe du
spliceosome ou les composants ribosomiques... L'ensemble de ces phénomenes va finalement aboutir
a une activation anormale du systeme immunitaire adaptatif dirigée contre des composants du soi,
caractérisée par la production d’auto-Ac pathogenes. Cette description démontre que les systémes

immunitaires inné et adaptatif collaborent et participent en synergie a la pathogénese du lupus.

2. Role de I'immunité innée

a. L'apoptose

L'apoptose est un phénomene de mort cellulaire programmée, participant a I’homéostasie tissulaire.
Dans tout organisme vivant, plusieurs millions de cellules meurent quotidiennement et il est important
que les débris, ainsi que les cellules endommagées ou mortes soient rapidement éliminées. En réponse
a un signal déclenchant I'apoptose, des enzymes appelées caspases sont activées et vont enclencher
le processus en provoquant dans un premier temps une condensation des organelles au sein des
cellules sous forme de bourgeons. Ces bourgeonnements de membrane contiennent du matériel
intracellulaire, notamment nucléaire. Ceci conduit dans un second temps a la formation de corps
apoptotiques phagocytables (EImore, 2007). En condition physiologique, ces débris apoptotiques sont
rapidement et efficacement éliminés par le systéeme immunitaire. C'est lors de cette étape-clé que les
différents facteurs génétiques et environnementaux entrent en jeu chez les patients lupiques. En effet,
les rayons UV, les infections ou la fumée de cigarette par exemple, favorisent la mort cellulaire et
participent au maintien de ces débris apoptotiques dans les tissus. Cette persistance des corps
apoptotiques stimule la réponse inflammatoire, activant notamment les récepteurs de I'immunité

innée comme les TLRs, et induit une forte production d’IFN de type | (Figure 3).

Les évidences suggérant un défaut de clairance apoptotique dans le LED sont nombreuses. En effet, il
a été reporté que 'activité phagocytique des macrophages de patients lupiques est réduite (Herrmann

et al., 1998; Svensson, 1975). De plus, les cellules souches hématopoiétiques de patients lupiques




présentent une faible capacité a se différencier en macrophages (Mufioz et al., 2010). Enfin, le défaut
de clairance apoptotique serait a I'origine d’une accumulation de matériel nucléaire dans les centres
germinatifs (CG), d’ou il est absent en condition physiologique, et de potentiels auto-Ag dans les
organes lymphoides secondaires (OLS) de patients lupiques (Baumann et al., 2002), favorisant ainsi la

génération de LB auto-réactifs et le développement de la pathologie.
b. La NETose

Les neutrophiles sont les principaux et les plus nombreux acteurs du systéme immunitaire inné. lls
s’accumulent rapidement dans les tissus afin de prévenir I'invasion d’agents pathogenes tels que les
bactéries ou les champignons. De plus, les neutrophiles possedent une capacité a phagocyter, a
produire des cytokines ainsi qu’a former des NETs (« Neutrophils Extracellular Traps »). Ces NETs,
découverts en 1996, sont des projections de matériel nucléaire (ADN, chromatine) reldchés suite a la
décondensation de la chromatine (Takei et al., 1996). Ce phénomeéne conduit a une forme de mort
cellulaire appelée NETose (Delgado-Rizo et al., 2017). L’exposition extracellulaire d’Ag nucléaire a
rapidement indiqué la NETose, comme une potentielle source d’auto-Ag dans les maladies auto-
immunes. Dans le LED, il a été démontré que des neutrophiles infiltrent les tissus inflammés comme la
peau ou les reins de patients lupiques, et favorisent la rupture de tolérance en mourant par le
phénoméne de NETose (Smith and Kaplan, 2015). De plus, les neutrophiles sont tres sensibles aux
forts taux d’IFN-a, produits par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) de patients lupiques
activées par la présence de complexes immuns (Blanco et al., 2001). De maniére identique a
I’apoptose, a la suite de la NETose, I'élimination des débris cellulaires est mise en place en condition
physiologique. Pour ce faire, la DNase |, enzyme présente dans le sérum, est nécessaire afin d’éliminer
efficacement les NETs. Une étude a démontré que ce mécanisme de clairance est défectueux chez les
patients lupiques. En effet, certains patients présentent un taux sérique anormalement élevé
d’inhibiteurs de DNase |, alors que pour un autre groupe de patients, la présence d’auto-Ac protege

les NETs de la dégradation par la DNase | (Hakkim et al., 2010).

En résumé, les NETs et les corps apoptotiques, en cas d’élimination défectueuse constituent des

sources d’auto-Ag, favorisant ainsi la rupture de tolérance et I'activation de LB auto-réactifs (Figure 3).
c. Lasignature IFN-a

L'IFN-a est une cytokine produite en réponse a un nombre important d’infections virales. Cette
molécule est principalement produite par les pDCs (Siegal et al., 1999). Des taux élevés d’'IFN-a dans
le sérum de patients lupiques ont été mis en évidence pour la premiéere fois en 1982 par Preble et al.
(Preble et al., 1982). Par la suite, il a été décrit que la présence de complexes immuns active les pDCs,

et induit une production excessive d’IFN-a par ces dernieres (Lovgren et al., 2004). La preuve de




I'implication de I'IFN-a dans le développement de la pathologie a été démontrée dans un modele
murin spontané de lupus, la souris NZB/W. En effet, des souris NZB/W traitées avec de I'IFN-a
produisent rapidement (10 jours apres le traitement) des auto-Ac anti-ADN et la survie de ces souris
est fortement réduite, de par des glomérulonéphrites importantes notamment, par rapport aux souris
NZB/W non traitées (Mathian et al., 2005). A l'inverse, des souris lupiques déficientes pour le
récepteur aux IFN de type | vivent plus longtemps et présentent une réduction des marqueurs
biologiques et cliniques de la maladie (Santiago-Raber et al., 2003). Chez I’'Homme, des analyses
comparatives du génome entier ont mis en évidences que sur 47 variants génétiques associés au LED,
27 d’entre eux sont directement liés a la production ou a la signalisation de I'lIFN-a (Bronson et al.,
2012). De plus, il a été constaté que des patients atteints de certaines tumeurs ou présentant des
infections hépatiques traités a I'aide d’IFN-a recombinant présentent un risque important de

développer un LED (Crow and Kirou, 2004).
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Figure 3. Le role de 'immunité innée dans le développement du LED (adapté de Liu et al., 2012).

La reconnaissance d’acides nucléiques par les cellules du systéme immunitaire inné (pDCs principalement) est
médiée par différents mécanismes. Le défaut de clairance des corps apoptotiques et des NETs contribue a la
reconnaissance du matériel nucléaire par les auto-Ac. Les complexes immuns sont alors reconnus par les cellules
du systeme inné exprimant les récepteurs au Fc des Ig (FcR). Les complexes immuns, ainsi que les débris
apoptotiques phagocytés vont étre reconnus par différentes molécules dont les TLRs, ou le complexe de
I'inflammasome. Tous ces mécanismes favorisent la mise en place de la « signature IFN-a » observée dans le LED,
ainsi qu’a la production de cytokines pro-inflammatoires. L'immunité innée initie les phénomenes
inflammatoires et contribue également a activer le systeme immunitaire adaptatif.




Toutes ces observations confirment que des taux anormalement élevés d’IFN-a peuvent participer a
une rupture de tolérance périphérique, et jouer un réle important dans la génération d’auto-Ac

pathogenes.
d. Les Toll-Like Receptors

Les TLRs sont des récepteurs, membranaires ou intracellulaires, appartenant au systéme immunitaire
inné, reconnaissant des motifs particuliers présents a la surface de nombreux pathogenes, les PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns). De par leur capacité a reconnaitre des acides nucléiques
endogenes, il a été démontré que les TLRs jouent un rdéle important dans le développement du LED,
aussi bien chez 'Homme (Lech and Anders, 2013) que dans des modeles murins (Patole et al., 2007)

(Figure 3).

L'internalisation de complexes immuns contenant de I’ADN et de I’ARN activent respectivement la voie
du TLR9 et du TLR7, se retrouvant ainsi a 'origine de la sécrétion d’IFN-a par les pDCs qui expriment
ces deux récepteurs (Sasai et al., 2010 ; Lau et al., 2005). Cette observation est confirmée par
I"augmentation de I’expression d’ARNm de TLR7 et TLR9 dans le sérum de patients lupiques par rapport
aux individus sains, corrélée positivement a I'expression d’IFN-a chez ces patients (Lyn-Cook et al.,
2014). L'implication du TLR7 dans le développement de la pathologie a été démontrée dans des souris
lupiques BXSB possédant la mutation Yaa (« Y-linked autoimmune acceleration »). Ces souris
possedent plusieurs copies d’'un nombre important de génes, incluant le géne codant TLR7. La
surexpression de TLR7 est d’ailleurs a I'origine du phénotype auto-immun observé chez ces souris
(Subramanian et al., 2006), et une inhibition de la signalisation de TLR7 chez ces souris diminue la
production d’auto-Ac (Kono et al., 2009). Cette observation a été confirmée dans d’autres modeéles
murins. En effet, des souris lupiques MRLP”®" déficientes pour le TLR7 présentent une amélioration
des symptomes lupiques, une diminution de la production d’auto-Ac ainsi qu’une plus faible activation
lymphocytaire (Christensen et al., 2006). Par ailleurs, la production d’IFN-a est dépendante du TLR7
dans un modele de lupus induit par le pristane (Lee et al., 2008). Les données concernant I'implication
du TLR9 sont plus controversées. En effet, bien que le TLR9 semble indispensable a la génération
d’auto-Ac (Christensen et al., 2005), la délétion du TLR9 dans des modeéles murins de lupus ne diminue
pas le développement de la pathologie comme attendu, mais au contraire, accentue les symptémes
(Christensen et al., 2006). Ces résultats suggérent un réle protecteur du TLR9 chez la souris. Un des
mécanismes pouvant expliquer cet effet concerne la capacité du TLR9 a réduire la production d’auto-
Ac anti-ARN dépendante du TLR7 (Desnues et al., 2014; Nickerson et al., 2010). Chez 'homme, les
niveaux d’expression de TLR9 sont élevés sur de nombreux types cellulaires chez les patients lupiques,

et corrélent avec la production d’auto-Ac anti-ADN (Papadimitraki et al., 2006). Cependant, les LB et




les cellules dendritiques (DCs) de patients lupiques présentant une pathologie active sont
hyposensibles a la stimulation du TLR9 via son ligand CpG-ODN (Zorro et al., 2009). Ces résultats
démontrent que de plus amples études sont nécessaires afin de comprendre le role précis de TLR9
dans le développement du LED. Il est intéressant de noter que I’hydroxychloroquine, molécule tres
largement utilisée dans le traitement du lupus est un antagoniste des TLR7, 8 et 9, expliquant en partie
I’efficacité de ce traitement sur I'amélioration des symptémes. TLR7 et TLR9 ne sont cependant pas les
seuls TLRs a avoir été décrit pour leur implication dans le LED. En effet, les TLR 2, 3, 4, 5 et 8 jouent
également un role dans la pathogénése lupique, de maniére directe comme le TLR8 reconnaissant les
molécules d’ARN ou de maniére indirecte, les autres TLRs étant impliqués dans la signature IFN-a via
leur association avec la protéine adaptatrice MyD88 (Wu et al., 2015).

Au regard de ces études, il apparait évident que le systeme immunitaire inné n’est pas uniquement a
I'origine de l'inflammation décrite dans le LED, mais participe continuellement a |'activation du
systeme immunitaire adaptatif, systeme parmi lequel on retrouve les effecteurs principaux de la

pathologie.

3. Role du systéme immunitaire adaptatif

a. Lelupus :une maladie B

Les modéles murins de lupus et les patients lupiques présentent de profondes et sévéres anomalies
des LB, parmi lesquelles on retrouve une lymphopénie paradoxalement associée a une hyperactivité
de ces cellules. Il est admis que les LB se retrouvent au centre de la pathogéneése du lupus de par leur
capacité a produire des auto-Ac. En effet, la suppression des LB de souris NZB/W protége ces souris du
développement du lupus (Cerny et al., 1987). De plus, le transfert de cellules B de souris NZB/W a des
souris immunodéficientes SCID (« Severe Combined ImmunoDeficiency »), génere un syndrome
lupique dans ce modele (Reininger et al., 1992). Si les LB sont considérés comme essentiels dans le
développement du LED, c’est par leur capacité a reconnaitre des Ag du soi, via leur BCR. En condition
physiologique, les LB auto-réactifs sont éliminés par différents processus, appelés mécanismes de
tolérance. Deux phénomenes de tolérance au soi sont a distinguer : |la tolérance centrale, prenant
place dans la moelle osseuse et la tolérance périphérique, dans les OLS, plus particulierement dans la
rate. Dans la moelle osseuse, les cellules B immatures possédant une forte affinité pour les Ag du soi
sont éliminées par délétion clonale, par anergie, ou en subissant un réarrangement de leur BCR
(Halverson et al., 2004). Dans la rate, une sélection négative similaire a celle opérée dans la moelle
osseuse permet d’éliminer les LB auto-réactifs ayant échappé a la tolérance centrale. Cette sélection
est réalisée sur des cellules B au stade transitionnel (Carsetti et al., 1995). Dans la moelle osseuse, le

principal mécanisme de tolérance est un réarrangement du BCR également appelé « editing ». Il a été




décrit que chez la souris MRLP7/"", cette capacité a réarranger le BCR des cellules B auto-réactives est

réduite, favorisant la fuite des LB auto-réactifs en périphérie chez ces souris (Lamoureux et al., 2007).

Nous avons vu précédemment que de nombreux génes de susceptibilité sont associés au LED. Parmi
eux, sont retrouvés des alléles associés a la signalisation du BCR comme par exemple, BLK (« B
Lymphocyte Kinase »), CSK (« C-terminal Src Kinase ») ou PTPN22 (« Protein Tyrosine Phosphatase
N22 ») (Suurmond et al., 2016). Un défaut d’expression de ces genes, a I'exception de PTPN22, conduit
a une hypersensibilité du BCR ainsi qu’a une activation anormale des LB. Une altération de la
signalisation de PTPN22, une tyrosine phosphatase, favorise la déphosphorylation des voies de
signalisation associées au BCR, diminuant ainsi la tolérance centrale des LB immatures (Arechiga et al.,
2009). Par ailleurs, il a été démontré que les kinases Syk et Btk, responsable de I'activation des voies
de signalisation du BCR ainsi que des voies JAK/STAT, possédent une activité anormalement élevée
dans les LB de patients lupiques par rapport aux individus sains, contribuant ainsi a leur hyperactivation
(lwata and Tanaka, 2016). Récemment, il a été démontré qu’une régulation altérée de PTEN
(« Phosphatase and TENsin homolog »), protéine régulant le BCR en inhibant son activité PI3K
(«Phospholnositide 3-Kinase ») , contribue a I'hypersensibilité des LB chez les patients lupiques (Wu et
al., 2014). Dans cette étude, I’équipe de Peter Lipsky a démontré que la régulation anormale de PTEN
est due a une surexpression de microARNs comme le miR-7 chez les patients lupiques. Il en résulte une

diminution de I'expression de PTEN, ce qui favorise I’activation des voies du BCR.

Le défaut de tolérance centrale devrait, en condition physiologique, étre compensé par les
mécanismes de tolérance périphérique. Cependant, chez les patients lupiques, une accumulation de
LB auto-réactifs entre I'état transitionnel et I’état mature est observée par rapport aux individus sains
(Yurasov et al., 2005). L'une des explications a ce maintien de LB auto-réactifs chez les patients est la
présence anormalement élevée d’une cytokine de survie appelée BAFF ou B-Lys (« B-cell activating
factor » ou « B Lymphocyte Stimulator »). Cette cytokine, de la famille des TNF, est spécialisée dans le
maintien des LB périphériques lors du passage du stade transitionnel au stade mature. L'interaction
de BAFF avec ses différents récepteurs, présents a la surface des LB, induit directement la
phosphorylation de Syk et de ce fait, I'activation des voies associées au BCR (Schweighoffer et al.,
2013). Toutefois, la production excessive de BAFF décrite chez les patients lupiques, n’est pas
seulement a I'origine du maintien des LB périphériques. En effet, il a été démontré que cet événement
favorise également la génération d’organes lymphoides tertiaires au sein de tissus tel que le rein,
contribuant ainsi au développement de néphrites lupiques (Kang et al., 2017). Chez les patients
lupiques, le profil d’expression de BAFF et de ses récepteurs est associé aux différentes classes de
néphrites lupiques. En effet, de forts taux de BAFF sont mesurés au sein des glomérules de patients

présentant des néphrites dans lesquelles on observe une forte prolifération (classes lll et IV), alors que




son niveau d’expression est faible dans les néphrites de classe Il (Suso et al., 2017). Tous ces résultats
démontrent que BAFF joue un rdle crucial dans la tolérance périphérique, et qu’une surexpression de
BAFF contribue au développement de I'auto-immunité. Un autre mécanisme de sélection a lieu en
périphérie, sélection positive cette fois-ci. Dans les CG des OLS, les LB de faible affinité sont éliminés
par apoptose. Chez les patients lupiques, de nombreuses cellules B auto-réactives sont retrouvées au
sein des centres germinatifs, alors qu’elles sont exclues de ces structures chez les individus sains
(Cappione et al., 2005). Il est important de noter que la sélection positive des LB est le dernier
mécanisme de tolérance périphérique précédant la différenciation des LB en plasmocytes, cellules

capables de produire les auto-Ac.

Un des paradoxes de la pathologie lupique est que les LB sont au centre de la pathologie, bien que leur
fréquence soir fortement diminuée. En effet, la lymphopénie des LB est un phénomene fréquemment
observé chez les patients lupiques, et ce, méme en absence de traitements. De plus, les patients
atteints d’'une pathologie active présentent une profonde modification de la distribution des
différentes sous-populations de LB. En effet, il a été décrit une augmentation de la fréquence des LB
transitionnels (CD19*CD24"CD38"), mémoires switchés (CD197CD27*IgD’), mémoires double négatifs
(CD19*CD2771gD’), des plasmablastes (CD19*CD27"1gD") et des plasmocytes
(CD199mCD27"CD138*CD20°) (Odendahl et al., 2000; Wei et al., 2007). De plus, il a été décrit que
certains LB transitionnels sécrétant de I'lL-10 présentent un défaut fonctionnel et n’exercent plus leurs
fonctions régulatrices (Blair et al., 2010). La reconnaissance excessive des cellules apoptotiques,
phénoméne participant a la rupture de tolérance initiale, est principalement due a la présence dans le
sérum de patients lupiques, d’Ac spécifiques de la pathologie, a savoir les Ac monoclonaux d’idiotype
9G4. Il a été démontré que la fréquence de LB 9G4* est élevée chez les patients lupiques et correle
avec I'activité de la maladie (Isenberg et al., 1998). Ces modifications associées a une hyperactivation
des LB sont a 'origine de la production anormale d’auto-Ac par les LB auto-réactifs.

Les auto-Ac, produits par les plasmocytes, sont les principaux effecteurs de la pathologie lupique. En
effet, ces molécules vont interagir avec les auto-Ag et former des complexes immuns. Ces complexes
immuns peuvent se déposer dans les différents tissus et recruter les molécules du complément. Ces
phénoménes vont alors promouvoir la mise en place d’'un contexte inflammatoire et favoriser les
|ésions tissulaires observées dans différents organes (Diamond et al., 2011). Il est acquis que les auto-
Ac sont principalement dirigés contre le matériel nucléaire dans le LED, cependant, leur spécificité est
variée. Les auto-Ac dirigés contre I’ADN sont les Ac les plus fréquemment retrouvés chez les patients.
En effet, 50 a 70% des patients lupiques possédent des Ac anti-ADN double brin en circulation. La
présence de ces Ac constitue méme I'un des marqueurs les plus communément recherchés pour le

diagnostic du LED (Pisetsky, 2000). D’autres auto-Ac ciblant la protéine Smith (Ac anti-Sm), les




ribonucléoprotéines (Ac anti-RNP), les protéines Ro et La (Ac anti-SSA ou —SSB) ou bien dirigés contre
la protéine Clqg du complément sont également caractéristiques de la pathologie (Maddison et al.,
1979; Mannik et al., 2003). Il est intéressant de noter que tous les auto-Ac ne sont pas impliqués dans
la mise en place d’un contexte inflammatoire. En effet, les auto-Ac ciblant la cardiolipine prédisposent
les patients a la thrombose alors que certains auto-Ac anti-Ro participent a la mise en place du lupus
néo-natal (Tomer et al., 1993).

L'ensemble de ces résultats décrivent un réle central des LB dans le développement de la pathologie

lupique, de la rupture de tolérance initiale a la production d’auto-Ac pathogenes.
b. Importance des LT dans la pathogéneése du lupus

La maladie lupique est souvent — a juste titre — considérée comme une « maladie B », de par la forte
pathogénicité des auto-Ac. Cependant, un nombre important d’études ont prouvé que les LT jouent
également un role prépondérant dans la pathologie, notamment en apportant I'aide nécessaire aux

LB.

En déplétant les LT totaux d’un modeéle de souris lupique NZB/W, Wofsy et al. ont montré une
amélioration de plusieurs symptémes cliniques et un prolongation de leur durée de vie (Wofsy and
Seaman, 1987). De plus, par rapport aux individus sains, les LT isolés de patients lupiques présentent
un phénotype anormal et une fonctionnalité altérée. En effet, le récepteur spécifique des LT, les voies
de signalisation, la distribution des différentes sous-populations et leur réponse a la stimulation
présentent des altérations chez les patients lupiques en comparaison des individus sains.

Le TCR est un complexe reconnaissant I’Ag présenté par le CMH présent a la surface de cellules
présentatrices d’Ag. Le TCR est lui-méme associé a la molécule CD3, qui contient une série de
séguences pouvant étre phosphorylées, permettant la transduction du signal aprés reconnaissance de
I'Ag (Bentley and Mariuzza, 1996). La phosphorylation de ces séquences, appelées ITAM
(« ImmunoTyrosine based Activation Motifs »), quelques instants apres l'interaction TCR-peptide-
CMH, active d’autres molécules considérées comme les premiers messagers de la voie du TCR telles
que la chaine T du TCR et ZAP-70 (« Zeta-chain-Associated Protein 70 ») (Weiss and Littman, 1994). ||
existe un autre acteur essentiel dans I'activation du TCR suite a la reconnaissance de I’Ag par la cellule
T : les radeaux lipidiques. Ce sont des microdomaines membranaires, riches en sphingolipides et en
cholestérol, associés a de nombreuses molécules de signalisation telles que Lck (« Src family
Lymphocyte kinase »), qui active la chaine { du TCR, mais aussi LAT (« Linker of Activation in T cells »),
qui active les voies de signalisation associées au TCR ou encore de nombreuses molécules de co-
stimulation comme CTLA-4 (Kabouridis and Jury, 2008; Krishnan et al., 2004). Par ces différents

mécanismes, la reconnaissance de I’Ag par le TCR active trois voies de signalisation distinctes : la voie




des MAP kinases qui a pour finalité d’activer le facteur de transcription AP-1, la voie NF-kB et la voie
calcique qui conduit a I'activation de NFAT (« Nuclear Factor of Activated T cells »). La résultante finale

est la production d’IL-2 par les LT et leur activation en réponse a la reconnaissance de I'Ag (Figure 4).
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Figure 4. La voie de signalisation du TCR est altérée chez les patients lupiques (inspiré de Moulton et al.
Arthritis Research & Therapy, 2011).

Lors d’une activation du TCR, les molécules activatrices telles que Lck et LAT, présentes dans les radeaux
lipidiques sont recrutées a proximité du TCR. Ce recrutement déclenche la cascade de signalisation du TCR
représentée par la chaine T du TCR et ZAP-70. Cette activation accompagnée d’'une augmentation des flux
calciques intracellulaires activent différents facteurs de transcription conduisant a la production finale d’IL-
2. Chez les patients lupiques, de nombreux mécanismes sont défectueux. Les radeaux lipidiques sont pré-
agrégés, une expression anormale du FcyR induit le recrutement de Syk au TCR et les flux calciques sont
augmentés. De plus, une dérégulation de I'expression de CREMa, facteur de transcription réprimant
I’expression d’IL-2 est observée chez les patients lupiques. Tous ces mécanismes altérés contribuent a
I’hyperactivation des LT, associée a une faible production d’IL-2.

Il a été décrit que les LT de patients lupiques présentent des modifications structurelles et
fonctionnelles de leur TCR et des voies de signalisation associées a ce récepteur par rapport aux
individus sains. La modification majeure est un remplacement de la chaine { du TCR par son
homologue, la chaine y du récepteur au Fc (FcyR) conduisant au recrutement de Syk (« Spleen Tyrosine
Kinase ») a la place de ZAP-70. L'affinité de I'interaction FcyR-Syk est 100x plus forte que celle de la
chaine T du TCR-ZAP-70, augmentant l'intensité des signaux intracellulaires (Nambiar et al., 2003a). Il

en résulte un accroissement des flux calciques et une diminution de la production d’IL-2 par les LT




lupiques (Nambiar et al., 2003b). De plus, il a été décrit chez 'Homme et dans un modele murin de
lupus, que les radeaux lipidiques de patients atteints d’'un LED sont pré-clusterisés, indiquant que les
cellules T sont « préparées » a I'activation (Deng and Tsokos, 2008; Jury et al., 2004). De maniere
intéressante, il a été montré que CTLA-4, un récepteur co-inhibiteur contrélant la formation des
microdomaines, est exclu de ces entités et est de ce fait incapable d’assurer leur dissociation (Jury et
al., 2010). Les agrégats de radeaux lipidiques jouent un role important dans I'état d’activation anormal
observé dans les LT de patients lupiques. En effet, des LT cultivés ex vivo en présence de drogues
dissociant les radeaux lipidiques (atorvastatine ou miglustat), présentent un profil d’activation
comparable a celui observé chez les individus sains (Jury et al., 2006; McDonald et al., 2014). Enfin,
I’expression de plusieurs molécules co-activatrices telles que CD40L et ICOS (« Inducible T Cell
COStimulator ») est augmentée a la surface des LT CD4" de patients lupiques par rapport aux individus
sains, favorisant ainsi I’hyperactivation de ces cellules (Kow and Mak, 2013; Kyttaris et al., 2007)
(Figure 4).

Il est important de noter qu’en plus d’une forte perturbation des propriétés intrinséques des LT de
patients lupiques, la distribution des différentes sous-populations de LT CD4* peut également se
retrouver profondément modifiée. En effet, on retrouve chez les patients présentant un lupus actif
une augmentation de la fréquence des Ty17 qui est associée a une diminution de la fréquence des
Tregs (Koga et al., 2017). Cette altération de la balance Ty17/Tregs peut expliquer I'augmentation de
la production d’IL-17 par les cellules Tyl7, production inversement corrélée a la production d’IL-2
(Laurence et al., 2007). Cette faible production d’IL-2 chez les patients contribue a la diminution de la
fréquence et de I'activité suppressive des Tregs chez les patients lupiques. Deux études ont récemment
apporté plus de précisions sur la dérégulation de la balance Ty17-Tregs. En effet, il a été décrit dans un
modeéle murin de lupus qu’une diminution de I'expression de miR-200a-3p est impliquée dans la
diminution de la production d’IL-2 en ciblant CtBP2 (« C-terminal Binding Protein 2 ») (Katsuyama et
al., 2017). Chez 'Homme, il a été démontré que I'activité de la serine/thréonine phosphatase PP2A est
fortement augmentée au sein des LT de patients lupiques, augmentant ainsi I'expression de CREMa
(«cAMP Response Element Modulator-alpha »), qui limite la production d’IL-2 et favorise la production
d’IL-17 (Kyttaris et al., 2006; Sharabi et al., 2017).

Bien qu’il existe plusieurs études décrivant I'implication des Tregs dans des modeles murins (Chavele
Ehrenstein 2011 FEBS Letter), les données disponibles pour 'Homme sont plus réduites. Dans un
premier temps, plusieurs équipes ont démontré une diminution du nombre de Tregs chez 'Homme
par rapport aux individus sains (Lyssuk et al., 2007; Scalapino et al., 2006). Cependant, I'analyse de la
fonctionnalité des Tregs dans le LED a démontré des résultats contradictoires. L'implication des Tregs

dans le développement du LED sera discutée dans la partie B. IlI. 1.




D’autres populations de LT présentent une modification de leurs fonctions chez les patients
lupiques. Les cellules T folliculaires auxiliaires (Ten), en aidant les LB a se différencier, semblent jouer
un réle dans le développement de la pathologie (cf. Partie B). Par ailleurs, plusieurs études ont étudié
I'implication des LT CD8* chez les patients lupiques. Il apparait que la fréquence des LT CD8" activés est
augmentée chez les patients lupiques et correle avec I'activité de la maladie (Blanco et al., 2005). Cette
augmentation concerne principalement les LT CD8* mémoires exprimant faiblement le récepteur a I'lL-
7 (Kim et al., 2012). Une population particuliere de LT CD8*, possédant des fonctions suppressives (cf.
Partie B.), appelés LT CD8" régulateurs, possedent également des capacités inhibitrices réduites chez
les patients lupiques (Filaci et al., 2001). Cette altération des fonctions suppressives chez les patients
lupiques a été confirmée par une étude qui met en évidence des LT CD8* régulateurs n’exprimant pas
CD28, sécrétant du TGF-B et de I'IlL-10. Ces cellules possedent une capacité réduite a inhiber

I’activation des Ty, ce qui favorise leur hyperactivation (Tulunay et al., 2008).

En résumé, les combinaisons extrémement complexes des facteurs prédisposant a la mise en place du
processus pathologique associées a des anomalies phénotypiques et fonctionnelles du systéme

immunitaire, inné et adaptatif, participent en synergie au développement du LED (Figure 5).

VI. Les traitements du lupus

L’hétérogénéité de la pathologie du LED rend cette maladie particulierement compliquée a traiter. La
recherche de traitements spécifiques et I'amélioration de la qualité de vie des patients représentent

des challenges particulierement excitants.
1. Les traitements actuels

La premiere ligne de traitement du LED est une phase de prévention. En effet, en diminuant les facteurs
de risque, comme le tabac par exemple, il est possible de prévenir les risques de déclencher une
poussée de symptomes lupiques. Afin de traiter le lupus, historiguement, les cliniciens utilisent des
molécules réduisant I'inflammation et des traitements immunosuppresseurs. Ces thérapies sont peu
spécifiques et leur large spectre d’action est a I'origine de nombreux effets secondaires (Davis and
Reimold, 2017). Parmi ces traitements sont retrouvés des traitements anti-inflammatoires
(stéroidiens ou non), des immunosuppresseurs, des immunomodulateurs et depuis quelques années,

des biothérapies :
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Figure 5. Pathogénése du LED.

Un défaut de clairance apoptotique associé a un excés de NETose se retrouve a I'origine de la rupture de
tolérance au soi. Les auto-Ac reconnaissent le matériel nucléaire, et forment des complexes immuns qui
vont favoriser I'activation des pDCs et du systeme immunitaire inné. Une production anormalement élevée
d’IFN de type | va alors contribuer a générer la « signature IFN-a », créant un environnement favorable a
I’activation des DCs. Une fois activées, ces cellules vont produire de nombreuses cytokines parmi lesquelles
BAFF, qui va favoriser la survie des LB auto-réactifs, I'lL-21, cytokine permettant la génération des T, ou

I'IL-17, qui va orienter la balance T,17/Tregs en faveur des T 17. L'ensemble de ces phénomenes favorise

la différenciation des LB en plasmocytes, cellules sécrétrices d’auto-Ac. Ces auto-Ac vont former des
complexes immuns, initiant ainsi le cycle de pathogénese lupique.




e Traitements anti-inflammatoires :

Anti-inflammatoires Non Stéroidiens (AINS): Ce traitement peut soulager la douleur, bien qu’il soit

souvent insuffisant. Des effets secondaires, au niveau rénal notamment, contre-indiquent bien
souvent 'utilisation des AINS (notamment de I'ibuproféne) dans le traitement du LED.

Corticostéroides (CS) : L'utilisation des CS (« Cortancyl ») dont le nombre de cibles est important est le

traitement le plus communément utilisé. En effet, les CS diminuent la production de cytokines pro-
inflammatoires et réduisent le nombre et I'activation des LT, des monocytes et des macrophages. Ce
traitement réduit également I'inflammation en diminuant la perméabilité endothéliale et la production
de molécules d’adhésion. Cependant, le mode d’action des CS dépend du dosage donné aux patients,
dosages devant régulierement étre réajustés (Kasturi and Sammaritano, 2016).

e Anti-paludéens de synthese (Hydroxychloroquine (HCQ, « Plaquénil »), chloroquine,

nivaquine) :

Les traitements anti-paludéens ont prouvé leur efficacité dans le LED. lls possedent différents modes
d’action. En effet, ce sont des traitements immunomodulateurs, anti-thrombotiques et
hypolipémiants. Ces drogues modifient le pH endosomal, diminuant ainsi la présentation antigénique.
IIs sont également capables de réduire I'expression de certains TLRs tel que le TLR9. Comme les CS, le
dosage de ce traitement est important pour obtenir une efficacité maximale (Sibilia and Pasquali,
2008).

e Traitements immunosuppresseurs :

Cyclophosphamide (« Cytoxan ») : Le cyclophosphamide est un traitement immunosuppresseur qui

diminue la synthése d’ADN et donc bloque la prolifération cellulaire. Comme pour tous les traitements
immunosuppresseurs, I'utilisation du cyclophosphamide se retrouve a I'origine de nombreux effets
secondaires tels que les infections, lymphomes et nausées.

Azathioprine (AZA « Imuran ») : L’utilisation de ce traitement immunosuppresseur est préconisée pour

les patients lupiques avec des atteintes rénales. De plus, ce traitement permet la réduction des doses
de CS administrées aux patients. Cependant, les premiers effets positifs sont observés entre 6 et 12
semaines apres le début du traitement, accompagnés de certains effets secondaires tels que des
nausées, des douleurs abdominales et son utilisation sur le long terme augmente les risques de
développer un cancer.

Mycophénolate Mofétil (MMF, « Cellcept »): Le MMF est une drogue immunosuppressive

fréquemment utilisée lors de transplantation d’organes chez ’'Homme. L'utilisation de cette molécule
inhibe la prolifération des LT et des LB en inhibant la synthése de guanosines de novo, étape essentielle
de la synthése d’ADN dans les lymphocytes.

Cyclosporine (« Neoral ») : L’administration de ce traitement réduit l'inflammation en ciblant

principalement les LT. Ce traitement est utilisé en dernier recours en cas d’échec des autres




traitements immunosuppresseurs tels que le MMF, car I'administration de cyclosporine peut conduire
a une forte toxicité hépatique.
e Traitements immunomodulateurs :

Méthotrexate (MTX, « Rheumatrex): Le MTX est un antagoniste de I'acide folique utilisé dans d’autres

pathologies telles que la polyarthrite rhumatoide (PR) ou les vascularites. Son mode d’action consiste
a inhiber la synthése d’ADN et d’ARN et ce traitement est fréquemment utilisé en cas de résistance au
traitement par les CS.
e Biothérapies :

Rituximab : Ac monoclonal chimérique souris/humain dirigé contre un Ag spécifique des LB, CD20.
Chez I’'Homme, bien que la déplétion des LB en périphérie soit réelle, leur persistance dans les tissus
est également décrite. De plus, CD20 n’étant pas exprimé sur les plasmocytes, les taux d’lg ne sont pas
suffisamment réduits. D’autres Ac ciblant les LB ont été utilisé, soit ciblant également CD20
(Ocrelizumab et Ofatumumab), soit ciblant CD22 comme I'Epratuzumab. Cependant, ces différents
traitements favorisent le développement d’infections et d’autres stratégies sont désormais a I'étude
afin d’identifier un traitement spécifiques des cellules déléteres dans le LED.

Belimumab : Ac monoclonal humain ciblant BLys (BAFF), est le premier traitement immunomodulateur
spécifique du LED possédant une autorisation de mise sur le marché (AMM) en Europe et aux Etats-
Unis. En effet, le challenge du traitement du lupus est de moduler spécifiquement le systéeme
immunitaire sans le supprimer totalement. Le ciblage de BAFF inhibe son interaction avec ses
récepteurs et réduit la survie et la prolifération des LB auto-réactifs. Le Belimumab est bien toléré et
présente |'avantage de réduire les doses de CS données aux patients lupiques. Cependant, il est peu
efficace chez les patients noir-américains, et chez les patients présentant une activité de la maladie
faible ou modérée. D’autres stratégies autour de BAFF sont a I'étude comme I'Atacicept, molécule
chimérique qui cible TACI (« Transmembrane Activator and Calcium-modulator and cyclophilin ligand
Interactor ») et qui réduit significativement la fréquence des plasmocytes et la production d’lg.
Cependant, son efficacité modérée et sa forte immunosuppression posent des questions sur son avenir

thérapeutique (Kyttaris, 2017).
2. Les futurs traitements du lupus

Une autre stratégie thérapeutique consiste a cibler les cytokines, messagers du systéme immunitaire.
En effet, bon nombre de fonctions effectrices des cellules immunitaires sont médiées par les cytokines,
dont la production est souvent dérégulée chez les patients lupiques. Dans ce contexte, le ciblage des
interférons de type |, cytokines bien souvent a 'origine du déclenchement de la pathologie apparait
comme une évidence. Différentes immunothérapies ciblant I'IFN-a sont actuellement en phase

clinique, les plus avancées étant le Sifalimumab et le Rontalizumab, respectivement en phase Il et en




phase Il d’essais cliniques. L'utilisation du Sifalimumab montre des résultats prometteurs sur les
patients lupiques a activité modérée ayant une forte signature interféron (Khamashta et al., 2016),
alors que I'administration de Rontalizumab n’a pas eu I'effet escompté, bien qu’améliorant le score
d’activité chez les patients présentant une faible signature interféron (Kalunian et al., 2016). Une
troisieme étude cible non pas la cytokine, mais son récepteur. En effet, I’ Anifrolumab cible le récepteur
aux interférons de type | (IFNAR 1) et présente des résultats intéressants a faible dose en phase Il (Furie
et al., 2017). L'ensemble de ces données indique que le blocage de la voie de I'IFN-a semble étre une
stratégie prometteuse. D’autres traitements ciblant le récepteur de I'lL-6 (Tocilizumab, Sirukumab),
I'IL-23 (Ustekinumab) ou le TNF-a (Etanercept, Infliximab) ont été testées avec un succes relatif (Davis
and Reimold, 2017; Kyttaris, 2017).

Récemment, I'administration de faibles doses d’IL-2 a montré d’excellents résultats et semble étre une
des thérapies les plus prometteuses actuellement a I'étude. En effet, He et al. ont administré de faibles
doses d’IL-2 a 38 patients, quotidiennement, pendant 2 semaines. Ce traitement a eu pour effet de
restaurer la fonction des Tregs et 12 semaines aprés le début du traitement, 90% des patients ont
démontré une amélioration significative des symptomes de la pathologie (He et al., 2016). Ces
résultats impressionnants doivent étre confirmés sur un plus grand nombre de patients, mais offre un
nouvel espoir dans le traitement du LED.

Au sein de notre laboratoire a été découvert un traitement prometteur, actuellement en phase Il
d’essais cliniques. Le Lupuzor est un peptide de 21 nucléotides provenant de la ribonucléoprotéine U1-
70K, phosphorylée a la position Ser140 (Monneaux et al., 2003). Le Lupuzor montre un effet
intéressant sur le modéle murin MRL”"" et sur les PBMCs de patients lupiques ex vivo, en exercant un
effet tolérogénique et immunomodulateur conduisant a I'inhibition de la réactivité des LT CD4* avec

le CMH présentant des peptides du soi (Zimmer et al., 2013).

La réponse immunitaire adaptative, anormalement excessive chez les patients lupiques, dépend en
grande partie de l'interaction entre les CPA, les LT et les LB via I'interaction de molécules de surface,
qui stabilise la synapse immunologique et influence l'intensité de la réaction immunitaire. C'est
pourquoi le ciblage de certaines molécules de co-stimulation présentes a la surface des LT,
particulierement des Ty (CD4O0L, ICOS), est une stratégie séduisante (cf. Partie B.). Dans ce contexte,
I’Abatacept, une protéine de fusion entre le domaine extracellulaire de CTLA-4 et le domaine Fc d’lgG1
posséde un potentiel thérapeutique intéressant. CTLA-4 est une molécule co-inhibitrice, interagissant
avec les molécules de la famille B7, CD80 et CD86. Cette interaction prodigue des signaux négatifs a la
cellule T activée et interfére avec les signaux positifs provenant de CD28. L’Abatacept va, dans ce
contexte, interagir avec les molécules CD80/86 et, de ce fait, favoriser les signaux négatifs apportés

aux LT (Pimentel-Quiroz et al., 2016). Ce traitement posséde une AMM pour la polyarthrite




rhumatoide et montre des effets prometteurs dans le traitement des patients lupiques,

particulierement ceux présentant des glomérulonéphrites (Furie et al., 2014) (Figure 6).

Cette revue non-exhaustive démontre que malgré le nombre important de traitements actuellement
disponibles ou en essai pour le traitement du lupus, le développement d’une thérapie ciblant
spécifiquement les acteurs de la pathologie lupique représente un objectif exaltant pour les années

futures.
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Figure 6. Thérapies ciblées du LED.

Différents traitements ciblant spécifiquement les cellules ou les molécules impliquées dans la pathogénése
du LED sont actuellement sur le marché (Belimumab, Rituximab) ou en essais cliniques. Certaines thérapies
vont cibler I'origine de la signature IFN en inhibant la production d’IFN-a ou en bloguant son récepteur.
D’autres traitements visent a inhiber I'interaction T-B en bloquant les molécules de co-stimulation telles
que la voie CD40/CD40L, CD80/86 ou ICOS. L’ensemble de ces traitements ont pour objectif de moduler le
systéme immunitaire, dans le but de prévenir son hyperactivation.




B. L'INTERACTION T-B : au coeur du développement du LED

Comme décrit précédemment (Introduction partie A), les auto-Ac, produits par les plasmocytes, sont
les principaux effecteurs du développement de la pathologie lupique. La fréquence des plasmocytes
et leur production d’auto-Ac est exacerbée chez les patients lupiques. En effet, il a été démontré que
la fréquence des précurseurs de plasmocytes circulants est augmentée chez les enfants présentant un
LED (Arce et al., 2001). De plus, une expansion de la population de plasmocytes CD27"e" circulants a
été mise en évidence chez les patients lupiques, corrélant avec I'activité de la pathologie. Bien que le
role des LB dans le LED soit évident, il est admis que ce ne sont pas les seuls acteurs du développement
de cette pathologie. En effet, la différenciation des LB en plasmocytes se retrouve régulée,
positivement et négativement par les LT, soulignant le réle crucial de I'interaction entre LT et LB dans
la production d’Ac. Dans cette partie, nous verrons les mécanismes d’aide aux LB apportés par les LT,

et les différents procédés régulant les interactions cellulaires et moléculaires entre les LT et les LB.
l. Mise en évidence du role des LT CD4* dans la différenciation des LB : un peu d’histoire.

C'est a la fin des années 1960 que les premieres indications concernant I'aide des LT apportées aux LB
furent apportées. En effet, a cette époque, Miller et Mitchell ont décrit que le co-transfert de cellules
provenant du thymus et de la moelle osseuse dans des souris irradiées est nécessaire a la production
d’Ac. (Miller and Mitchell, 1968; Mitchell and Miller, 1968; Nossal et al., 1968). Quelques années plus
tard, il a été mis en évidence que certains facteurs solubles sont nécessaires a cette communication
entre cellules thymiques et médullaires. En effet, en 1982, I'lL-4 a été identifiée comme la premiere
cytokine spécifique de I'aide apportée aux LB (Howard et al., 1982). Vers la fin des années 80, le
paradigme de la réponse Ty1/Ty2 se développe, définissant a cette époque des LT CD4* Ty2 en tant
que cellules apportant I'aide aux LB. Cependant, en éliminant les cellules Tu2 ou la production d’IL-4
dans des modeles murins, les CG et la production d’Ac in vivo demeurent (Grusby, 1997; Kopf et al.,
1995). L'ensemble de ces études démontrent qu’a I'époque, bien que I'importance de I'aide apportée
par les LT CD4* aux LB soit évidente, les mécanismes précis impliqués dans leur interaction restent
inconnus. La découverte de CD40 et de son ligand CD154 (ou CD40L) fut un élément déclencheur dans
la compréhension de la communication T-B. CD40L, fortement exprimé a la surface des LT CD4*,
protége les LB de I'apoptose et fournit a ces cellules I'aide nécessaire a leur prolifération (Armitage et
al., 1992). De plus, les individus présentant une mutation dans le géne codant pour CD40L,
développent un syndrome hyper-IgM lié au chromosome X, caractérisé par une absence de CG dans
les OLS (Allen et al., 1993; DiSanto et al., 1993). Plusieurs années plus tard, il a été démontré que I'lL-

21, une cytokine clonée quelques années auparavant, se retrouve a I'origine de la maturation des LB




et de leur différenciation en cellules sécrétrices d’lg (Ozaki et al., 2002). Toutefois, méme si les
hypothéses convergeaient vers les LT CD4", la source de la production de cette cytokine demeurait a
I’époque relativement peu connue. Des études ont démontré que le contact cellulaire entre LT et LB
est indispensable a la production d’Ac, suggérant qu’une ou plusieurs molécules de surface sont
importantes pour la communication T-B. C'est dans ce contexte que SAP (« Slam-Associated Protein »)
et ICOS, exprimés par les LT, ont été décrits comme essentiels a la génération d’lg (Crotty et al., 2003;
Dong et al., 2001). Une déficience de I'une de ces deux molécules est critique pour la maturation des
LB et pour la formation des CG. L'ensemble de ces résultats démontrent que les LT CD4" par la
production de cytokines (IL-4 et IL-21 notamment), et par I'expression de certaines molécules (CD40L,
SAP et ICOS) représentent des acteurs cellulaires indispensables a la différenciation des LB en cellules
sécrétrices d’Ac.

La meilleure caractérisation des sous-populations de LT CD4* durant les années 2000 a mené a la
découverte d’'une population, spécialisée dans I'aide aux LB, appelée les lymphocytes T folliculaires

auxiliaires (Ten).

1l Les cellules T folliculaires auxiliaires (Ten)

1. Découverte des Te

Bien que I'hypothese d’une population de LT CD4" spécialisée dans I'aide aux LB existe depuis le début
des années 2000 (Breitfeld et al., 2000), ce n’est qu’en 2009, avec l'identification du facteur de
transcription Bcl-6 que les Tgy furent décrites pour la premiére fois par la communauté scientifique
(Johnston et al., 2009; Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009). Ces travaux ont mis évidence que
I’expression de Bcl-6 est nécessaire au développement des CG et a la mise en place de la réponse
humorale. A la suite de la découverte de Bcl-6 et de la caractérisation des Try, le nombre d’études
concernant ces cellules a grandi exponentiellement (146 articles scientifiques de 2000 a 2010 et plus
de 1000 articles de 2010 a nos jours). Les Tentiennent leur nom de LT « folliculaires » de leur localisation
au sein des follicules des OLS. La description de leur génération, de leur signalisation, de leur régulation
et de limplication de ces cellules dans la production d’lg améliorent considérablement nos

connaissances sur la mise en place de la réponse humorale.
2. Phénotype des cellules Tey

La production d’Ac peut provenir d’'une réponse humorale extrafolliculaire ou bien du CG. La réponse
extrafolliculaire permet a la production de plasmablastes a courte durée de vie, qui ne subissent pas
le processus de maturation d’affinité, prenant place dans les CG. Au sein des CG, se développe une
intense collaboration entre les LB du CG et les Ty, conduisant a la différenciation des LB en

plasmocytes a longue durée de vie, cellules productrices d’Ac a forte affinité. Les cellules Try expriment




fortement le récepteur aux chimiokines CXCR5 (« C-X-C chemokine Receptor type 5 »). L'expression de
CXCRS favorise la migration des cellules Ten au sein des follicules des OLS. Par ailleurs, les Ten expriment
fortement ICOS et PD-1 (« Programmed Death-1 »). Cependant, le marqueur le plus spécifique de ces
cellules demeure le facteur de transcription régulateur Bcl-6 (Crotty, 2011). Enfin, ces cellules
produisent de forts taux d’IL-21, cytokine jouant un role primordial dans I'aide apportée aux LB

(Tableau 3).

Humain Souris

Tableau 3. Marqueurs pour I'identification des Ty chez ’THomme et la souris (inspiré de Crotty et al.,
2011).
CTrn = cellules Tey circulantes, CG = centre germinatif

3. Génération des cellules Tey

Les Ten sont générées lors d’'une immunisation ou d’une infection, a la suite d’une interaction entre les
LT CD4* naifs et les DCs prenant place dans la zone T des OLS. Les signaux apportés par les DCs induisent
I’expression d’'un nombre important de protéines (facteurs de transcription, molécules de surface et
cytokines) essentielles a la génération des Tgy, a leur migration ainsi qu’a leur fonction. La
différenciation des cellules Ty est un procédé pouvant étre séparé en plusieurs étapes : (i) les LT CD4*
naifs sont activés par les DCs via I'interaction CMH/peptide/TCR dans la zone T des OLS et deviennent
a ce stade, des Try immatures (pré-Tgy) (Fazilleau et al., 2009). (ii) Ces pré-Tes migrent a I'interaction
entre la zone T et la zone B, également appelée zone inter-folliculaire, ol leur premier contact avec les
cellules B apporte des signaux de maturation permettant le passage a la derniére étape de la
différenciation. (iii) Les cellules Ten migrent alors au sein des CG des OLS, ou elles vont interagir avec

les LB du CG, favorisant la commutation de classe, les hypermutations somatiques et la maturation




d’affinité de ces LB (Figure 8). Lors de ces étapes, nous verrons que de nombreuses molécules,

récepteurs membranaires et cytokines, sont impliqués.
a. La génération des pré-Tgy : réle crucial des DCs

L’activation initiale des LT CD4* naifs requiert des interactions entre le TCR et le CMH, associés a des
signaux de co-stimulation délivrés par les DCs par I'intermédiaire de CD40, CD80/86, ICOSL et OX40L.
CD28, qui interagit avec CD80/86 est essentiel au développement des Try, comme le prouve
I'incapacité des LT CD4* de souris CD287 & exprimer CXCR5 et OX40, associée a une formation des CG
réduite (Walker et al., 1999). Par ailleurs, I'expression CD40-dépendante d’OX40L par les DCs favorise
I’expression de CXCR5 par les LT CD4*0X40" (Fillatreau and Gray, 2003). De plus, la signalisation
associée a ICOS conduit a I'expression de Bcl-6 et d’Ascl2 («Achaete-scute homologue-2 »). Ce dernier
favorise I'expression de CXCR5 en inhibant celle de CCR7 (C-C chemokine Receptor 7 »), chimiokine
responsable de I'évasion des cellules depuis les CG vers la circulation, exprimée a la surface des LT CD4*
activés. Ces cellules deviennent a ce stade, des cellules Try immatures (Choi et al., 2011; Liu et al.,
2014). 'expression de Bcl-6 permet d’augmenter I'expression de molécules de surfaces telles que PD-
1, ICOS, CD4OL et SAP, récepteurs indispensables a la différenciation des Tey. De plus, les cytokines
sécrétées par les DCs jouent un réle crucial dans le développement des Tey. L'IL-6, une cytokine pro-
inflammatoire, a été décrite comme le principal facteur soluble impliqué dans la différenciation des
Ten chez la souris (Eddahri et al., 2009), alors que chez I’'Homme, c’est principalement I'lL-12 qui semble
jouer ce réle (Ma et al., 2009; Schmitt et al., 2009). Chez I'Homme, les travaux initiaux n’ont pas décrit
I'IL-6 comme une cytokine favorisant la différenciation des Tru. De récentes études suggerent toutefois
gue les plasmablastes produisant de I'lL-6, sont responsables de la différenciation des LT CD4* naifs en
LT CXCR5*ICOS*Bcl-6*IL-21%, cellules capables de fournir des signaux aidant les LB a se différencier en
plasmablastes (Chavele et al., 2015). Par ailleurs, I'lL-21 est non seulement nécessaire a la fonction
des cellules Ty, mais participe aussi activement a la génération de ces cellules (Nurieva et al., 2008).
De maniére intéressante, I'IL-6 et I'lIL-12 produites par les DCs induisent la production d’IL-21 par les
LT CD4* respectivement chez la souris (Dienz et al., 2009) et chez ’homme (Schmitt et al., 2009). L’IL-
21 est une cytokine autocrine et son role précis dans la génération des pré-Tes reste a démontrer. L'une
des pistes méne a sa voie de signalisation. En effet, I'interaction de la cytokine avec son récepteur
induit 'activation de la voie de signalisation Jak /STAT (« Janus Kinase » / « Signal Transducer and
Activator of Transcription »). Parmi ces molécules, STAT3 est une molécule de signalisation majeure
activée lors d’interactions de I'lL-6 et I'lL-21 avec leurs récepteurs respectifs (Heinrich et al., 2003;
Spolski and Leonard, 2008), alors que I'IL-12 active STAT4. Toutefois, un défaut fonctionnel de STAT3
chez certains patients a pour conséquence une altération de leur production d’IL-21 dépendante de

I'lL-12, suggérant que la capacité de I'lL-12 a promouvoir I'expression d’IL-21 par les LT CD4* est




dépendante de STAT3 (Ma et al., 2012). De plus, ces patients présentent un nombre réduit de cellules
Ten circulantes, confirmant que la voie de signalisation associée a STAT3 est importante dans la
différenciation des Try (Mazerolles et al., 2013). Durant cette premiére étape de différenciation, les
interactions de surface et les cytokines sont nécessaires a I'induction de I'expression de Bcl-6. Bcl-6 est
le régulateur principal des cellules Tg4, car son expression inhibe simultanément la différenciation des
LT CD4* en Tul, Tu2 et Ty17 (Yu et al., 2009). L’expression de Bcl-6 est influencée par I'lL-6 et I'IL-21 via
la signalisation de STAT1 et de STAT3, ainsi que par la signalisation PI3K, dépendante d’ICOS. De
nombreux acteurs vont influencer I'expression de Bcl-6. En effet, I'expression de Bcl-6 est contrblée
par un réseau extrémement complexe de facteurs d’activation tels que BATF (« Basic leucine zipper
transcriptional factor ATF like »), LEF-1 (« Lymphoid Enhancer binding Factor-1 ») ou Bob1 (« B cell Oct-
Binding protein 1 »), alors que FOX01 (« Forkhead bOX protein O1 ») régule négativement |'expression
de Bcl-6 (Betz et al., 2010; Choi et al., 2015b; Stauss et al., 2016; Stone et al., 2015) L'ensemble des

facteurs participant a la régulation de I'expression de Bcl-6 est résumé dans la Figure 7.

c-MAF [ w21 | [ Foxe1 |
v @ x//’"/
4 > [stat3 || [ stam1 |
NOTCH1 Bobl @
miR~17—92l EEGRE,’ J

v

e

(pren | Pk |

\
N

N
>

[j Facteurs de transcription activant la différenciation en T, C] Facteurs de transcription inhibant la différenciation en T,
D Protéines activant la différenciation en Ty, E] Protéines inhibant la différenciation en Ty,
[:] miRNA activant la différenciation en Ty, [j miRNA inhibant la différenciation en T,

Figure 7. La régulation complexe de I’expression de Bcl-6.

L’expression du facteur de transcription répresseur Bcl-6 est le fruit d’un réseau complexe de signaux
régulateurs positifs (en vert) et négatifs (en rouge). Un nombre important de facteurs de transcription, de
protéines et de microARNs influencent I'expression de Bcl-6, soit directement, soit par I'intermédiaire

d’autres facteurs, favorisant ou non la différenciation des LT CD4" naifs en Ter




b.Migration et maturation des pré-Tey a l'interface T-B

Grace a I'expression de CXCR5 et a la diminution de I’expression de CCR7, les pré-Tes migrent vers la
zone B, en réponse a un gradient de CXCL13 (« C-X-C chemokine Ligand 13 »), ou ces cellules vont
rencontrer les LB a I'interface de la zone T et de la zone B. Cette interaction T-B est essentielle pour le
maintien des Try, comme le prouve I'absence de Try dans un modeéle murin déplété en LB (Johnston et
al., 2009). A ce stade, les LB agissent comme des cellules présentatrices d’Ag pour les pré-Tes, qui vont
par la suite se différencier en Ten du CG. En effet, seules les Tey et les LB ayant formé des conjugués
stables migrent ensemble au sein des follicules pour former les CG (Kerfoot et al., 2011). La formation
d’un conjugué stable T-B nécessite d’une part, I'interaction entre ICOS sur les Ty et ICOSL a la surface
des LB, et d’autre part des interactions de type SLAM (« Signaling Lymphocytic Activation Molecule »).
Les molécules SLAM sont des récepteurs transmembranaires exprimés a la surface des Try et des LB.
SAP, qui est la protéine de signalisation associée aux molécules SLAM, est indispensable a la
stabilisation de l'interaction T-B. En effet, les LT CD4* déficientes pour SAP se caractérise par une
incapacité a interagir de facon stable avec les LB, conduisant a une absence d’expansion clonale des
LB (Qi et al., 2008). De plus, les patients possédant des mutations dans le gene SH2D1A, codant pour
SAP, qui développent un syndrome lymphoprolifératif lié au chromosome X (XLP, « X-Linked
Lymphoproliferative disease »), présentent un nombre réduit de Tgy associé a une
hypogammaglobulinémie (Ma et al., 2005). Pour résumer, lors de cette étape, les LB jouent un role
majeur dans la maturation des Ten, en agissant comme cellules présentatrices d’Ag et en stabilisant

I'interaction T-B par I'intermédiaire d’ICOSL et de SLAM (Figure 8).
c. Maturation finale des Try au sein des CG

La fonction principale des Ty est d’induire la formation d’Ac a forte affinité par les LB. Au sein des
follicules, I'interaction Tey-LB du CG implique différentes molécules parmi lesquelles sont retrouvées
PD-1, CD40L, I'lL-21 et BAFF. Le signal délivré par l'interaction entre PD-1 a la surface des Tes et son
ligand PD-L1, exprimé par les LB du CG est nécessaire a la survie de ces derniers (Riella et al., 2012).
Par ailleurs, la production d’IL-21 par les Ten régule directement la prolifération des LB ainsi que le
phénomene de commutation isotypique. De plus, la signalisation associée a I'lL-21 est directement
impliquée dans la mise en place de la réponse B mémoire, car les souris déficientes pour I'expression
du récepteur a I'lL-21 ne peuvent générer de réponse IgG spécifique de I'’Ag (Rankin et al., 2011). BAFF
est une cytokine produite par les cellules stromales présentes dans les OLS, et est impliquée dans le
développement des CG en régulant positivement I'expression d’ICOSL a la surface des LB. L’interaction

entre ICOSL sur les LB et ICOS sur les LT dans le CG permet en retour de favoriser I'expansion des Tgy




médiée par les LB du CG (Ou et al., 2012). Les cellules Trn possédent également la capacité de produire

BAFF, cytokine primordiale pour la survie des clones de LB de forte affinité (Goenka et al., 2014).

En résumé, la génération de Try est un processus qui se déroule en plusieurs étapes et qui est régulé
par de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires. Certains acteurs sont nécessaires a la migration
des Ten depuis la zone T vers les CG, d’autres sont requis pour le développement et la fonctionnalité
de ces cellules et finalement certaines molécules assurent le maintien et la survie des Tey au sein des

OLS (Figure 8).
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Figure 8. Génération des T_, au sein des OLS (Sawaf et al. Journal of Inmunology Research, 2016). La

différenciation des T,,, au sein des OLS se déroule en plusieurs étapes : (1) Les LT CD4" naifs localisés dans
la zone T sont activés par les DCs via I'interaction CMH-Il/peptide/TCR. (2) A la suite de cette activation, les

LT cD4’ expriment des molécules de costimulation telles que CD40L, OX40 ou ICOS, favorisant ainsi la
communication avec les DCs. Ces interactions moléculaires associées a la production de cytokines par les
DCs (IL-6 chez la souris, IL-12 chez 'homme), dirige la différenciation des LT activées en cellules pré-T_,.

(3) La surexpression de CXCR5 combinée a la diminution de I'expression de CCR7 permet I'attraction des
pré-T,, a la jonction entre les zones T et B ou CXCL13 est exprimé. (4) Les LB exprimant ICOSL et les pré-

T, interagissent dans la zone T-B, et ce contact est stabilisé par I'interaction des molécules SLAM, afin de
finaliser la différenciation des pré-Tey en cellules T, matures. (5) Finalement, les cellules T, matures
migrent vers les CG ou elles procurent I'aide nécessaire aux LB. L'interaction T, -LB au sein des CG induit |a

différenciation des LB en LB mémoires et en plasmocytes. Ce processus est régulé par I'lL-21, les interactions
PD-1/PD-L1 et CD40/CDA4OL, et la survie des LB est assurée par l'interaction de BAFF avec ses récepteurs,
notamment BR3 (6).




4. Régulation des cellules Tex

Au regard du r6le majeur des Trydans la réponse humorale, une balance entre signaux activateurs et
inhibiteurs est essentielle a leur homéostasie. Bien que les mécanismes nécessaires a leur

développement soient bien définis, les connaissances concernant leur régulation sont plus restreintes.
a. Les microARNs

Plusieurs études ont mis en évidence I'importance des microARNs dans le développement, la
différenciation et la fonction des Ten. Bcl-6 étant une protéine clé dans la génération des Try, il est
rapidement apparu que les microARNs contrélant I'expression de ce facteur de transcription pouvaient
participer a la régulation des Ten. miR-10a représente I'un des microARNs impliqué dans la régulation
des Ten en ciblant directement la séquence 3’-UTR du transcrit codant pour Bcl-6 (Takahashi et al.,
2012). Le cluster polycistronique miR-17-92, quant a lui, favorise la différenciation en Ty en réprimant
I’expression de PTEN, de RORa (« Retinoic acid-related Orphan Receptor «a »), ainsi que de PHLPP2
(«Pleckstrin Homology domain and Leucine-rich repeat Protein Phosphatase »), une phosphatase
inhibant I'expression de Bcl-6 en interférant avec la voie de signalisation PI3K (Baumjohann et al.,
2013; Kang et al., 2013) (Figure 7). miR-146a est un petit ARN non-codant fortement exprimé par les
Trv, impliqué dans la régulation négative de ces cellules. En effet, miR-146a réprime directement
I’expression d’ICOS, comme le prouve I'accumulation de Try et de LB exprimant respectivement ICOS
et ICOSL a des niveaux trés élevés dans les CG de souris miR-146a”- (Pratama et al., 2015). miR-155,
un médiateur de I'inflammation et de I'immunité contrélant I'activation des LT, LB et des macrophages
(Rodriguez et al., 2007), est également suspecté de participer a la régulation des Ten. En effet, les souris
miR-1557 possédent des CG peu fonctionnels et une réponse spécifique de I'Ag altérée. Deux cibles
de miR-155 sont spécifiques des cellules Teny: FOSL2 (« Fos-like antigen 2 ») et PELI1 («PEllino E3
ubiquitin protein Ligase 1 »), possédant toutes les deux un effet inhibiteur sur I'expression de BATF et
IRF4 (Hu et al., 2014). Récemment, la possibilité d’'une régulation des Tes chez ’'Homme par les
microARNs a été suggérée. En effet, miR-346, ciblant Bcl-6, est retrouvé fortement exprimé par les Tex
circulants de patients atteints d’une maladie auto-immune endocrinienne appelée maladie de
Basedow (Chen et al., 2015). De plus, des polymorphismes de miR-346, mais également de miR-146a
ont été associés a une augmentation du risque de développer une polyarthrite rhumatoide
(Chatzikyriakidou et al., 2012). Par ailleurs, les cellules Tgy circulantes étant divisées en différentes
sous-populations (cf. Partie II. 11.4), 'expression de microARNs régulant I'expression de diverses
molécules telles que CCR6 ou CXCR3 pourrait étre associée a la différence de polarisation des Ten

observées dans diverses pathologies.




b. Les molécules de co-stimulation

Chez la souris, quelques études ont démontré I'importance des molécules de co-stimulation dans la
régulation des Tgy. En premier lieu, I'interaction entre PD-1 et PD-L1 fournit des signaux inhibiteurs aux
Ten afin de limiter leur expansion et par conséquence, contrdler la réponse humorale (Hams et al.,
2011). Par ailleurs, BTLA, un autre récepteur inhibiteur limite le développement des LB du CG et la
production d’lgG en inhibant la production d’IL-21 par les cellules Tey (Kashiwakuma et al., 2010). De
plus, CTLA-4, molécule apportant également des signaux inhibiteurs, joue un réle crucial dans la
fonction des Trn. Deux études ont décrit la méme année que CTLA-4, exprimée sur les Tregs, controle
I’activation des Ty et le développement des CG (Sage et al., 2014a; Wing et al., 2014). En résumé, les
molécules de co-stimulation régulent la génération et a la fonction des Tey, en fournissant a ces cellules

des signaux activateurs, via ICOS ou CD28 et inhibiteurs par I'intermédiaire de PD-1 ou BTLA (Figure 9).
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Figure 9. La régulation moléculaire et cellulaire des T_..
La régulation du nombre et de la fonction des T, est assurée par un ensemble de molécules de co-

stimulation, de cytokines, de microARNs et de cellules régulatrices. Les signaux positifs assurés par ICOS,
qui active la voie PI3K/PTEN, par la sécrétion de cytokines telles que I'lL-21 et I'IL-4 ou par I'expression de
certains microARNs (miR-155 ou miR-17-92) sont contrebalancés par les molécules inhibitrices, et la
production de cytokines telles que I'lL-10 et le TGF-B par les T,,.




c. Lescytokines

L'IL-2 et sa voie de signalisation représentent un mécanisme important dans la régulation de la
différenciation des Ten. En effet, la liaison de I'IL-2 a son récepteur induit I’expression de PRDM1 (« PR
Domain zinc finger protein 1 »), également appelé Blimp-1, par une voie de signalisation dépendante
de STATS. Blimp-1 agit en réprimant I’expression de Bcl-6 (Ballesteros-Tato et al., 2012) (Figure 7). De
plus, une forte production d’IL-2 favorise la polarisation des LT CD4* naifs en Tyl en induisant
I’expression de T-bet, facteur de transcription répresseur de Bcl-6. A I'inverse, I'IL-4 et I'lL-21, comme
indiqué précédemment, induisent la différenciation des LT CD4* en T4, en activant les voies de

signalisation dépendantes de STAT3 et STAT4 et en favorisant I’activation de BATF notamment.
d. Les cellules T folliculaires régulatrices (Ter)

En 2011, Linterman et al. ont décrit une population de cellules T régulatrices exprimant conjointement
des marqueurs spécifiques des Ten (Bcl-6, CXCR5, ICOS, PD-1) et des marqueurs de Tregs (CD25, FoxP3).
Ces cellules, d’origine thymique, se situent dans les CG et possedent des capacités suppressives
(Linterman et al., 2011). En effet, en absence de Tk, une augmentation du nombre total de Tey et de
LB du CG ainsi qu’une augmentation de la production d’lg a été observée. De plus, les T possédent la
capacité d’inhiber la production d’IL-4 et d’IL-21 par les Tew, réduisant ainsi leur nombre, ainsi que la
production d’Ac et la commutation isotypique par les LB (Sage et al., 2016). D’autre part, le nombre et
la fonction des Ter sont influencés par I'expression de CTLA-4 a la surface des Tregs. En effet, alors que
I’'absence de ce récepteur co-inhibiteur a la surface des Tregs induit une augmentation du nombre de
Trr, ces cellules présentent des capacités suppressives réduites (Sage et al., 2014a; Wing et al., 2014)

(Figure 9).

De maniere analogue aux Tregs, les Tz produisent des cytokines régulatrices telles que I'lL-10 et le
TGF-B, régulant la formation des CG et la fonctionnalité des Try (McCarron and Marie, 2014; Sage and
Sharpe, 2015). Cependant, une étude a mis en évidence en réalisant des co-cultures Tey-LB du CG en
présence ou non de Tg, que de forts taux d’IL-10 sont détectés dans les surnageants de co-cultures
dépourvues de Tgr par rapport aux cultures en présence de Trr. Les auteurs décrivent alors que les Teg
inhibent la production d’IL-10, résultat contradictoire avec les fonctions connues de ces cellules. Afin
d’expliquer ces résultats, les auteurs suggérent que I'IL-10 produite par les Try peut contribuer a la
survie et a la prolifération des LB, les T supprimant de ce fait les signaux favorables aux LB (Levy and

Brouet, 1994).

Chez ’'Homme, une population de cellules exprimant simultanément FoxP3, Bcl-6 et CXCR5 a été mise
en évidence dans les amygdales (Chung et al., 2011). Comme chez la souris, les Teg humaines exercent

leur fonction au sein des follicules des OLS. L’accés restreint aux OLS chez ’'Homme a conduit a




intensifier les recherches de ces cellules dans la circulation. Il a été rapidement décrit que certaines
Tregs expriment CXCR5 en périphérie chez I’'Homme (Lim et al., 2006). Les LT CD4* CXCR5*FoxP3* ont
alors été identifiés par plusieurs groupes, en tant que T circulants (Dhaeze et al., 2015; Wang et al.,
2013; Wen et al., 2016). Cependant, comme chez la souris, ces cellules possédent des capacités
inhibitrices atténuées par rapport a leurs homologues tissulaires (Sage et al., 2014b, 2016).
Récemment, une étude a décrit que les Tr circulantes présentent un phénotype naif par rapport aux
Ter retrouvées dans les OLS. Dans cette étude, les auteurs considérent les Tgr circulantes comme des
cellules immatures, générées dans les OLS avant l'interaction T-B et possédant des fonctions

régulatrices de la réponse humorale limitée (Fonseca et al., 2017).
5. Implication des cellules Try dans le LED

La fonction principale des Ten consiste a réguler la sélection clonale des LB du CG et a fournir aux LB,
|'aide nécessaire a la production d’lg de haute affinité. Dans les maladies auto-immunes telles que le
LED, une activation anormale des LB et une production élevée d’auto-Ac sont observées. C'est
pourquoi des défauts de différenciation, de fonction et de régulation des cellules Tey sont suspectés
de jouer un role dans la pathogéneése lupique. Les premieres analyses menées sur le réle des Ty dans
le développement du lupus sont basées sur les études de souris déficientes pour Roquin, une
ubiquitine ligase régulant négativement la stabilité de 'ARNm d’ICOS. Ces souris présentent un
nombre anormalement élevé de Ty, phénomeéne associé a une réponse humorale excessive, a une
production importante d’IL-21 et au développement d’un phénotype « lupus-like » (Linterman et al.,
2009; Vinuesa et al., 2005). Par ailleurs, il a été décrit que I'lL-21, principale cytokine produite par les
Ten, est présente a des taux élevés dans les modeles de souris lupiques. En effet, des niveaux
importants d’ARNm d’IL-21 ainsi qu’un fort taux d’IL-21 sérique ont été détectés chez des souris
BXSB.Yaa, développant une pathologie similaire au LED (Ozaki et al., 2004). De plus, les LT CD4* activés
de souris lupiques MRLP”*" produisent 10 fois plus d’IL-21 que ceux de souris contréles (Herber et al.,
2007). De maniére intéressante, une amélioration de la maladie lupique développée par les MRLP"7#"
est observée lors du blocage du récepteur a I'lL-21 a I'aide d’une protéine de fusion IL-21R-Fc ou chez
les souris MRLP7P"|L-21R”- (Herber et al., 2007; Rankin et al., 2012). Par ailleurs, dans les OLS de souris
BXSB.Yaa et MRL?”P", un nombre important de cellules T4 sont localisées en périphérie des CG, ou
elles favorisent la différenciation de LB extrafolliculaires et de plasmablastes (Bubier et al., 2007;
Odegard et al., 2008). Ce mécanise de production d’lg par les LB extrafolliculaires a été décrit comme
crucial dans la génération d’auto-Ac a haute affinité chez les souris MRLP”*" (William et al., 2002).
Chez I'Homme, les taux sériques d’IL-21 se retrouvent particulierement élevés chez les patients
atteints de LED, plus particulierement chez les patients présentant des néphrites lupiques (Le Coz et

al., 2013; Wang et al., 2007b). De plus, une augmentation du transcrit de I'lL-21 a été décrite dans des




biopsies de peau provenant de 3 patients lupiques par rapport a des individus contrdles (Caruso et al.,
2009). Ces observations sont confirmées par I’'augmentation significative du pourcentage de LT CD4*
produisant de I'lL-21 en circulation chez les patients lupiques (Dolff et al., 2011). Enfin, certains
polymorphismes observés dans les génes codant pour I'lL-21 et son récepteur augmentent le risque
de développer un LED. L'un de ces SNPs, nommé rs3093301, correspondant a une mutation ponctuelle
dans I'lL-21R, est associé au lupus dans deux cohortes indépendantes (Webb et al., 2009). Deux SNPs
localisés dans les régions introniques du gene de I'lL-21 ont également été associés au LED (Sawalha
et al., 2008), ainsi qu’un variant allélique de I'lL-21 (rs2055979A), qui contribue a une augmentation
de la production d’IL-21 (Lan et al., 2014).

Les cellules Ten sont par définition localisées dans les OLS, rendant leur étude complexe chez I’'Homme,
ou les tissus lymphoides sont difficilement accessibles. Les premieres études menées chez 'Homme
ont mis en évidence |'existence de cellules CD4*CXCR5* dans le sang. Ces cellules en circulation sont
appelées Tey circulants ou cTes. Simpson et al. ont décrit une augmentation de la fréquence des cTgy
chez les patients lupiques par rapport aux individus sains (Simpson et al., 2010). De plus ces cT¢ de
patients lupiques présentent un phénotype particulier, ol I'expression de PD-1 et d’ICOS est fortement
augmentée par rapport aux controles. Plusieurs études ont confirmé par la suite que la fréquence de
ces cellules en périphérie est positivement corrélé a I'activité de la maladie (Choi et al., 2015a; Feng
et al., 2012; Szab¢ et al., 2016; Zhang et al., 2015b). En 2011, les cTry ont été plus précisément
caractérisés par Morita et al. Dans cette étude, les auteurs ont démontré que les cTey possedent des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles proches des Try du CG, cellules qu’ils ont nommé
cellules « Tey-like » (Morita et al., 2011). De plus, les auteurs ont identifié trois sous-populations de
CTen, les Tend, Ten2 et Tend7, selon I'expression de deux récepteurs aux chimiokines, CXCR3 et CCR6. Ces
trois sous-populations expriment des facteurs de transcription et produisent chacune des cytokines
qui lui sont propres. Les Tyl (CXCR3*CCR67), expriment T-bet et produisent de I'lIFN-y. Les Tgu2 (CXCR3"
CCR6°), expriment GATA3" et sécretent de I'lL-4. Les Teyd17 (CXCR3°CCR6%), quant a elles, expriment le
facteur de transcription RORyt et produisent de I'lL-17. L'expression de ces différents facteurs de
transcription est associée a une faible expression du facteur de transcription répresseur Bcl-6. Les Ten2
et Tryl7 ont été identifiées en tant que cellules apportant I'aide nécessaire aux LB, par I'intermédiaire
de leur production importante d’IL-21, et favorisent la production d’IgM et d’IgG par les LB. A I'inverse,
les Tend semblent produire de plus faibles quantités d’IL-21 et présentent des capacités limitées a aider
les LB a se différencier en cellules sécrétrices d’Ac. Chez I'individu sain, la proportion de ces cellules est
équilibrée, a savoir que la fréquence de chacune de ces trois populations représente environ 30% des
cellules Tey circulantes totales (Figure 10). Les auteurs ont confirmé que chez ’'Homme, I'aide apportée
aux LB par les Tey est dépendante d’ICOS et de la production d’IL-21. Ce travail démontre par ailleurs

que seules les cellules CXCR3" (Trn2 et Try17) aident les LB et pas les cellules CXCR3* (Tenl). Cependant,




une étude a montré 2 ans plus tard que des cTqy CXCR3* exprimant ICOS aident les LB mémoires (et
pas les LB naifs) a produire des Ac a la suite d’une vaccination contre I'Influenza virus, soulignant tout

de méme un potentiel d’aide aux LB par ces cellules (Bentebibel et al., 2013).
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Figure 10. Les différentes sous-populations de cellules T_, circulantes chez ’'homme (d’aprés Morita et
al., 2011 et He et al., 2013)

A. Les LT CD4" CD45RA CXCR5' circulants chez I'Homme peuvent étre séparées en trois sous-populations
au phénotype et a la fonction différente. Ces sous-populations sont identifiées selon I’expression de
récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CCR6, selon I’expression de facteurs de transcription T-bet, GATA-3 et
RORyt ainsi que par la production de cytokines, telles que I'lFN-y, I'IL-4, I'lL-17 et I'IL-21. B. D’autre part,
I’expression de CCR7 et de PD-1 permet de discriminer les cTgn quiescentes (CCR7M8"PD-17) et cTr activées
(CCR7'*%PD-1%).

La contribution des différentes sous-populations de Ty dans le développement de maladies auto-
immunes chez I’'homme a été décrite pour la premiére fois par I'’étude de Morita et al., qui a décrit une
augmentation de la fréquence des Tru2 et Teyl7 au profit des Tewd chez des patients atteints de

dermatomyosite juvénile. Cette dérégulation de la balance Ten1/Ten2-17 est plus prononcée chez les




patients présentant un score d’activité de la maladie élevé (Morita et al., 2011). Au sein de notre
laboratoire, nous avons utilisé la méme stratégie afin d’étudier la balance Tew1/Ten2-17 chez les
patients lupiques. Il a été décrit que la fréquence de la population de Te42, favorisant la maturation et
la différenciation des LB, est augmentée chez les patients lupiques présentant une pathologie active,
phénoméne associé a une diminution de la fréquence des Tenl (Le Coz et al., 2013). De maniere
intéressante, il apparait que les patients pour lesquels la fréquence des Ten2 en circulation est la plus
importante présentent des taux sériques élevés d’IgE, Ig spécifiquement induite par les Teu2. A cOté de
CXCR3 et CCR6, I'expression de PD-1, ICOS et CCR7, offre une approche supplémentaire pour
I'identification des cellules Tey circulantes. En effet, une analyse phénotypique et fonctionnelle en
fonction de ces récepteurs a permis de distinguer des cellules Tgy activées (ICOS*PD1"e"CCR7'°%) et des
Ten quiescentes (ICOSPD1*CCR7™ et ICOSPD1°CCR7"¢") (He et al., 2013; Locci et al., 2013). Chez les
patients lupiques, la fréquence des LT CD4* CXCR5* ICOS*PD1"8"CCR7'°%, & savoir les Tey activés est
significativement plus élevée que chez les individus sains. Cette augmentation de la fréquence des Tgy
activés est associée a une forte production d’auto-Ac et a une forte activité de la maladie (He et al.,
2013). Récemment, il a été suggéré qu’un défaut de régulation des cTey existe chez les patients
lupiques. En effet, la fréquence des T, décrits ici en tant que CD4*CD25*CD127'°%"CXCR5", est réduite
chez les patients lupiques par rapport aux individus sains (Xu et al., 2017), alors qu’aucune différence
de la fréquence en Tey n’a été observée. L'augmentation du ratio Ten/Ter se retrouve principalement
chez les patients présentant un score d’activité élevé, et correle avec la production d’auto-Ac anti-ADN
double brin. Dans cette étude, les auteurs suggérent que la fréquence des Ter pourrait étre considérée
comme un biomarqueur de la maladie lupique. Enfin, une diminution de I'expression de miR-146a,
inhibiteur du développement des Try, a été décrite dans les PBMCs de patients lupiques (Tang et al.,
2009). Le role de ce microARN dans le LED a été confirmé par I'implication d’un variant allélique
(rs2431697), décrit dans une région intergénique situé en amont du gene codant miR-146a, dans le
diminution de I'expression de miR-146a, et dans la susceptibilité de développer un LED (Lofgren et al.,

2012).

L'ensemble de ces données démontrent que les Ten, ainsi que leur régulation, participent au

développement et a I'aggravation du LED.




6. Les Teu: cible thérapeutique dans le LED ?

a. Evidences chez la souris

Les données obtenues sur différents modeles murins ont mis en évidence que l'inhibition des

mécanismes impliqués dans la génération des Try contribue a I'amélioration de la maladie.

L'inhibition d’ICOSL chez des souris lupiques NZB/W ralentit le développement des Teu, contribuant
ainsi a la diminution de la production d’auto-Ac et empéchant le développement de
glomérulonéphrites (Hu et al., 2009). Des résultats similaires ont été obtenus chez des souris MRL?""r
déficientes pour ICOS (Odegard et al., 2008). L'inhibition de la voie de signalisation CD40/CD40L,
impliquée dans la génération des Ten, conduit également a I'atténuation des symptémes lupiques,

comme observé dans différents modeles murins de lupus (Daikh et al., 1997; Ma et al., 1996).

En considérant l'importance de certaines cytokines, comme [I'IL-6, I'IL-21 ou BAFF dans le
développement et la survie des Tgy, cibler ces molécules est considéré comme une stratégie
prometteuse dans le traitement du LED. Des souris lupiques MRL?/"", traitées avec un Ac neutralisant
le récepteur a I'lL-6, présentent une amélioration de leur fonction rénale et une diminution de la
production d’auto-Ac (Kiberd, 1993). Cette étude a été confirmée plus tard sur un autre modeéle murin
de lupus, la souris NZB/W. En effet, I'administration chronique d’Ac dirigés contre I'lL-6 ou son
récepteur réduisent significativement l'inflammation et de ce fait, diminue la protéinurie, la
production d’auto-Ac et améliore la survie de ces animaux (Finck et al., 1994a; Mihara et al., 1998).
Par ailleurs, I'inhibition de I'lL-21 a I'aide d’IL-21R-Fc améliore les signes clinique et biologique du lupus
chez des souris lupiques MRLP/" et BXSB.Yaa (Bubier et al., 2007; Herber et al., 2007). Des résultats
comparables ont été obtenus en ciblant le récepteur a I'lL-21 a 'aide d’Ac monoclonaux. En effet,
I'inhibition de I'IL-21R réduit la production d’auto-Ac, empéche le développement de néphrites et
stoppe la progression de la maladie dans différents modeles murins du lupus (Vugmeyster et al., 2010;
Zhang et al., 2015a).

D’autre part, en utilisant des particules virales du bactériophage MS2, Pan et al. ont restauré
I’expression de miR-146a dans des souris BXSB.Yaa, diminuant la production de cytokines pro-
inflammatoires, la production d’lg et ralentissant la progression du lupus (Pan et al., 2012b). Enfin, une
autre stratégie utilisée pour inhiber les Ty est de cibler STAT3, facteur de transcription pivot dans la
génération des Tgy. L'utilisation d’un inhibiteur de la fonctionnalité de STAT3 (petite molécule appelée
« Stattic ») améliore les fonctions rénales et réduit la production d’auto-Ac chez des souris MRLP""

(Edwards et al., 2015).




b. Ciblage des Tew chez ’homme

Chez I'Homme, plusieurs thérapies existantes ou actuellement en essais cliniques, ciblent

indirectement les Ten, et améliorent les symptomes lupiques.

Le Tocilizumab, Ac monoclonal bloquant la chaine a du récepteur a I'lL-6, a été testé comme traitement
du LED et montre des résultats encourageants (lllei et al., 2010). Ce traitement semble prometteur
pour les patients lupiques car son efficacité sur le nombre de Ty et sur la production d’IL-21 a été
prouvée chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Chavele et al., 2015). Le Belimumab,
inhibant I'interaction de BAFF avec ses récepteurs est a I’heure actuelle, le seul traitement spécifique

possédant une AMM dans le traitement du LED (cf. Partie I. VI. 2).
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Figure 11. Traitement du LED ciblant des molécules associées aux T_, (Sawaf et al., 2016).
La fonction et la différenciation des T,,, peuvent étre affectées par différentes molécules, déja utilisées ou

actuellement en essais cliniques dans le traitement du LED. Le Belimumab, I’Atacicept et le NNC0114-0006
sont des anticorps monoclonaux ciblant respectivement les cytokines BAFF, APRIL et IL-21. Par ailleurs,
I'inhibition de molécules de co-stimulation a I'aide d’AMG-557 (anti-ICOSL), et IDEC-131 (anti-CD40L)
semble limiter la différenciation des T_, en régulant I'interaction T-B. Enfin, une stratégie prometteuse
consiste a inhiber les T_, en bloguant les voies de signalisation impliquées dans leur différenciation, soit

directement a I'aide du Tofacitinib (inhibiteur de Jak-STAT), soit indirectement en bloquant les récepteurs
aux cytokines IL-6 et IL-21 (respectivement le Tocilizumab et ATR-07).




La régulation de I'interaction T-B dans le LED fait I'objet de nombreuses études cliniques. Parmi elles,
sont retrouvées le ciblage de molécules de co-stimulation telles CD40L (IDEC-131), d’ICOSL (AMG-557)
et de CTLA-4 (Abatacept), de cytokines telles que I'lL-21 (ATR-07 et NNC0114-0006), TACI (Atacicept)
ou en inhibant la voie de signalisation Jak/STAT (Tofacitinib) et présentent des résultats plus ou moins

prometteurs (cf. Introduction partie A) (Figure 11).

L'implication des Tey dans le développement du LED et dans la production d’auto-Ac décrivent ces
cellules comme des cibles intéressantes, soit en régulant leur nombre, soit en modulant leurs

fonctions. (Publication 1 : Sawaf et al. Journal of Immunology Research, 2016).

. Les acteurs cellulaires régulant les interactions T-B

Afin d’assurer la régulation de la production d’lg par les LB, le systéme immunitaire met en jeu
différents acteurs cellulaires, contrélant l'interaction T-B, et empéchant le développement

d’anomalies telles que les pathologies auto-immunes.
1. Les cellules T régulatrices

Les Tregs sont des LT CD4* dont les cibles principales sont les cellules T effectrices. Cependant,
certaines études ont décrit un effet suppresseur des Tregs sur d’autres types cellulaires tels que les
DCs, les mastocytes ou les LB (Lan et al., 2012; Su et al., 2012; Zhao et al., 2006). Concernant les LB, il
est compliqué de définir si I'inhibition des LB est directe, ou passe indirectement par la régulation des
LT CD4*. L'effet des Tregs sur les LB (direct ou indirect) a été mis en évidence lors d’un transfert de
Tregs dans des modeéles murins d’auto-immunité, ce qui a pour conséquence d’atténuer la réponse
humorale et de diminuer la production d’auto-Ac (Seo et al., 2002). De plus, les patients atteints du
syndrome IPEX (« Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked »), présentant
des mutations dans le géne codant pour FoxP3, possédent des taux élevés d’auto-Ac dans leur sérum,
suggérant un réle des Tregs dans la régulation des LB auto-réactifs (Tsuda et al., 2010). Il apparait que
les Tregs participent a maintenir la tolérance périphérique chez 'Homme, car ces patients IPEX
présentent une accumulation de clones auto-réactifs de LB mature naifs (Kinnunen et al., 2013). De
maniére intéressante, il est décrit dans cette étude que les LT des patients IPEX surexpriment CD40L,
PD-1 et ICOS par rapport aux individus sains, suggérant que l'action des Tregs sur les LB est
probablement indirecte et passe par une inhibition des LT. Finalement, Lim et al. ont décrit un effet
direct des Tregs sur les LB, indépendant de la présence de LT, ou les Tregs inhibent I’activation, la
prolifération et la production d’lg des LB (Lim et al., 2005). Il a été décrit par la suite, dans un modeéle
de souris transgénique, que cette suppression directe est dépendante de I'expression de PD-1 a la

surface des LB auto-réactifs et de celle de PD-L1 a la surface des Tregs (Gotot et al., 2012).




Plusieurs études ont décrit qu’une diminution du nombre de Tregs contribue au développement du
LED (Crispin et al., 2003; Liu et al., 2004; Miyara et al., 2005), cependant, les données sur leurs
capacités suppressives chez les patients lupiques sont contradictoires. En effet, deux études décrivent
des capacités inhibitrices réduites des Tregs de patients lupiques (Bonelli et al., 2008; Valencia et al.,
2007), alors que la fonction suppressive des Tregs ne semble pas étre altérée pour d’autres groupes.
D’une part, chez ’'Homme, une diminution d’expression du facteur de transcription FoxP3 (« Forkhead
box P3 ») a été associée a une altération des fonctions suppressives des Tregs (Lyssuk et al., 2007;
Valencia et al., 2007). Cependant, il apparait qu’une activation de ces cellules in vitro permet restaurer
les capacités inhibitrices des Tregs. A I'inverse, Miyara et al. ont révélé que bien que la fréquence de
ces cellules soit diminuée, I'activité suppressive des Tregs n’est pas altérée, mais ces cellules sont plus
sensibles a I'apoptose dépendante de Fas (Miyara et al., 2005). De plus, les LT effecteurs semblent
étre moins sensibles a la suppression par les Tregs chez les patients lupiques (Venigalla et al., 2008).
Comment expliquer ces différentes observations ? Tout d’abord, il ne faut pas sous-estimer
I’hétérogénéité de la maladie lupique, ainsi que I'influence des différents traitements pouvant interagir
avec ces différentes populations cellulaires. En effet, une forte dose de méthylprednisone, un
corticostéroide, augmente la fréquence des Tregs chez les patients lupiques (Mathian et al., 2015).
Ensuite, la caractérisation et I'identification des Tregs est un sujet de débat important. C'est en 2009
qgue chez 'Homme, trois sous-populations de cellules ont été identifiées, exprimant toutes FoxP3, mais
possédant des capacités suppressives différentes (Miyara et al., 2009). Au cours de cette étude,
I’expression de I'isoforme du CD45, CD45RA et de FoxP3 a permis d’identifier trois populations dont
une qui ne posséde pas de fonctions suppressives (rTregs : CD4*CD45RA*FoxP3™™). Miyara et al.
décrivent une diminution des LT CD4* régulateurs possédant les plus fortes capacités suppressives
(aTregs : CD4*CD45RAFoxP3Me"), alors que la fréquence des deux autres populations est augmentée
chez les patients lupiques présentant une forte activité. Toutefois, quelques années plus tard, il a été
décrit qu’un défaut fonctionnel des cellules Tregs naives CD45RA*FoxP3°% est associé au
développement du LED (Pan et al., 2012a).

Alors que leur effet sur les LT de patients lupiques demeure controversé, il a été décrit que chez les
patients atteints de LED, les Tregs limitent le développement de la pathologie en éliminant directement

les LB auto-réactifs, a I'aide de la libération de perforine et de granzyme B (likuni et al., 2009).
2. Lescellules T CD8* suppressives

En plus des LT CD4"* régulateurs, les cellules T CD8* suppressives représentent une autre population de
cellules T régulatrices. Bien qu’elles soient moins précisément caractérisées, ces cellules expriment
FOXP3 et présentent des fonctions suppressives. Les premiéres observations ont décrit une population

de LT CD8* supprimant I'aide des LT aux LB (Noble et al., 1998). Ces cellules possedent la capacité de




cibler Qa-1 (HLA-E chez ’'Homme), une molécule analogue au CMH, interagissant avec leur TCR. De
maniére intéressante, Qa-1 est préférentiellement exprimé a la surface des Ty par rapport aux LT CD4*
non-Tgy (Kim et al., 2010). L'inhibition de I'interaction Tes-LT CD8* suppressives induit une rupture de
tolérance, a l'origine du développement d’'une maladie « lupus-like » caractérisée par la production
d’auto-Ac anti-ADN. De maniéere analogue aux Tregs conventionnelles, les LT CD8"* suppressives sont
sensibles a I'lL-2. En effet, un traitement a faible dose d’IL-2 induit une expansion de ces cellules,
supérieure a celle observée pour les Tregs (Kim et al., 2010). Chez 'Homme, la fréquence de ces
cellules en périphérie est faible, et leur fonction demeure peu connue. Cependant, il a été décrit que
les LT CD8* suppressives de primates non-humains possédent des capacités inhibitrices similaires aux
Tregs (Aoyama et al., 2012), soulignant I'intérét de considérer le role des LT CD8* suppressives dans la

régulation de la réponse humorale et dans le maintien de la tolérance au soi en périphérie.
3. Les cellules B régulatrices (Bregs)

Chez l'individu sain, le controle des processus inflammatoires est principalement assuré par la
libération de cytokines anti-inflammatoires, cytokines parmi lesquelles I'IL-10 est considéré comme
|"acteur principal de ces mécanismes régulateurs. Depuis le début des années 2000, une population de
LB, sécrétant de I'lL-10, et capable d’inhiber I'inflammation et le développement de I'auto-immunité a
été décrite (Fillatreau et al., 2002; Mauri and Bosma, 2012). Bien que les Bregs soient principalement
caractérisées par la production d’IL-10, de nombreuses sous-populations de Bregs, supprimant
I'activation de différents types cellulaires tels que les LT, les cellules NK ou les neutrophiles ont été
décrites (Rosser and Mauri, 2015). Chez I'Homme, des cellules CD19*CD24"CD38" produisant de I'IL-
10 sont retrouvées en circulation et sont recrutées aux sites d’inflammation. Ces cellules suppriment
I'activation des Tyl et des Ty17, contribuent a I’homéostasie des cellules NKT invariantes et inhibent la
réponse CD8" spécifique lors d’infections virales. Par ailleurs, il existe des mécanismes inhibiteurs des
Bregs indépendants de I'lL-10. En effet, les Bregs favorisent I'expression de PD-1 sur les Tregs,
produisent de I'lL-35, une autre cytokine régulatrice et induisent I'apoptose des LT via l'interaction
Fas/FasL (Ray and Dittel, 2017). De maniére intéressante, les Bregs CD19*CD24"CD38" présentent un
défaut fonctionnel chez les patients lupiques, ol leur sensibilité au signal CD40L se retrouve diminuée,

ainsi que leur capacité a produire de I'IL-10 (Blair et al., 2010).
4. Les plasmocytes

Les plasmocytes, cellules sécrétrices d’Ac possédent la capacité de réguler la réponse humorale. Ce
réle peu conventionnel a été mis en évidence chez des souris déplétées de plasmocytes, qui présentent
une activité Try défectueuse, suggérant I'existence d’un rétrocontrole négatif (Pelletier et al., 2010).

Les fonctions suppressives des plasmocytes proviennent de leur capacité a présenter I'antigéne,




réduisant I'expression de Bcl-6 et la production d’IL-21 par les Tey au sein des CG. En effet, les
plasmocytes entrent en compétition avec les autres CPA et limiteraient I'expansion des cellules Tex
(Pelletier et al., 2010). La fonction régulatrice des plasmocytes a été confirmée récemment, suggérant
que les plasmocytes a longue durée de vie, accumulés dans les CG de souris développant des
syndromes auto-immuns, contribuent a la différenciation des Ten, et a la persistance d’une réponse

humorale excessive dans un contexte auto-immun (Jang et al., 2016).

L’'ensemble de ces données démontrent que I'interaction T-B se retrouve sous le contréle de nombreux
mécanismes de régulation, portés par différents effecteurs cellulaires (Figure 12). Ces cellules, parmi
lesquelles sont retrouvées les Tk et les Tregs, limitent I'expansion non contrélée des LT et des LB,
notamment en produisant des facteurs solubles tels que les cytokines. Cependant, bien que ces
facteurs solubles semblent indispensables a la régulation de la réponse humorale, des interactions

cellule-cellule demeurent également essentielle a ce mécanisme.
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Figure 12. Les acteurs cellulaires régulant les interactions T-B.

+ . 4, . .. N , .
Les plasmocytes, les Tregs, les cellules T CD8 suppressives et B régulatrices participent a la régulation de la
réponse humorale en contrélant ’homéostasie des T,,, et leur interaction avec les LB.

Iv. Les acteurs moléculaires régulant les interactions T-B

La reconnaissance spécifique d’'un Ag présenté par le CMH déclenche I’activation du TCR et des voies
de signalisation associées. Un mécanisme similaire est observé pour les LB, ou la reconnaissance des
Ag, dépendante ou non des LT, déclenche une cascade d’activation au sein de ces cellules. Cependant,
un ensemble de molécules co-stimulatrices et co-inhibitrices déterminent le devenir de ces cellules,

en régulant, positivement ou négativement, 'activation des LT et des LB.
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1. Les molécules co-activatrices dans la régulation de I'interaction T-B

Deux grandes familles de molécules co-stimulatrices participent a la régulation de l'intensité et de la
durée de la réponse immunitaire : la superfamille des Ig et la famille des TNF. Au sein de la famille des
Ig, sont retrouvées un nombre important de molécules activatrices telles que CD28 ou ICQOS, alors que
CD40 et ses ligands ainsi que OX40 ou HVEM sont des représentants de la famille des TNF. L’absence
de molécules co-activatrices limite la transcription de génes, rendant les cellules anergiques a long

terme.

CD28 : CD28, une molécule exprimée a la surface des LT fournit des signaux positifs renforcant le signal
du TCR (Coyle and Gutierrez-Ramos, 2001). L’interaction de CD28 avec CD80 ou CD86, exprimées a la
surface des LB et des autres CPA, active différentes voies de signalisation telles que les voies AP-1,
NFAT et NF-kB et favorise 'augmentation des flux calciques intracellulaires (Acuto and Michel, 2003).
L’activation de CD28 est requise pour la génération des Tregs, bien qu’elle ne soit pas nécessaire a leur
fonction (Salomon et al., 2000). L'importance de I'interaction CD28-CD80/86 dans la communication
T-B a été définie par le phénotype des souris CD287" présentant une incapacité a former des CG
(Walker et al., 1999). De plus, I'interaction entre CD80 a la surface des LB des CG et CD28 sur les LT est

essentielle au maintien et a la fonction des Ty a la suite d’une infection (Salek-Ardakani et al., 2011).

ICOS : ICOS, une molécule présente a la surface des LT, interagit avec son ligand ICOSL a la surface des
cellules présentatrices d’Ag. Alors que CD28 fournit des signaux activateurs aux cellules naives ou
quiescentes, ICOS exercent ces fonctions sur les cellules activées (Wallin et al., 2001). Ce phénomeéne
s’explique par I'expression différentielle de CD28, exprimé de maniéere constitutive a la surface des LT,
comparée a ICOS, exprimé suite a une activation des cellules T. Le réle d’ICOS dans la régulation de la
communication T-B a déja été discuté (Partie B. Il.). ICOS apporte les signaux indispensables a la
génération des Ty, induisant notamment I'expression de Bcl-6, stabilisant I'interaction entre pré-Tg
et LB, et finalement en participant au maintien des Try dans les CG. La signalisation par la PI3K, associée
a CD28 et a ICOS est responsable de I'activation des LT, et dans les OLS, oriente la différenciation des

pré-Tew en Tey (Figure 7-8).

CD40 : Afin d’induire la maturation des LB en cellules sécrétrices d’Ac, I'interaction CD40/CD40L
demeure la voie de costimulation majeure (Hasbold et al., 1998). Cette liaison est bidirectionnelle. En
effet, I'expression de CD40 a la surface des LB induit I'activation des cellules T, favorisant ainsi la
différenciation des LT naifs en LT mémoires (Hoffman et al., 2016). De plus, comme les autres
molécules de la famille des TNFR, l'interaction CD40/CD40L permet la survie cellulaire, favorise la

prolifération cellulaire et induit la production cytokinique (Croft, 2009). A I'opposé, I'expression de




CDA4OL par les Tey fournit aux LB des signaux déclenchant les processus de différenciation et de

commutation isotypique (Ueno et al., 2015).

0X40 : 0X40, un autre membre de la famille des TNFR, joue un role crucial dans la différenciation des
LT en Ten. En effet, 'interaction entre OX40L a la surface des cellules présentatrices d’Ag, et OX40 a la
surface des LT, induit I'expression de nombreuses molécules associées aux Tey par les LT CD4" naifs et

mémoires, cellules possédant alors la capacité d’aider les LB a se différencier (Jacquemin et al., 2015).

Le grand nombre de récepteurs de co-stimulation régulant positivement l'interaction T-B et
contribuant au bon fonctionnement de la réponse humorale requiert un autre niveau de régulation,

négative cette fois-ci, afin de prévenir une activation exacerbée.
2. Les molécules co-inhibitrices dans la régulation de I'interaction T-B

CTLA-4 : Le plus étudié des récepteurs inhibiteurs est CTLA-4. Comme CD28, CTLA-4 une molécule
pouvant interagir avec CD80 et CD86 a la surface des CPA myéloides et des LB. De plus, I'affinité de
CTLA-4 pour ces deux récepteurs est significativement plus forte que celle de CD28. L’expression de
CTLA-4 est restreinte aux cellules T activées, agissant ainsi comme un mécanisme de régulation de ces
cellules, en exercant un rétrocontréle de l'activation des LT CD4*. L'engagement de la voie de
signalisation de CTLA-4 inhibe la production d’IL-2 et la prolifération cellulaire en réponse a une
stimulation du TCR, et il a été décrit que le blocage de CTLA-4 augmente la réponse des Ty in vitro et
in vivo (Thompson and Allison, 1997). L'engagement de CTLA-4 déclenche le recrutement des
phosphatases SHP-2 et PP2A, exergant une action opposée aux kinases associées au TCR et a CD28. Ce
recrutement a pour effet d’inhiber la phosphorylation de diverses voies de signalisation telles que JNK
ou ERK pour SHP-2 et AKT pour PP2A. Cet effet inhibiteur semble toutefois indépendant de ZAP-70 et
de la chaine T du TCR, mais dépendant de LAT (Calvo et al., 1997; Nakaseko et al., 1999). Ce contréle
de l'activation des LT CD4* a pour effet de réduire la communication entre ces cellules et les LB. En
effet, 'expression de CTLA-4 permet de contrdler la génération et I'expansion des Tey et régule la

formation des CG en interagissant avec CD80 et CD86 (Sage et al., 2014a; Wing et al., 2014).

PD-1: PD-1 est un autre récepteur co-inhibiteur interagissant avec deux ligands, PD-L1 et PD-L2
(Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). L’engagement de PD-1, exprimé a la surface des LT et
LB activés, inhibe la prolifération et I'activation des Ty a la suite d’'une stimulation TCR dépendante.
Contrairement a CTLA-4, PD-1 posséde dans sa partie cytoplasmique un motif tyrosine inhibiteur
appelé ITIM et un motif ITSM, permettant le recrutement de SHP-1 et SHP-2. A la suite d’une
activation, PD-1 se retrouve localisé au niveau des microclusters de TCR, et déphosphoryle les premiers
messagers du TCR tel que ZAP-70 (Sheppard et al., 2004). L’expression de PD-1 est nécessaire a la

régulation de la réponse humorale comme en atteste le fort taux d’Ac et d’auto-Ac produits par les LB




de souris déficientes pour PD-1 (Nishimura et al., 1999). Par ailleurs la délétion génétique de PD-1 ou
d’un de ses ligands chez la souris démontre que la signalisation de PD-1 régule la survie et la sélection
des LB dans les CG, contrdlant le nombre de plasmocytes a longue durée de vie (Good-Jacobson et al.,
2010). De plus, chez 'Homme PD-1 régule I'activation des LB, grace a son recrutement au niveau du
BCR a la suite d’une activation du TLR9, et en inhibant la cascade d’activation, comme ce qui a été

décrit pour les LT (Thibult et al., 2013a).

LAG-3, TIM-3, TIGIT : Bien que d’autres molécules co-inhibitrices existent a la surface des LT et des LB,

leur implication dans le controle de linteraction T-B n’a pas été clairement établie. LAG-3
(« Lymphocyte-Activated Gene 3 »), TIM-3 (« T-cell Immunoglobulin and Mucin-containing protein
3») et TIGIT («T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains ») limitent I'activation et la
différenciation des Ty, leur effet sur la réponse humorale étant cependant peu décrit. LAG-3 est un
récepteur exprimé a la surface des LT CD4" et des cellules NK, qui posséde un effet inhibiteur agissant
en synergie avec PD-1/PD-L1. Ce récepteur interagit avec le CMH-II et régule négativement la
prolifération cellulaire, I'activation et ’lhoméostasie des Tu. De plus, il semble jouer un réle dans les
fonctions suppressives des Tregs (Sega et al., 2014). Enfin, une étude a démontré que LAG-3 est
exprimé a la surface des LB, a la suite d’une activation dépendante des LT (Kisielow et al., 2005). Alors
gue TIM-3 semble étre impliqué dans la régulation de la réponse cytotoxique (Le Mercier et al., 2015),
I’expression de TIGIT a la surface des Ten semble favoriser I'aide apportée aux LB par ces cellules
(Godefroy et al., 2015). En effet, les cTen TIGIT* expriment fortement ICOS, CD40L et produisent une
quantité importante d’IL-21 par rapport aux cTeq TIGIT ~. De plus ces cTen TIGIT* induisent fortement la
différenciation des LB en plasmablastes, suggérant que ces cellules représentent une sous-population

de Ty possédant de grandes fonctions d’aide aux LB.

BTLA : BTLA est un récepteur co-inhibiteur exprimé entre autre a la surface des cellules Ty (dont les Tex)
et des LB. Comme les autres molécules inhibitrices, BTLA permet de contréler la réponse humorale.

Son role précis sera précisément détaillé dans la partie C. de I'Introduction.

Pour conclure, I'activation du systeme immunitaire est régulée par un ensemble de signaux positifs et
négatifs, fournis par des récepteurs co-stimulateurs et co-inhibiteurs, exprimés a la surface des
différents effecteurs de la réponse humorale. Une balance entre les signaux activateurs et répresseurs
permet le maintien de la tolérance au soi, prévenant ainsi le développement de maladies auto-
immunes. Un déséquilibre de cette balance contribue a la rupture de tolérance et le rGle de ces
différentes molécules dans le développement de maladies auto-immunes, notamment dans le LED, a

fait I'objet de nombreuses études durant ces dernieres années.




3. Implication des molécules de co-stimulation dans la pathogéneése du LED

De nombreuses voies de signalisation associées aux récepteurs de co-stimulation ont été décrites
comme impliquées dans le développement du lupus. En effet, I'expression de CD40L a la surface des
Ty de patients lupiques se retrouve exacerbée, contribuant a la production d’auto-Ac (Desai-Mehta et
al., 1996; Katsiari et al., 2002). De plus, I'expression de CD40 est anormalement retrouvée a la surface
des LB et des monocytes de patients lupiques. Par ailleurs, I'engagement de CD40 par CD40L a la
surface des LT CD4* stimule la production d’lgG par les LB autologues chez les patientes atteintes de
LED (Zhou et al., 2009). D’autre part, CD28 et ses ligands jouent un réle important dans la pathogénése
lupique. En effet, les souris lupiques MRLP7Pr déficientes pour CD28 ou CD86 développent des
atteintes rénales moins sévéres, et présentent une diminution de la sévérité des arthrites (Liang et al.,
1999; Tada et al., 1999). Cependant, Liang et al. ont décrit un role paradoxal des molécules B7. En
effet, les souris MRLP/P" CD807- développent des glomérulonéphrites plus sévéres que les animaux
controles, suggérant que CD80 possede également une activité inhibitrice. Cet effet peut étre attribué
a I'interaction de forte affinité entre CD80 et les récepteurs co-inhibiteurs CTLA-4 ou PD-L1 (Butte et
al., 2007). Grace a ses propriétés inhibitrices, le ciblage des molécules B7 a I'aide de CTLA-4 est une
stratégie thérapeutique envisagée afin de contréler spécifiquement les LT activés au cours du lupus.
En effet, I'injection d’une protéine de fusion CTLA-4-Ig a des souris NZB/W prolonge leur survie, réduit
la production d’auto-Ac et réduit I'activation des LB et des LT (Finck et al., 1994b; Mihara et al., 2000).
L'utilisation de I’Abatacept, protéine de fusion composée du domaine extracellulaire du CTLA-4
humain et du domaine Fc d’une IgGl, est bien tolérée et démontre un effet positif sur le
développement de néphrites chez les patients (Furie et al., 2014). En 2010, le groupe de Michael
Ehrenstein a démontré que chez les patients atteints de lupus, la fonctionnalité de CTLA-4 est altérée.
En effet, bien que son expression soit augmentée a la surface des LT CD4* de patients ex vivo par
rapport aux individus sains, sa capacité a inhiber I'activation de ces cellules est réduite. Par rapport
aux individus controles, CTLA-4 ne régule plus la prolifération, la formation des microclusters de TCR
et n’inhibe plus les voies de signalisation associées au TCR, ni la formation des microdomaines
lipidiques chez les patients lupiques (Jury et al., 2010). L’ensemble de ces données démontrent que
CTLA-4 joue un role protecteur dans le LED, et que la restauration de sa fonctionnalité peut étre

considérée comme une stratégie thérapeutique prometteuse.

Par ailleurs, il a été décrit que le niveau d’expression d’ICOS par les LT CD4* de patients lupiques est
augmenté par rapport aux individus contrdles, ce qui contribue a 'augmentation de la fréquence de
Ten observée chez les patients (Hutloff et al., 2004; Yang et al., 2005). De plus, le niveau d’expression
d’ICOS est plus élevé chez les patients développant des néphrites que chez les patients sans atteinte

rénale (Li et al., 2012a). L'engagement d’ICOS active directement la voie de signalisation PI3K, voie




indispensable a la différenciation et a la fonction des cellules Ten (Figure 7-8). Au regard de I'importance
d’ICOS dans la pathogénese et dans I'aggravation des symptomes lupiques, le ciblage d’ICOSL (AMG-

557 ; Figure 11), actuellement en essais cliniques présente un potentiel thérapeutique intéressant.

Chez les patients lupiques, le niveau d’expression d’OX40 sur les LT CD4* mémoires est augmenté et
corrélé avec l'activité de la maladie. De plus, OX40 est fortement exprimé par les LT CD4" présents
dans les reins de patients présentant des néphrites (Patschan et al., 2006). Par ailleurs, un
polymorphisme en amont du gene d’OX40, augmentant le niveau d’expression protéique de ce
récepteur a été décrit comme associé au risque de développer un LED (Cunninghame Graham et al.,
2008; Manku et al., 2013). Enfin, I'interaction entre OX40L, sur les DCs et OX40 sur les LT est cruciale
dans le développement des Tey (Jacquemin et al., 2015). En effet, dans cette étude, il est décrit que
I’axe OX40/0X40L favorise le développement de Ty ICOS?, et contribue a la génération d’auto-Ac et

de complexes immuns contenant de I’ARN chez les patients lupiques.

Alors qu’une expression aberrante des molécules co-activatrices promeut le développement du LED,
les mécanismes co-inhibiteurs sont requis pour limiter la pathogénése lupique. Des polymorphismes
dans PDCD1, géne codant pour PD-1, ont été associés au risque de déclencher un LED (Okazaki and
Honjo, 2007; Prokunina et al., 2002). L'importance de PD-1 dans le contrdle de I'auto-immunité a été
mis en évidence chez la souris ol un modéle de souris C57BL6 PD-17- développent des symptomes
« lupus-like » (Nishimura et al., 1999). Cette observation a été confirmée par I'inhibition de PD-L1 chez
la souris lupique NZB/W, qui précipite le développement de néphrites lupiques et accroit la mortalité
de ces souris (Kasagi et al., 2010). A I'inverse, I'inhibition de PD-1 limite le développement de néphrites
et améliore les capacités suppressives des LT CD4* et CD8* (Kasagi et al., 2010; Wong et al., 2010,
2013). Ces résultats contradictoires conduisent a étre prudent dans I'utilisation du ciblage de la voie
PD-1/PD-L1 comme stratégie thérapeutique dans le LED. En effet, I'expression de PD-1 sur les LT
activés mais également sur les Teg (Sage et al., 2013) complique les possibilités thérapeutiques du

ciblage de la voie PD-1/PD-L1.

En résumé, les récepteurs spécifiques des lymphocytes T et B (TCR et BCR) sont les principaux acteurs
de l'activation lymphocytaire. Cependant, de nombreux signaux secondaires, délivrés par les
molécules co-stimulatrices et co-inhibitrices orientent, régulent et participent a I’homéostasie du
systeme immunitaire. En effet, I'activation des LT est finement régulée par des signaux positifs,
incluant principalement les récepteurs comme CD28 et ICOS. Ces signaux positifs sont contrebalancés
par la présence de récepteurs co-inhibiteurs tels que CTLA-4 et PD-1. Une dérégulation de I'expression
ou de la fonction de ces molécules fragilise I'équilibre de la réponse immunitaire et favorise

I’émergence d’auto-immunité (Figure 13).
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Figure 13. Les molécules de costimulation impliquées dans le développement du LED.

Un défaut d’expression et/ou de fonction d’une ou plusieurs molécules co-activatrices ou co-inhibtrices
participe a la rupture de tolérance périphérique observée dans le cadre du LED. Des récepteurs inhibiteurs
non-fonctionnels tels que PD-1 ou CTLA-4, et/ou la surexpression de molécules activatrices telles que CD40L
ou ICOS participent a I'hyperactivation des LT et des LB, pouvant expliquer la réponse immunitaire
exacerbée caractéristique du lupus.




C. LE RECEPTEUR CO-INHIBITEUR BTLA

I.  Structure / Interaction

1. Structure de BTLA

B and T Lymphocyte Attenuator (BTLA ou CD272) est une molécule co-inhibitrice, membre de la
superfamille des Ig, décrite en 2003 pour la premiére fois par le groupe de Kenneth Murphy (Watanabe
et al., 2003). BTLA est une protéine d’environ 300 acides aminés, composée d’un domaine Ig de type |
extracellulaire, d’'un domaine transmembranaire et d’'une queue intracellulaire présentant différents
motifs contenant des tyrosines pouvant étre phosphorylés : deux motifs ITIM (Immuno-receptor
Tyrosine-based Inhibitory Motif) (Watanabe et al., 2003) et un site de recrutement Grb-2 (Growth
factor receptor-bound protein 2) (Gavrieli and Murphy, 2006; Han et al., 2004) (Figure 14). Il était
précédemment acquis que les molécules de la superfamille des Ig interagissent avec les membres de
la famille B7 (Chen, 2004; Sharpe and Freeman, 2002). Pourtant, BTLA interagit avec un ligand unique
de la famille des TNF récepteurs (TNFR) appelé HerpesVirus Entry Mediator (HVEM ; TNFRSF14 ou
CD270).
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Figure 14. Structure de BTLA.

BTLA est un récepteur membranaire de la superfamille des Ig possédant trois motifs tyrosine dans sa queue
intracytoplasmique. Parmi ces motifs, sont retrouvés un site Grb-2, et deux motifs inhibiteurs ITIM
permettant le recrutement de phosphatases. Les positions des tyrosines sont indiquées pour la séquence
humaine et murine (entre parenthéses).




2. Llinteraction non-canonique entre BTLA et HVEM

L'interaction entre BTLA et HVEM est restée une énigme durant plusieurs années. En effet, comment
deux protéines a priori structurellement différentes peuvent interagir de maniere spécifique ? En 2005,
le groupe de K. Murphy a démontré que le domaine CRD1 de HVEM était indispensable a sa liaison
avec BTLA (Sedy et al., 2005). La méme année, Compaan et al. ont montré que BTLA interagit avec la
partie N-terminale de HVEM, riche en cystéine (Compaan et al., 2005) (Figure 15). La structure tertiaire
de HVEM permet une interaction particuliere avec BTLA et différente des autres ligands de HVEM.
Cependant, cette étude montre que le domaine extracellulaire de BTLA, de forme monomérique,
reconnait la méme surface de HVEM que la glycoprotéine gD de HSV. Ces analyses structurelles ont
permis de définir une interaction inattendue et inédite entre un TNFR et un récepteur de la
superfamille des Ig. Toutefois, BTLA se retrouve en compétition avec de nombreux autres ligands

pouvant interagir avec HVEM.
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Figure 15. Interaction HVEM / BTLA (d’aprés Murphy et al., 2006)

Représentation schématique de l'interaction non-canonique entre HVEM et BTLA modélisée d’apres les
données de structure crystallographique de BTLA (Compaan et al., 2005). Cette interaction entre un TNFR
et un récepteur de la famille des IgSF dépend de domaines riches en cystéine de BTLA interagissant avec la
forme trimérique de HVEM.

3. HVEM : un récepteur pivot aux multiples interactions

En 1996, Montgomery et al. ont décrit un récepteur de la famille des TNFR comme un médiateur
cellulaire de l'internalisation de nombreuses souches du Herpes Simplex Virus (HSV) dans les
lymphocytes T activés (Montgomery et al., 1996). L'interaction entre HVEM et la glycoprotéine gD
présente a la surface de HSV permet la réaction de fusion membranaire puis I'internalisation des
protéines virales, favorisant finalement leur transport au sein du noyau. Avant la découverte de

I'interaction entre BTLA et HVEM, de nombreux ligands de ce TNFR ont été identifiés. Les premiers




ligands de HVEM a avoir été décrits furent la lymphotoxine a et LIGHT (« homologous to Lymphotoxin,
exhibits Inducible expression and competes with HSV Glycoprotein D for binding to Herpesvirus entry
mediator, a receptor expressed on T lymphocytes ») (Mauri et al., 1998). La lymphotoxine a est
une protéine soluble homotrimérique interagissant également avec les TNFR1, TNFR2 et le récepteur
de la lymphotoxine B (LTBR). LIGHT est une protéine membranaire, également organisée en
homotrimére (Rooney et al., 2000), se liant elle aussi au LTPR et au récepteur soluble DcR3 (« TNFR
decoy receptor 3 ») (Mauri et al., 1998; Yu et al., 1999) (Figure 16). Ll'interaction entre HVEM et ces
différents ligands de la famille des TNFs est possible grace a leur structure trimérique et a la présence
de domaines riches en cystéine (CRDs, « cysteine-rich domains ») (Bodmer et al., 2002). En 2008, une
interaction non-canonique entre HVEM et CD160, une autre molécule de la superfamille des Ig a été
décrite (Cai et al., 2008). CD160 est une protéine membranaire associée a un
glycosylphosphatidylinositol (GPI), exprimé principalement sur les cellules cytolytiques telles les LT
CD8* et les cellules NK (Anumanthan et al., 1998). Dans un premier temps, il a été décrit que CD160
interagissait avec le CMH de type |, stimulant ainsi I'activité des cellules NK et T cytotoxiques (Agrawal
et al., 1999; Le Bouteiller et al., 2002). Ce n’est que plusieurs années plus tard que Cai et al. ont
identifié¢ HVEM comme un ligand de CD160 a la surface des LT CD4*(Cai et al., 2008). De par ses ligands
nombreux et variés, HYEM semble jouer un réle pivot et bidirectionnel dans la régulation du systeme

immunitaire.
4. Compétition entre BTLA et une protéine virale : UL144

Par ailleurs, HVEM partage partiellement une séquence avec un homologue viral des TNFR dérivé du
virus humain cytomégalovirus (CMV) appelé UL144 (Benedict et al., 1999). De nombreux isoformes de
UL144, provenant de différents souches de CMV interagissent avec BTLA, bien que I'affinité soit bien
plus faible que celle de I'interaction HYEM-BTLA. Toutefois, il existe bel et bien une compétition entre
les différents ligands de HVEM. Afin de s’affranchir de cette compétition, Sedy et al. ont récemment
généré une protéine mutée de HVEM n’interagissant pas avec CD160, ayant une affinité 10 fois
supérieure a la forme non tronquée de BTLA (Sedy et al., 2017) (Figure 16). De maniére intéressante,
chez la souris, il a été décrit deux isoformes de BTLA, résultats d’un épissage alternatif, 'un d’eux ne
possédant pas de domaine transmembranaire, I'autre ne présentant pas de domaine Ig (Han et al.,
2004; Watanabe et al., 2003). Cependant, la conséquence de |'’expression de ces variants n’a pas été

clairement définie a I’heure actuelle.
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Figure 16. Le réseau BTLA / HVEM (inspiré de Murphy et al. Ann Rev Immunol, 2010).
BTLA se retrouve au centre d’un réseau complexe d’interactions participant a I'orientation de la réponse
immunitaire. BTLA interagit avec HVEM, de la famille des TNFR et a la protéine virale UL144, protéine
homologue d’HVEM. HVEM se lie a la glycoprotéine D de I'Herpes Simplex Virus (HSV1 gD), ainsi qu’aux
ligands de la famille TNF, LTa et LIGHT. Ce réseau démontre le potentiel bidirectionnel de HVEM dans
I’activation ou l'inhibition de la réponse immunitaire.

. Expression de BTLA

1. Sur les populations lymphoides

BTLA est un récepteur membranaire, exprimé a la surface d’une grande majorité de cellules
hématopoiétiques aussi bien d’origine lymphoide que myéloide. BTLA joue un rble dans la
différenciation des LT et des LB. En effet, ce récepteur est exprimé par les LT dans le thymus lors de la
sélection positive (Han et al., 2004; Hurchla et al., 2005). Il joue également un réle important dans le
développement des LB, de par son expression a la surface de celles-ci dans la moelle osseuse durant
les stades pro-B et pre-B de maturation des LB (Han et al., 2004; Otsuki et al., 2006). En périphérie,
BTLA est fortement exprimé a la surface des LB immatures alors que son niveau d’expression est faible

a la surface des DCs immatures CD11c* (Otsuki et al., 2006).

La distribution de BTLA a la surface des différentes sous-populations de LTap a fait I'objet de plusieurs
études. En 2008, Tao et al. ont démontré chez la souris que les LT CD4* régulateurs (CD4*CD25*FoxP3*)
présentent un faible niveau d’expression par rapport aux autres populations de LT CD4*(Tao et al.,
2008). D’autre part, I'expression de BTLA a la surface des différentes populations de LT CD4* auxiliaires
(T helper, Ty) demeure controversée. En effet, deux équipes ont indépendamment décrit qu’a la
surface des LT, BTLA est sélectivement exprimé sur les Tyl plutot que sur les cellules Ty2 (Hurchla et

al., 2005; Loyet et al., 2005). Toutefois, un troisieme groupe a reporté un niveau d’expression de BTLA




équivalent a la surface des lymphocytes Tyl et Tu2 (Otsuki et al., 2006). Par ailleurs, il a été démontré
que le niveau d’expression de BTLA est trés élevé a la surface de cellules T CD4* anergiques (Hurchla
et al., 2005). La majorité de ces études ayant été réalisée sur des modeles murins, il apparait qu’une
caractérisation précise de la distribution de I'expression de BTLA a la surface des différentes
populations de LT CD4" humains reste a réaliser. L’expression de BTLA sur les cellules T CD8" a été plus
largement étudiée. En effet, il a été démontré que BTLA est exprimé a la surface des LT CD8" de souris
(Han et al., 2004) et humains (Otsuki et al., 2006). De maniére analogue aux autres populations de LT,
le niveau d’expression de BTLA semble étre plus faible sur les cellules T CD8* mémaoires et effectrices

que sur les LT CD8* naifs (Derré et al., 2010).

L’expression de BTLA sur une grande majorité des cellules hématopoiétiques suggere un role potentiel
de BTLA dans la régulation des cellules lymphoides du systéme immunitaire inné, a savoir les LTyd et
les ILCs (innate-like cells). Deux études ont récemment confirmé que BTLA est exprimé sur ces
différentes populations et, de plus, participe a leur homéostasie. Bekiaris et al. ont démontré chez la
souris que I'expression de BTLA est réduite sur les cellules T y6 CD27" par rapport aux CD27* et qu’elle
était dépendante de I'expression du facteur de transcription RORyt (Bekiaris et al., 2013). Chez
I'Homme, le niveau d’expression de BTLA a la surface des LTy® est comparable a celui observé sur les
LT ap et est principalement retrouvé a la surface des cellules T y& naives, puis son expression décroit
progressivement sur les cellules T y6 mémoires et effectrices (Gertner-Dardenne et al., 2013). Hurchla
et al. ont démontré que I'expression de BTLA a la surface des lymphocytes NK est dépendante de la
lignée murine observée. En effet, ce récepteur est exprimé a la surface des cellules NK de souris
C57BL/6, alors qu’il n’est pas retrouvé a la surface des cellules provenant de souris BALB/c. BTLA est
une molécule polymorphique, possédant trois différents variants alléliques parmi 23 lignées murines
différentes. L'utilisation d’Ac monoclonaux ne reconnaissant que certains variants pourrait expliquer
les différences d’expression de BTLA observées entre les souris BALB/c et C57BL/6 (Hurchla et al.,
2005). Chez 'Homme, BTLA est exprimé faiblement, aussi bien a la surface des cellules NK“™ que des

cellules NK8" (Sedy et al., 2013).

D’autre part, plusieurs groupes se sont intéressés a I'expression de BTLA a la surface des LB. Le niveau
d’expression de BTLA a la surface des LB périphériques est environ 10 fois supérieur a celui observé
sur les LT (Han et al., 2004). Chez 'Homme, il a été démontré que son niveau d’expression est
augmenté a la surface des LB mémoires non-switchés (CD19*IgM*IgD*CD27*), des plasmablastes
(CD19*CD27Me"CD38"eM) et des LB transitionnels (CD27 1gD*CD24"e" and CD38"&") par rapport aux LB
naifs (CD19*IgM*IgD*CD27°) et mémoires switchés (CD19*1gM'IgD"CD27") (Llinas et al., 2011; Thibult et
al., 2013b). De plus, il a récemment été mis en évidence que le niveau d’expression de BTLA diminue

a la surface des LB de personnes agées (Kannan et al., 2015). En résumé, BTLA est exprimé sur toutes




les populations lymphoides, les lymphocytes B périphériques présentant le niveau d’expression le plus

élevé.
2. Sur les populations myéloides

En 2004, Han et al. ont suggéré que les cellules myéloides expriment BTLA en démontrant la présence
de cette protéine a la surface des cellules spléniques TCR'B220'CMHII* de diverses lignées murines
(Han et al., 2004). En effet, il a été démontré par la suite que BTLA est exprimé sur les cellules d’origine
myéloides, exprimant CD1lcet CD11b, a savoir les DCs, les macrophages, les monocytes et les
neutrophiles (Hurchla et al., 2005). L'importance de I'expression de BTLA a la surface des DCs a tres
récemment été mise en évidence par Jones et al. Cette étude démontre que les DCs
CD8'DEC205*BTLA" dirigent la différenciation des cellules Tregs périphériques, alors que les DCs
CD11c* BTLA sont incapables d’induire cette polarisation des cellules T CD4* en Tregs tolérogénes

(Jones et al., 2016).
3. Expression de BTLA apres activation

En 2005, le groupe de Kenneth Murphy a montré qu’une activation des LT via le TCR augmente le
niveau d’expression de BTLA a leur surface (Hurchla et al., 2005). De plus, il a été décrit chez la souris
gu’apres activation des LT, BTLA s’accumule au niveau de la synapse immunologique et que ce
phénoméne est régulé par le TCR et par l'interaction de BTLA avec HVEM (Owada et al., 2010). Chez
I'Homme, le niveau d’expression de BTLA est rapidement augmenté aprés activation, puis diminue
progressivement pour revenir au niveau basal (Otsuki et al., 2006). Il a été démontré également que
le niveau d’expression de BTLA peut étre régulé par certains TLRs. En effet, une stimulation des LB par
un agoniste du TLR9, ainsi qu’une stimulation des DCs par du LPS induit une augmentation de
I’expression de BTLA a la surface de ces cellules (Han et al., 2004; Thibult et al., 2013b). Cependant,
I'expression de BTLA est diminuée sur les LB de souris C57BL/6 mais pas de souris BALB/c a la suite

d’une stimulation au LPS (Han et al., 2004).
lll.  Expression de HVEM

Comme BTLA, HVEM est exprimé par un nombre important de populations hématopoiétiques et
myéloides. Cependant, ce TNFR se retrouve différemment exprimé selon les types cellulaires. En effet,
le niveau d’expression de HVEM est plus important sur les cellules T quiescentes ou naives que sur les
LT activés (Morel et al., 2000). Il a été suggéré que cette diminution est dépendante de I'interaction
HVEM/LIGHT lors de I'activation des LT. Chez la souris, il a été montré que le niveau d’expression de
HVEM est élevé a la surface des cellules CD4* FoxP3*, et qu’il est augmenté spécifiquement sur ces

Tregs aprés une stimulation via le TCR (Tao et al., 2008). Les LB provenant de modéles murins




expriment tres faiblement HVEM alors que le niveau d’expression de ce TNFR est élevé a la surface des
LB naifs et mémoires périphériques chez I’'Homme (Thibult et al., 2013b). Chez ’'Homme, I'expression
d’HVEM a la surface des LB est détectée en périphérie et dans les amygdales alors que son expression
est relativement faible dans les CG des OLS (Duhen et al., 2004). Il est intéressant de noter qu’une
diminution de I'expression de HVEM est observée sur les cellules B humaines ou sur les DCs immatures
lors d’une interaction avec LIGHT (Morel et al., 2001). En résumé, le réle bidirectionnel d’"HVEM est
probablement influencé par la régulation de son expression suite aux interactions avec ses différents

ligands.
IvV. Mécanisme d’action de BTLA

BTLA est un récepteur co-inhibiteur, ce qui signifie que I'interaction avec son ligand HVEM induit des
signaux inhibiteurs au sein de la cellule exprimant BTLA. En effet, dans sa partie cytoplasmique, BTLA
possede 3 motifs contenant des tyrosines, conservés au cours de I'évolution chez les souris, les rats,
les chiens, les primates et I'Homme (Gavrieli and Murphy, 2006). Le site proximal est un site de
recrutement pour Grb-2 (Tyr245 chez la souris BALB/c). Les deux autres sites (Tyr274 et Tyr299 chez la
souris BALB/c) sont des sites ITIMs (Gavrieli et al., 2003). Chez 'Homme, ces tyrosines se retrouvent
respectivement en position Tyr226, Tyr257 et Tyr282. Chacune de ces tyrosines peut étre
phosphorylée suite a I'interaction de BTLA avec son ligand. Suite a la phosphorylation des deux sites
distaux, les tyrosines phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Src Homology Phosphatase-1 et -2) sont recrutées.
Aussi bien chez la souris que chez I'homme, une mutation dans un des deux motifs ITIM abroge
complétement I'association de BTLA avec SHP-1 et SHP-2, contrairement a ce qui a été observé pour
PD-1 ou un seul motif ITIM fonctionnel est nécessaire au recrutement des phosphatases (Chemnitz et
al., 2004). Par ailleurs, une mutation dans le site Grb-2 n’a pas d’impact sur 'interaction BTLA-SHP
(Gavrieli et al., 2003). Concernant le site Grb-2, les preuves directes de recrutement de cette protéine
adaptatrice au niveau du motif contenant la tyrosine sont peu convaincantes. L’hypothése d’un
recrutement de Grb-2 provient de l'analogie existante entre le motif présent dans la queue
cytoplasmique de BTLA et le motif présent dans la partie cytoplasmique de CD28 et de CTLA-4 (Tyr-
Met-Asn-Met). Apres activation de ces molécules de la famille B7, la sous-unité p85 de la PI3K (Pagés
et al., 1994; Prasad et al., 1994) et Grb-2 (Schneider et al., 1995) sont recrutés au niveau du site Grb-
2. Le réle précis de ce motif tyrosine est resté longtemps relativement peu connu, mais une étude
publiée en 2017 a prouvé que la sécrétion d’IL-2 par les LT CD8* apres la stimulation du TCR est une
fonction dépendante du motif Grb-2 présent dans la partie cytoplasmique de BTLA (Ritthipichai et al.,
2017). Les interactions entre BTLA et HVEM sont régis par des contacts cellule-cellule, sous-entendant
gue la signalisation est bidirectionnelle. En effet, HVEM étant un TNFR, sa liaison a un ligand de la

famille des TNFs permet le recrutement des facteurs associés aux TNFR (TRAFs, TNF receptor-




associated factors) au niveau de son domaine cytoplasmique. Lors de sa caractérisation, il a été montré

que I'engagement d’HVEM induit I'activation de NF-kB, de JNK ainsi qu’AP-1 au sein de la cellule

(Marsters et al., 1997) et il a été confirmé quelques années plus tard que I'interaction non-canonique

entre BTLA et HVEM active la voie de signalisation NF-kB dans les cellules exprimant HVEM (Cheung et

al., 2009a) (Figure 17).
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Figure 17. Le mécanisme d’action de BTLA dans les LT.
BTLA est un récepteur co-inhibiteur interagissant avec HVEM. A la suite d’une activation du TCR, BTLA est

recruté a proximité de la synapse immunologiq
gueue cytoplasmique. Les phosphatases SHP-
premiers messagers associés au TCR (ZAP-70,
signalisation AP-1, NF-kB et MAPK, contrélant la

ue, et son engagement aboutit a la phosphorylation de sa
1 et SHP-2 sont alors recrutées et déphosphorylent les
TCRY). Cette inhibition régule négativement les voies de
prolifération et I'activation des LT. Le recrutement de Grb-

2 semble favoriser la survie des LT et la production d’IL-2 par les LT. Linteraction BTLA/HVEM est
bidirectionnelle et apporte des signaux de survie a la cellule portant HVEM, en activant la voie NF-kB.




V. Role de BTLA dans la réponse immunitaire

1. Role dans 'immunité innée

Diverses études menées chez la souris et chez ’'Homme ont mis en évidence le role de BTLA dans la
réponse immunitaire innée. L'implication de BTLA dans la lutte contre linfection par Listeria
Monocytogenes a été récemment démontrée par |'utilisation de souris déficientes pour BTLA croisées
avec des souris possédant un fond génétique déficient pour RAG. Ces souris sont moins sensibles a
I'infection par L. Monocytogenes que les souris compétentes pour BTLA (Yang et al., 2014). Dans cette
étude, les auteurs démontrent que les souris BTLA”* sont plus résistantes a I'infection que les souris
BTLA** mais présentent une réponse primaire et mémoire des LT CD8* contre Listeria réduite. Pour
expliquer ce paradoxe, les auteurs ont décrit une stratégie, mise en place par les LT et dépendante de
BTLA. L'engagement de BTLA limiterait alors la suppression rapide de Listeria par les DC CD8a* via
Fas/FasL, ce qui maintiendrait I'exposition des Ag de Listeria au systéme immunitaire et favoriserait
une réponse T plus efficace sur le long terme. Cette étude démontre un réle direct de BTLA sur la
régulation des DCs dans le cas d’infections. Par ailleurs, BTLA joue un role important dans le processus
inflammatoire. En effet, dans un modeéle murin induit de colites, 'interaction entre HVEM et BTLA est
cruciale dans la prévention de I'inflammation. Les maladies intestinales inflammatoires peuvent étre
modélisées en transférant des cellules LT CD4*CD45RB"e" par voie intraveineuse dans des souris
RAG”, souris ne possédant pas de systéme immunitaire adaptatif. Les auteurs ont transféré des
cellules CD4*CD45RB"&"HVEM”- dans ces souris receveuses et ont observé une accélération du
développement de la pathologie, démontrant que HVEM régule le développement des colites grace a
son interaction avec BTLA, exprimé par les cellules du systéme immunitaire inné (Steinberg et al.,
2008). Considérant que le transfert de cellules T CD4*CD45RB"&"BTLA”" n’a pas eu d’impact sur le
développement des colites, il semble que BTLA et HVEM peuvent jouer un réle dans la régulation de

la réponse immunitaire, en dehors de I'interaction LT — CPA conventionnelles.

Le réle de BTLA dans la fonction des LTy a fait I'objet de deux études publiées en 2013. La premiére a
montré I'importance de BTLA dans ’"homéostasie et la fonction de ces cellules. En effet, les LTyd sont
des cellules fortement dépendantes de la production d’IL-7 et cette cytokine induit par la suite,
I’'augmentation de I'expression de BTLA a la surface des LTyd. Ceci a pour effet de diminuer leur
expansion et de réguler négativement la production d’IL-17 par ces cellules (Bekiaris et al., 2013).
Dans cette étude, les auteurs ont également montré que I'utilisation d’un Ac agoniste anti-BTLA réduit
I'inflammation et le développement de dermatites induites chez ces souris. La deuxieme étude s’est
qguant a elle intéressée a une population de LTyd impliquée dans I'immunosurveillance des tumeurs
chez 'Homme, les LT Vy9Vy2. Dans cet article, les auteurs décrivent un role inhibiteur de BTLA dans

la prolifération de ces cellules en induisant un arrét partiel du cycle cellulaire en phase S (Gertner-




Dardenne et al., 2013). En bloquant I'interaction entre HVEM et BTLA, ils ont observé une amélioration
de laréponse des LT Vy9Vy2 dépendante du TCR et ont rétabli leur capacité a interagir avec les cellules
tumorales. Cette étude décrit un potentiel réle de BTLA dans I'échappement du systéeme immunitaire

par les cellules tumorales.

L’activation des cellules NK est régulée par une large variété de récepteurs inhibiteurs, prévenant ainsi
la lyse cellulaire et I'inflammation. |l a été décrit que BTLA est capable d’inhiber les fonctions effectrices
des cellules NK, notamment la capacité de ces cellules a détruire des cellules infectées par un virus
(Sedy et al., 2013). Le role pivot de HVEM est ici clairement établi, car son interaction avec CD160
accroit I'activation des cellules NK alors que sa liaison a BTLA réduit leurs fonctions cytolytiques. |l est
intéressant de noter que lors d’une infection par CMV, UL144, un orthologue de HVEM est capable de
se lier a BTLA, réduisant ainsi I'activation des cellules NK. La voie de signalisation de BTLA représente
dans ce cas précis, un mécanisme utilisé par le virus pour échapper a la surveillance du systeme

immunitaire.
2. Role dans la tolérance périphérique

Les évidences décrivant BTLA comme un acteur important de la tolérance périphérique sont
nombreuses. En effet, dés sa caractérisation, il a été démontré que les souris déficientes pour BTLA
sont plus susceptibles de développer I'EAE (« Experimental Autoimmune Encephalomyelitis »), modeéle
murin de sclérose en plaque, suite a une exposition a un peptide auto-antigénique, le MOG (« Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein ») (Watanabe et al., 2003). Par la suite, une étude a établi qu’en
vieillissant, les souris BTLA”" produisent des auto-Ac anti-nucléaires et présentent une activation et
une prolifération anormalement élevée des LT en périphérie. De plus, un nombre important d’organes
possedent des infiltrats de cellules inflammatoires, aboutissant au développement spontané
d’hépatites auto-immunes et a la diminution de la survie de ces souris (Oya et al., 2008a). Cela a été
confirmé I'année suivante dans un autre modeéle murin, ou il a été mis en évidence que des souris
déficientes pour BTLA sont résistantes a l'induction de la tolérance périphérique par un antigene
administré par voie orale, ou par des doses élevées d’Ag injectés par voie intraveineuse (Liu et al.,
2009). A l'inverse, I'activation de la voie de signalisation de BTLA conduit a une induction de la
tolérance. En effet, I'utilisation d’un Ac agoniste anti-BTLA permet de prolonger la survie d’une allo-
greffe en supprimant la réponse allo-réactive des LT et en induisant la production d’IL-10 par les
cellules Tregs (Uchiyama et al., 2014). De plus, engager la voie de signalisation de BTLA semble étre
une solution efficace pour lutter contre le développement d’une maladie du greffon contre I'héte si
I’Ac agoniste anti-BTLA est administré au moment de la transplantation de cellules souches

hématopoiétiques (Albring et al.,, 2010). Dans ces études, il est suggéré qu’induire la voie de




signalisation de BTLA permet d’influencer la balance entre cellules Tregs et T effectrices en favorisant

I’expansion des Tregs.

3. Role dans la réponse immunitaire adaptative

a. BTLA a la surface des LT

Bien que BTLA soit exprimé sur un grand nombre de type cellulaire, son implication dans la régulation
négative des LT a été la plus étudiée. Chez la souris, il a été démontré que les LT déficients pour BTLA
présentent une prolifération accrue en réponse a une stimulation du TCR (Watanabe et al., 2003). Des
résultats similaires ont été observés en bloquant BTLA sur les LT CD4* et CD8" a I'aide d'un Ac
antagoniste anti-BTLA (Krieg et al., 2005), ou la prolifération des LT CD4" en réponse a une stimulation
avec un Ac anti-CD3 ou lors d’une stimulation Ag-spécifique est fortement augmentée. Dans cette
étude, les auteurs montrent également que les LT CD8" sont moins sensibles a I'utilisation de cet Ac
bloquant que les LT CD4*. De plus, I'utilisation d’'un Ac agoniste anti-BTLA ou d’une protéine de fusion
HVEM-Fc supprime la production d’IL-2, la prolifération et 'activation des LT (Gonzalez et al., 2005;
Krieg et al., 2005). Plus précisément, ces différentes études s’accordent a dire que la fonction
inhibitrice de BTLA est exercée en réponse a une activation TCR-dépendante des LT, et se retrouve
moins efficace sur les voies de signalisation associées aux molécules de costimulation telles que CD28
ou ICOS, aussi bien chez 'Homme que dans différents modéles murins (Han et al., 2004; Krieg et al.,
2005; Otsuki et al., 2006; Watanabe et al., 2003). Dans I'ensemble, ces études démontrent

I'importance de BTLA dans le contréle de I’'homéostasie des LT.
b. BTLA a la surface des LB

Jusqu’a présent, relativement peu de données sur le role de BTLA dans I’homéostasie des LB ont été
publiés. En 2009, Vendel et al. ont démontré que I'interaction HVEM/BTLA induit une association de
BTLA avec le BCR, recrutant ainsi la phosphatase SHP-1, afin de réduire I'activation des voies de
signalisation associées au BCR (Vendel et al., 2009). En effet, sur une lignée de LB humains, les auteurs
ont montré une diminution de la phosphorylation des « tyrosine kinase » Syk et BLNK, diminution
associée a une atténuation de l'activation des LB. Chez 'Homme, la capacité de BTLA a réguler
négativement les fonctions de LB a été démontrée sur des lignées cellulaires humaines (Vendel et al.,
2009) et sur des cellules primaires par le groupe de D. Olive. En effet, sur des LB fraichement isolés de
la circulation sanguine, I'engagement de BTLA inhibe la prolifération, la production de cytokines et
I’expression de marqueurs d’activation en réponse a une activation des cellules B avec le CpG, un
agoniste du TLR9 (Thibult et al., 2013b). Jusqu’a présent, chez la souris, aucune étude n’a démontré le
role de BTLA spécifiquement dans les LB. Toutefois, les souris déficientes pour BTLA présentent une

réponse Ac excessivement élevée, et sont fortement susceptibles de développer des syndromes auto-




immuns, suggérant un réle important de BTLA dans le contréle direct ou indirect de I'activation des LB.
Bien que les études sur le role fondamental de BTLA dans ’homéostasie des LB demeurent peu
nombreuses, il est acquis que ce récepteur représente, comme pour les LT, un important régulateur

négatif des LB.
c. Role bidirectionnel de BTLA

Bien que BTLA soit décrit comme un récepteur inhibiteur, il peut agir également comme un ligand et,
de ce fait, induire une action réciproque positive par son interaction avec HVEM. Sur plusieurs modeles
murins, il a été démontré que BTLA est impliqué dans la survie de cellules T exprimant HYEM (Deppong
et al., 2008; Flynn et al., 2013; Steinberg et al., 2008). Il est important de noter que les LT expriment
HVEM et BTLA simultanément et il apparait que I’expression de BTLA est cruciale pour la survie de ces
cellules (Hurchla et al., 2007). Cette hypotheése est renforcée par I'étude expliquant que sur un modéle
murin de maladie du greffon contre I’h6te, les cellules T déficientes pour BTLA survivent moins bien
qgue les cellules exprimant BTLA (Sakoda et al., 2011). De maniere intéressante, la survie des LT
déficients pour BTLA est restaurée suite a I'expression du domaine extracellulaire de BTLA ou a
I'utilisation d’une protéine de fusion BTLA-Fc (Cheung et al., 2009a; Sakoda et al., 2011).
L’amélioration de la survie des LT BTLA” observée provient de I'interaction entre BTLA et HVEM qui
induit I'activation de NF-kB (Cheung et al., 2009a). Dans ces études, c’est I'interaction HVEM-BTLA en
trans qui est mise en évidence, confirmant I'importance de l'interaction cellule-cellule dans le role
bidirectionnel de ces deux protéines. Cependant, une étude a démontré que l'interaction HYVEM-BTLA
en cis existe également. Ces conjugués HVEM-BTLA formés en cis entrent en compétition avec les
différents ligands de HVEM exprimés dans le microenvironnement, participant au maintien des cellules

dans un état quiescent (Cheung et al., 2009b).

La présence de BTLA contribue également a I’'homéostasie des DCs (De Trez et al., 2008). En effet, la
voie de signalisation de BTLA entre en compétition avec la voie Lymphotoxine af - Lymphotoxine BR
afin de réduire I'expansion des DCs dépendante du récepteur de la Lymphotoxine B (De Trez and Ware,

2008; De Trez et al., 2008).

L'ensemble de ces études démontrent le rble critique de BTLA dans I’'homéostasie du systeme
immunitaire, et suggérent qu’un défaut d’expression et/ou fonctionnel de ce récepteur pourrait

participer a la dérégulation de la réponse immunitaire, et au développement de diverses pathologies.




VL. Role de BTLA dans les pathologies
1. BTLA et cancer

Plusieurs études ont fait état d’un réle de régulateur négatif de BTLA sur I'immunité anti-tumorale. En
effet, de nombreuses lignées cellulaires provenant de mélanomes expriment le ligand de BTLA, HVEM
(Derré et al., 2010). De plus, une majorité des cellules métastatiques provenant de patients touchés
par un mélanome expriment HVEM, parfois a des niveaux tres élevés (Fourcade et al., 2012). En
paralléle, les cellules T CD8* spécifiques de la tumeur expriment BTLA et il a été démontré que ces
cellules ne présentent pas une fonctionnalité optimale (Derré et al., 2010; Fourcade et al., 2012). Ce
défaut fonctionnel participe a la suppression de la production de cytokines par les LT CD8* spécifiques,
favorisant le développement local de la tumeur. De maniére intéressante, un blocage de BTLA par
I'utilisation d’Ac antagoniste, associé a un blocage de PD-1 et TIM-3, promeut la prolifération et la
production de cytokines par les LT spécifiques de la tumeur in vitro (Fourcade et al., 2012). Deux études
indépendantes menées dans différents modéles murins développant des tumeurs, ont démontré que
I'inhibition de linteraction HVEM/BTLA associée a une vaccinothérapie spécifique permet une
amélioration de I'immunité anti-tumorale, et une régression significative du développement du cancer
(Han et al., 2009; Lasaro et al., 2011). Un nouveau role de BTLA dans la réponse anti-tumorale a été
tres récemment mis en évidence par une équipe américaine. Aprés avoir lysé les cellules tumorales,
les LT CD8* sont sensibles a un phénomene de mort cellulaire appelé, « activation-induced cell death »
(AICD), détruisant les LT cytotoxiques activés qui surexpriment le récepteur de mort Fas (Green et al.,
2003). De maniére intéressante, les LT CD8* infiltrant les tumeurs exprimant BTLA présentent une
meilleure survie que les LT CD8* BTLA infiltrant les tumeurs apreés la lyse des cellules tumorales. Les
auteurs de cette étude ont montré que cette fonction était assurée par le domaine Grb-2 de BTLA,
favorisant la sécrétion d’IL-2 et la résistance a I’AICD, restaurant finalement I'immunité anti-tumorale

dirigée par les LT cytotoxiques (Haymaker et al., 2013, 2015; Ritthipichai et al., 2017).

Il a également été démontré que BTLA est surexprimé a la surface des cellules Try et des LB de patients
affectés par une leucémie lymphoide chronique / lymphome a petits lymphocytes (LCL/LPL). Son
niveau d’expression, particulierement élevé comparé a d’autres lymphomes B suggere que BTLA
pourrait représenter un potentiel outil de diagnostic de cette pathologie, et une base pour le
développement de futures immunothérapies (M’Hidi et al., 2009). Comme pour les autres types de
tumeurs, les cellules B de patients avec un LCL/LPL utilisent la voie BTLA/HVEM afin d’inhiber la
réponse cytotoxique et de favoriser leur survie. De plus, comme dit précédemment, cette stratégie
serait également utilisée par les cellules tumorales pour échapper a la reconnaissance par les LTyd
(Gertner-Dardenne et al., 2013), confirmant l'intérét de bloquer I'interaction HVEM/BTLA pour

restaurer une immunité anti-tumorale efficace. Dans ce contexte, de nombreuses approches ciblant




BTLA ont été proposées par le groupe de D. Olive (Pasero et al., 2012). En effet, en bloquant BTLA, a
I'aide d’Ac antagoniste, ou seul ou combiné avec des Ac bloquant PD-1 dans les lymphocytes
spécifiques de la tumeur, réduirait le potentiel immunosuppresseur du microenvironnement tumoral.
Une autre possibilité est de cibler le domaine d’interaction de BTLA et HVEM, partagé avec CD160, afin
de stimuler la réponse anti-tumorale dans sa totalité. L’un des effets découlant de ces inhibitions serait
de favoriser I'interaction HVEM/LIGHT, participant a I'immunité anti-tumorale en pré-activant les LT et

les cellules NK (Fan et al., 2006; Yu et al., 2004).

2. BTLA et infections

a. Role de BTLA dans le choc septique

En réponse a une infection bactérienne, il arrive que certains patients présentent une
immunosuppression rapide et sévére, correspondant au choc septique. Il a été démontré par Shubin
et al. que I'expression de BTLA sur les LT CD4* est corrélée avec le taux de mortalité dans un modeéle
murin de choc septique (Shubin et al., 2012). Le méme groupe a par la suite confirmé ces observations
chez des patients en état de choc septique, et démontré que ces patients étaient particulierement
sensibles au développement de maladies nosocomiales (Shubin et al., 2013). Il est proposé dans ces
études que BTLA est impliqué dans la mort des LT CD4* par apoptose suite au choc septique. De
maniere intéressante, HVEM est retrouvé post-mortem dans le parenchyme de poumons de patients
décédés suite a un choc septique (Boomer et al., 2011). Une étude a récemment démontré que
I'utilisation d’un Ac anti-BTLA potentialisant la fonction de BTLA augmente la production de cytokines,
de chimiokines et diminue le recrutement de cellules pro-inflammatoires dans la cavité péritonéale
(Cheng et al., 2016). Il est d’ailleurs suggéré que BTLA contribue a I'apoptose des LT induite lors d’un
choc septique. L'ensemble de ces résultats s’accordent a décrire BTLA comme un acteur principal de
la dysfonction des LT durant cette pathologie et se retrouve étre un bon candidat en tant que

biomarqueur du choc septique (Sherwood and Hotchkiss, 2013).
b. Réle de BTLA dans les infections virales
Le r6le de BTLA dans la réponse antivirale a fait I'objet de plusieurs études :

Cas du Cytomégalovirus humain (hCMV) : Comme mentionné précédemment, I’homologie d’'une

protéine du virus hCMV avec HVEM confére a cette protéine, UL144, la capacité de se lier a BTLA. Lors
d’une infection par CMV, I'interaction UL144-BTLA induit une inhibition de la prolifération des LT CD4*
exprimant BTLA (Benedict et al., 1999b). De plus, BTLA se retrouve fortement exprimé a la surface des
LT CD8" spécifiques de ce virus, son inhibition ayant pour conséquence d’améliorer la prolifération de
ces cellules in vitro (Serriari et al., 2010). Nous avons également abordé précédemment le role

inhibiteur de BTLA dans la régulation des cellules NK. De maniére intéressante, UL144 ne peut interagir




avec CD160, molécule activatrice a la surface des cellules NK, favorisant ainsi I'interaction entre BTLA
et CD160 (Sedy et al., 2013). Ces observations suggérent une évolution du virus hCMV, lui permettant
de cibler spécifiguement ce mécanisme d’inhibition et de réduire ainsi la réponse immunitaire

antivirale.

Cas du Virus d'Immunodéficience Humaine (VIH) : Le r6le des récepteurs co-inhibiteurs dans la réponse

contre le VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humaine) a été largement mis en évidence, en particulier
I'implication de PD-1, a tel point que I'inhibition de ces molécules est envisagée comme traitement des
personnes infectées par ce virus. Concernant BTLA, diverses études contradictoires ont été publiées.
En effet, il a été démontré qu’une infection par le VIH induit une diminution de I'expression de BTLA a
la surface des LT CD4* et CD8* provenant de patients infectés (Xu et al., 2009; Zhang et al., 2011), alors
qgue deux études rapportent qu’in vitro, aucune différence d’expression de BTLA a la surface de LT n’est
observée a la suite d’une infection par HIV-1 (Che et al., 2012; Shankar et al., 2011). Il est intéressant
de noter que la diminution de I'expression de BTLA est dépendante de I'IFN-a et contribue a
I’hyperactivation des LT (Zhang et al., 2011). Par la suite, il a été décrit que I'expression de BTLA est
diminuée a la surface des LB de patients infectés par rapport au individus sains (Boliar et al., 2012).
Tres récemment, il a été indiqué que I'utilisation d’Ac bloquant simultanément BTLA et PD-1 contribue
a I'amélioration de la prolifération des LT CD8* et de la réponse T déficiente en cas d’infection
(Grabmeier-Pfistershammer et al., 2017). Bien que l'implication de BTLA dans I'immunodéficience
observée lors d’une infection par le virus VIH soit établie, sa fonction doit étre plus précisément

caractérisée dans ce mécanisme.

Cas des Hépatites : Contrairement a d’autres récepteurs co-inhibiteurs tels PD-1 et CTLA-4, le niveau

d’expression de BTLA n’est pas modifié suite a une exposition a des peptides provenant du virus de
I’'hépatite C (Barathan et al., 2017). A I'inverse, les patients présentant une infection chronique au
virus de I’hépatite B possedent une population de LT CD8* spécifiques des peptides viraux exprimant
fortement BTLA (Wang et al., 2017). Cette population produit de trés faibles proportions d’IFN-y et de
maniere plus surprenante, sécrete de fortes quantités d’IL-10. Cette étude démontre que les LT
CD8'BTLA* sont des cellules régulatrices infiltrant le foie de patients présentant une infection
chronique a HBV, controlant ainsi la réponse T CD8" effectrice. Ces données démontrent que la
régulation positive ou négative de I'expression de BTLA est un mécanisme d’échappement au systeme
immunitaire mis en place par les virus. Par ailleurs, lors d’infection virale, BTLA, exprimé a la surface
des DCs CD8a*, agit comme un ligand et délivre des signaux positifs aux cellules T exprimant HVEM,

favorisant 'activation de la réponse anti-virale (Flynn et al., 2013).




c. BTLA dans la réponse anti-parasitaire

Une étude a récemment montré que les nématodes Strongyloides ratti, parasites intestinaux,
induisent I'augmentation de I'expression de BTLA a la surface des LT CD4" et de cellules du systeme
immunitaire inné (telles que les cellules NK, par exemple). Ce phénomene permet au parasite d’inhiber

la réponse immunitaire intestinale et d’envabhir I'intestin de I’'hote (Breloer et al., 2015).
3. BTLA dans les transplantations et le rejet de greffe

L'un des objectifs majeurs lors d’une transplantation de cellules souches hématopoiétiques
allogéniques est de prévenir la maladie du greffon contre I’h6te tout en maintenant la réponse du
greffon contre le lymphome ou la leucémie affectant le patient. Ces deux réponses sont dépendantes
des LT donneurs et il n’est pas aisé de les contréler séparément. Dans un modele murin, le transfert
de LT donneurs BTLA” diminue fortement la réponse dirigée contre I’'hdte. Dans ce contexte, Albring
et al. ont démontré que I'administration unique d’Ac agoniste anti-BTLA, en méme temps que la
transplantation de cellules souches hématopoiétiques, inhibe la réponse du greffon contre I'h6te tout
en maintenant la réponse du greffon contre la tumeur (Albring et al., 2010). Une autre équipe a
confirmé ce travail et a démontré que les signaux inhibiteurs étaient délivrés spécifiquement aux LT
donneurs et pas aux cellules non-T donneurs, ni aux cellules receveuses (T ou non-T) (Sakoda et al.,
2011). Ces résultats suggerent que I'engagement de la voie de signalisation de BTLA a I'aide d’Ac
agoniste rééquilibre la balance entre cellules T effectrices et régulatrices lors de la transplantation, en
inhibant préférentiellement les LT effecteurs plutét que les Tregs. Cette hypothese a été renforcée
guelques années plus tard, dans une étude démontrant que I’utilisation d’Ac agoniste anti-BTLA induit
la génération de Tregs, sécrétant de I'lL-10 et prolongeant la greffe cardiaque chez des souris CBA
(Uchiyama et al., 2014). De plus, le blocage d’"HVEM ou de BTLA permet d’inhiber la cytotoxicité des
cellules T alloréactives donneurs contre I’hote, protégeant ainsi la phase aiglie de réaction du greffon
contre I’h6te (Del Rio et al., 2011, 2012). Ces résultats démontrent que la signalisation HVEM/BTLA
est fortement impliquée dans la réponse du greffon contre I’h6te, et que moduler la fonction de BTLA

permet de prolonger la survie du greffon et de diminuer la réaction de rejet.

Lors d’'une transplantation d’un organe solide, I'un des problémes majeurs rencontré est le rejet
chronique de la greffe, di entre autre a la présence d’Ac dirigés contre le greffon. Il a trés récemment
été mis en évidence que l'interaction HVEM/BTLA n’intervient pas dans la réponse humorale de I'hote
mise en place lors d’'une réaction de rejet du greffon, et ne contribue pas non plus a I'expansion des
cellules Ten spécifiqgues du donneur (Rodriguez-Barbosa et al., 2017). Toutefois, BTLA et HVEM
semblent bien jouer un réle important dans le rejet de greffe. En effet, leur expression est

significativement augmentée dans un groupe de patient greffés du rein ayant rejeté le greffon,




comparé au groupe avec un greffon toléré (Tian et al., 2013). Dans I'ensemble, ces résultats prouvent
qgue la modulation de la réponse contre I’h6te par les récepteurs de costimulation est un challenge
prometteur, en ciblant directement BTLA, HVEM ou comme il a été récemment démontré dans un

modele de greffe de peau, en ciblant CD160 (Del Rio et al., 2017).
4. BTLA dans les hypersensibilités : Allergies et asthme

Bien que I'implication de BTLA dans la régulation de I'inflammation allergique f(it envisagée depuis sa
découverte, ce n’est qu’en 2006 que son réle a été clairement établi. En effet, il a été démontré que
BTLA agit, en synergie avec PD-1, en limitant la durée et I'importance de I'inflammation dans un
modeéle murin de développement d’allergies des voies respiratoires (Deppong et al., 2006). Par la suite,
il a été démontré que BTLA joue un rble protecteur dans la réaction allergique, en inhibant le
recrutement d’éosinophiles au niveau des voies respiratoires (Tamachi et al., 2007), et en régulant
I'inflammation in vivo, en réponse a un allergene inhalé (Deppong et al., 2008, 2010). Dans le cadre
d’hypersensibilité également, BTLA semble étre une potentielle cible thérapeutique. En effet, la
stimulation de BTLA a 'aide d’'un Ac agoniste présente un effet bénéfique dans la prévention du

développement d’hypersensibilité de contact (Nakagomi et al., 2013).

En conclusion, BTLA est I'un des « checkpoints » négatifs, comme CTLA-4 ou PD-1, qui contribuent a
I’'homéostasie et a la régulation de la réponse immunitaire. La modulation de I'expression, de la
fonction ou des interactions de BTLA fait actuellement I'objet de nombreuses études. En effet, il
semble attractif de bloquer ce récepteur dans certaines pathologies utilisant BTLA comme une
stratégie d’échappement au systéme immunitaire, alors qu’engager la voie de signalisation associée a
BTLA semble étre une piste a suivre afin de réduire la réponse excessive du systéme immunitaire a un

antigene. (Figure 18)
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Figure 18. L’engagement de BTLA présente un effet bénéfique ou négatif selon les pathologies.

Le potentiel inhibiteur de BTLA est bénéfique dans de nombreuses pathologies. En effet, ce récepteur
permet de contrbler I'activation du systeme immunitaire, limitant le phénomeéne inflammatoire et
réduisant la réponse de I’'h6te contre les greffons. Cependant, I’'engagement de BTLA est un moyen utilisé
par différents agents infectieux afin d’échapper au systeme immunitaire, mécanisme aussi utilisé par les
cellules cancéreuses afin de controler I'immunité anti-tumorale. Le ciblage de BTLA, soit en le bloquant, soit
en I'engageant, représente alors une stratégie thérapeutique prometteuse mais doit étre bien contrélée
afin de prévenir le développement d’effets secondaires.

VII. Role de BTLA dans l'autoimmunité

L'importance de BTLA dans la régulation de la réponse immunitaire a été évaluée par la sévérité du
phénotype des souris BTLA”". En effet, ces souris présentent une prolifération anormalement excessive
des LT et LB. De plus, ces souris sont plus sensibles a une exposition au MOG, peptide antigénique
utilisé afin de déclencher I'EAE, modéle murin de sclérose en plaque (Watanabe et al., 2003).
Cependant, au moment de cette découverte, il était peu évident qu’une déficience de BTLA était
directement liée au développement des symptomes auto-immuns. Ce n’est que quelques années plus
tard, qu'Oya et al. ont mis en évidence que les souris BTLA”" développent progressivement des
symptdémes auto-immuns caractérisés par la production d’auto-Ac et une augmentation de I’activation
des LT CD4". De plus ces souris présentent des infiltrations de cellules lymphoides dans de nombreux
organes, a I'origine du développement d’une hépatite auto-immune (Oya et al., 2008). Ces résultats
démontrent que BTLA participe au maintien de la tolérance périphérique. Ceci, associé a la fonction
de ce récepteur inhibiteur dans la régulation de I'inflammation, suggéerent que BTLA peut jouer un réle

dans le développement des pathologies auto-immunes, caractérisées par une rupture de tolérance,




une inflammation exacerbée et une hyperactivation du systéme immunitaire. Récemment, il a été mis
en évidence dans un modeéle d’EAE, que les cellules B régulatrices produisant de I'lL-10 interagissent
avec les cellules Tregs, les activent et restaurent leurs fonctions inhibitrices. Les auteurs ont démontré
gue ce mécanisme est dépendant de BTLA, qui se retrouve tres fortement exprimé sur les cellules B

régulatrices lors de I'induction de I'EAE dans ce modeéle murin.

L'implication de BTLA dans le développement du LED a été démontrée dans un modele murin
développant spontanément des symptoémes lupiques. Dans cette étude, les auteurs ont démontré que
des souris MRL?”®" BTLA7- développent d’importants infiltrats lymphocytaires dans de nombreux
organes par rapport aux souris compétentes pour BTLA. De plus, les souris KO présentent une
augmentation de la production d’auto-Ac, une dysfonction hépatique et une diminution de la survie
par rapport aux souris MRLP7®r BTLA**, suggérant un role protecteur de BTLA dans les maladies auto-

immunes (Oya et al., 2011).

Chez ’'Homme, le réle de BTLA dans le développement de pathologies auto-immunes reste cependant
trés peu défini. Deux études ont évalué l'impact de modifications génétiques de BTLA sur les
pathologies auto-immunes. Dans un premier temps, Lin et al. ont montré qu’une mutation ponctuelle
dans I’exon 5 du gene de BTLA (C800T) est associée a une augmentation du risque de développer une
polyarthrite rhumatoide dans une population taiwanaise (Lin et al., 2006). Une étude d’association a
I’échelle du génome au sein d’une population chinoise a établi que la mutation ponctuelle 590C dans
I’exon 4 du gene de BTLA, codant pour la région intra-cytoplasmique du récepteur, est associée a une
prédisposition au développement de la polyarthrite rhumatoide, mais pas du LED ou du syndrome de
Sjogren (Oki et al., 2011). En effet, les patients atteints de PR présentant cette mutation développent
la pathologie significativement plus t6t que les patients ne portant pas la mutation 590C. De maniere
intéressante, les auteurs ont généré une lignée de cellules Jurkat exprimant une version de BTLA avec
la mutation 590C, et dans ces cellules, les capacités inhibitrices de BTLA sont réduites. L'ensemble de
ces résultats suggerent, comme chez la souris, un réle protecteur de BTLA dans le développement de

syndromes auto-immuns chez I’'Homme.

Au regard de ces observations, le ciblage de BTLA dans le traitement de maladies auto-immunes a été
envisagé, en premier lieu dans des modeles murins. Dans un premier temps, une protéine de fusion
HVEM-Ig a été utilisée dans le traitement de la PR dans un modeéle d’arthrites induites par injection de
collagene. Les auteurs souhaitaient a I'origine bloquer I'interaction HVEM-LIGHT. Il s’avere que HVEM-
lg interagit préférentiellement avec BTLA, et bloque son action inhibitrice, favorisant de ce fait le
développement d’arthrites (Pierer et al., 2009). L'utilisation d’Ac ciblant BTLA se révele étre une

stratégie prometteuse mais complexe, comme le montre I'étude de I'effet du blocage de BTLA dans




les souris modeles de diabéte NOD. Dans cette étude, les auteurs évaluent I'effet d’un co-traitement
anti-BTLA et anti-PD-1 sur le développement de la pathologie. Il a été montré au préalable qu’un
traitement anti-PD-1 seul induit une accélération de la maladie. En bloquant BTLA, le développement
du diabéte médié par le traitement anti-PD-1 se retrouve fortement réduit (Truong et al., 2009).
Comme dans leur précédent article (Truong et al., 2007), les auteurs ont démontré que I'utilisation du
clone 6F7 anti-BTLA élimine spécifiquement les cellules T autoréactives activées, exprimant fortement
BTLA, limitant ainsi le développement de la pathologie. Cependant, ce n’est pas la seule conséquence
du traitement. En effet, |'utilisation de cet Ac favorise également I'accumulation des Tregs au sein des

ilots, protégeant ainsi I'apparition du diabéete chez ces souris.

En résumé, I'implication de BTLA dans la tolérance périphérique, dans le controle de la réponse
immunitaire mais également dans la stratégie d’échappement mis en place par les tumeurs ou certains
virus décrit ce récepteur comme un élément central du systeme immunitaire. Les pistes
thérapeutiques ciblant BTLA se multiplient dans diverses pathologies. A I'heure actuelle, il reste

toutefois encore de nombreuses inconnues, notamment concernant son role dans I'auto-immunité.

D. HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

Comme décrit précédemment (cf. Introduction), le LED est caractérisé par une activation anormale du
systeme immunitaire, conduisant a la production d’auto-Ac et finalement a des lésions tissulaires. Dans
ce contexte, un défaut de régulation de la réponse B par des acteurs cellulaires, tels que les Tey, ou
moléculaires, tels que les molécules de co-stimulation, peut contribuer au développement de la
pathologie lupique. Une meilleure compréhension des phénomenes immunologiques et cellulaires qui
régissent la réponse auto-immune devrait nous permettre d’envisager des perspectives intéressantes

d’'immunorégulation au cours du lupus, et c’est dans cet objectif que se situe mon projet de thése.

Les Ten sont des LT CD4* dont la fonction principale consiste a apporter les signaux nécessaires a la
maturation et a la différenciation des LB en cellules sécrétrices d’Ac. Un fonctionnement « normal »
de ces cellules permet d’assurer une production d’Ac efficace contre les Ag pathogenes, comme lors
d’infections, par exemple. Une altération du nombre ou de la fonction des cellules Tey pourrait

cependant contribuer a une réponse humorale anormale, comme ce qui est observé dans le LED.

Par ailleurs, le devenir de la réponse immunitaire est finement régulé par un ensemble de récepteurs
co-activateurs et co-inhibiteurs. Ces récepteurs déterminent I'orientation de la réponse immunitaire
en apportant des signaux positifs ou négatifs a la suite d’une activation. Il a été démontré qu’un défaut
d’expression ou de fonctionnalité de ces récepteurs contribue a I'apparition de désordres

immunologiques et, de ce fait, au développement de certaines pathologies. Comme décrit




précédemment, BTLA est un récepteur co-inhibiteur impliqué dans le contréle de [l'activation
lymphocytaire. Les données obtenues sur des modeles murins indiquent qu’un défaut fonctionnel de
BTLA pourrait contribuer a la rupture de tolérance périphérique et au développement de pathologies
auto-immunes telles que le LED. Le réle de ce récepteur chez 'Homme n’a toutefois pas encore été
élucidé

Au cours de ma thése, je me suis intéressé a certains acteurs, qu’ils soient inducteurs (Tea) ou
régulateurs (BTLA) de la différenciation lymphocytaire B.

Les objectifs de mon travail de thése étaient donc de répondre aux questions suivantes :

1. Quelles sont les causes et les conséquences de la dérégulation de la distribution des sous-
populations de cTi4 chez les patients lupiques ? (Chapitre 1)
2. Quel est le role du récepteur co-inhibiteur BTLA dans la pathogénése du LED chez ’'Homme ?

(Chapitre 2)
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CHAPITRE | : IMPLICATION DES CELLULES Tgx
DANS LE LED







l. Avant-propos

De par leur capacité a réguler la production d’Ac, et la réponse humorale dans son ensemble, les cTey
sont suspectées de jouer un role dans le développement du LED. En effet, les Trn apportent les signaux

nécessaires aux LB pour assurer leur maturation, et leur différenciation en cellules sécrétrices d’Ac.

Il a été démontré que les souris sanroque, invalidées pour le gene Roquin (un régulateur négatif de
ICOS), possedent un nombre excessif de Try, produisent des niveaux importants d’IL-21 et présentent
un phénotype lupique (Vinuesa et al., 2005). Par ailleurs, les taux d’IL-21, principale cytokine produite
par les Ty, sont particulierement élevés dans le sérum de souris lupiques BXSB.Yaa (Ozaki et al., 2004).
De plus, en neutralisant le récepteur a I'lL-21 chez ces souris, mais également chez des souris MRLP7"r,
une diminution de la progression de la maladie est observée (Bubier et al., 2007; Rankin et al., 2012),
suggérant que les Try participent a la pathogénése du LED. Dans I’'ensemble, de nombreuses molécules
associées aux cellules Tey sont également impliquées dans le développement de la pathologie lupique.
L’ensemble de ces études ont mises en évidence que le ciblage de certaines de ces molécules pourrait
contribuer a une amélioration des symptémes lupiques. Toutes ces données sont décrites dans la

publication n°1.

Ces cellules Ten sont, par définition, retrouvées dans les organes lymphoides secondaires (OLS),
expliquant les difficultés rencontrées pour accéder a ces cellules chez I'homme. L’étude des Ten chez
I'Homme a été rendu possible en analysant une population de LT CD4* mémoires présentes dans la
circulation sanguine. Ces cellules, expriment le récepteur aux chimiokines spécifique des Te, CXCRS5.
Elles possedent des similarités phénotypiques et fonctionnelles avec les cellules Try retrouvées dans
les CG des OLS. De maniére intéressante, il est possible d’identifier trois sous-populations de cellules
Ten circulantes chez ’homme selon I’expression de deux autres récepteurs aux chimiokines CXCR3 et
CCR6 : les cellules Tenl (CXCR3*CCR6), les cellules Ten2 (CXCR3CCR6E') et les cellules Tey17 (CXCR3-
CCR6") (cf. Introduction Partie B.) (Morita et al., 2011). En périphérie, les Tex circulantes produisent de
I'IL-21 alors que le facteur de transcription régulateur Bcl-6 se retrouve faiblement exprimé,
permettant I'expression des facteurs de transcription spécifiques (Teul : T-bet ; Ten2 : GATA-3 ; Tenl7 :
RORyt) et la sécrétion de cytokines spécifiques (Tenl : IFN-y ; Teu2 : IL-4 ; Tewd7 : IL-17). Cependant, il
apparait que seules les cellules Teu2 et Tenl7 sont susceptibles d’aider les LB a se différencier en
plasmocytes et a produire des Ig (Figure 19A). Dans plusieurs pathologies auto-immunes, comme la
dermatomyosite juvénile et le syndrome de Sjogren, il a été décrit un déséquilibre du ratio Ten2-17/Tenl
en faveur des cellules Tey 2 et 17 ( Morita et al., 2011; Li et al., 2012b). Dans notre laboratoire, le méme
déséquilibre a été décrit dans les PBMCs de patients lupiques atteints d’un lupus, plus particulierement

chez les patients présentant une pathologie active (Le Coz et al., 2013) (Figure 19B).




La diminution des Tyl au profit des Tru2 et 17 est corrélée au niveau d’activité de la maladie et est

associée a une production anormale d’auto-Ac.
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Figure 19. La distribution des sous-populations de T4 est altérée chez les patients lupiques présentant un
score d’activité de la maladie élevé.

A. Les cellules Tey circulantes (CD3*CD4*CD45RACXCR5*) sont séparées en cellules Teyl (CXCR3*CCR6™ T-
bet* IFN-y*), Tru2 (CXCR3'CCR6™ GATA-3* IL-4*) et Trul7 (CXCR3°CCR6* RORyt * IL-17%). Les Trn2 et Tenl7
possédent des capacités d’aide aux LB, notamment par la production d’IL-21. B. Chez les individus sains, le
ratio Teyl / Tew2-17 est équilibré, chaque sous-population représentant approximativement 30% des
cellules Tey circulantes totales. Chez les patients lupiques, il existe un déséquilibre de ce ratio en faveur des
Ten2-17 (Le Coz et al., 2013).

Cependant, une question demeure : La diminution de la fréquence des cellules Tenl observée en
périphérie chez les patients lupiques traduit-elle d’'une migration de ces cellules au sein des organes
inflammeés ? L'objectif de cette étude est de répondre a cette question, d’'une part en caractérisant
plus précisément ces différentes populations de Ty chez I’'Homme, puis en analysant la distribution de

ces cellules Try dans différents modeles murins.
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Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease characterized by B cell hyperactivity leading to the production
of autoantibodies, some of which having a deleterious effect. Reducing autoantibody production thus represents a way of controlling
lupus pathogenesis, and a better understanding of the molecular and cellular factors involved in the differentiation of B cells into
plasma cells could allow identifying new therapeutic targets. Follicular helper T cells (Ty;) represent a distinct subset of CD4" T
cells specialized in providing help to B cells. They are required for the formation of germinal centers and the generation of long-
lived serological memory and, as such, are suspected to play a central role in SLE. Recent advances in the field of Ty biology have
allowed the identification of important molecular factors involved in Ty differentiation, regulation, and function. Interestingly,
some of these Tpy-related molecules have been described to be dysregulated in lupus patients. In the present review, we give an
overview of the aberrant expression and/or function of such key players in lupus, and we highlight their potential as therapeutic

targets.

1. Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe systemic
autoimmune disease and, as such, is characterized by a loss
of self-tolerance. The etiology of SLE is not well defined,
but genetic, hormonal, and environmental factors, as well
as immune disorders, are likely implicated. During SLE,
inflammation leads to damage of various tissues, including
the joints, skin, kidneys, heart, lungs, blood vessels, and brain.
Dysregulation of various components of the immune system
can be observed at different stages of disease development,
but hyperactivity of B cells, leading to excessive production
of multiple autoantibodies (autoAb), is one of the major
immunological stigmata of SLE. Indeed, SLE is characterized
by the production of antinuclear autoAb (e.g., autoAb specific
for chromatin) and by the formation of immune complexes,
which contribute to tissue damage. Deposits of immune
complexes in organs such as kidneys lead to subsequent
inflammation through the activation of the complement sys-
tem and the recruitment of inflammatory cells. The presence
of autoAb is an absolute prerequisite for the development of

lupus nephritis [1] and, interestingly, we demonstrated that
pathogenic autoAb can be locally produced by plasma cells,
which have homed to inflamed kidneys of lupus mice [2].
B cells and derivatives (plasma cells) are thus considered at
the center of SLE pathogenesis and this is supported by the
observation of a high frequency of plasma cell precursors in
the blood of children with SLE [3]. Furthermore, an increase
of circulating plasma cells in lupus patients is correlated with
disease activity [4].

The generation of Ab can occur via the extrafollicular
or the germinal center (GC) responses. The extrafollicular
response leads to short-lived plasma cells, which do not
go through the affinity maturation process. In contrast, the
GC is the theater of intense cell collaboration between GC
B cells and follicular helper T cells (Tpy) leading to the
differentiation of long-lived plasma cells harboring high
antigen-specificity. Interestingly, lupus autoAb are high affin-
ity, somatically mutated, and class-switched immunoglobulin
(Ig)G [5] indicating T and B cell collaboration [6] and intense
GC activity. Therefore, it is likely that a dysfunction in B
cell differentiation mechanisms occurs in lupus, leading to



excessive numbers of autoreactive plasma cells. It is particu-
larly attracting and plausible to envisage that a dysregulation
of Ty could be the underlying key factor.

In this review, we succinctly expose recent understanding
in Tgy biology (described in detail elsewhere; see [7] for
review), in order to introduce important molecular factors
involved in Ty differentiation, regulation, and function. We
then give an overview of the aberrant expression and/or
function of such key players in lupus patients, and we
highlight their potential as therapeutic targets.

2. Tgy Cells: From Their Generation to
Their Regulation

The generation of high affinity Ab requires T/B interactions
that mainly occur in GC. Ty cells represent a distinct subset
of CD4™ T cells involved in GC formation and specialized
in providing help to B cells to differentiate into plasma cells
or memory B cells [8]. Tpy express high levels of CXC
chemokine receptor type 5 (CXCR5), PD-1 (Programmed
Death-1), ICOS (Inducible T cell CO-Stimulator), and the
regulator transcription factor Bcl6 (B cell lymphoma 6),
which provide excellent markers for their identification.
Moreover, secretion of high levels of IL-21 is a critical
characteristic of Ty cells.

Tpy are generated after immunization or infection follow-
ing the interaction of naive CD4" T cells with dendritic cells
(DC) within the T cell zone of secondary lymphoid organs
(SLO). Signals provided by DC induce the expression of a
myriad of proteins (transcription factors, surface molecules,
and cytokines) that are essential for Tpy generation, migra-
tion, and function. In fact, Tpyy differentiation is a multistage
process (Figure 1), which can be sequentially defined as
follows: (i) naive CD4" T cells are activated by DC (thanks
to the MHC-peptide complex/TCR interaction) in the T cell
zone and become immature Ty (also called pre-Tyy) [9]; (ii)
newly generated pre-Tpy then migrate to the interfollicular
zone, where cognate interactions with B cells allow the final
maturation step; (iii) these mature Tpy; reach the GC in which
Tru-GC B cell interactions will favor isotype class switch,
somatic hypermutations, and affinity maturation.

2.1. Pre-Ty; Generation: DC as the Stage Director. The ini-
tial priming of CD4" T cells requires cognate interactions
and costimulatory signals delivered by DC through CD40,
CD80/86, ICOSL, and OX40L (Table 1). CD28 (that binds
CD80/86) was shown to be essential to Tgy development
as mice deficient for CD28 display CD4" T cells that fail
to upregulate CXCR5 and OX40, leading to disrupted GC
formation [10]. In addition, upregulation of OX40L on DC
following CD40-induced maturation allows CXCR5 expres-
sion by OX40™ T cells [11]. Moreover, ICOS signaling leads to
an increased expression of the transcription factors Bcl6 and
Ascl2 (achaete-scute homologue-2). The latter promote both
the reciprocal CXCRS5 upregulation and CCR7 downregula-
tion on activated CD4" T cells, which then become pre-Tpy
(12, 13]. In turn, Bcl6 induces the expression of ICOS, PD],
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CD40L, and SAP (SLAM- (Signaling Lymphocytic Activation
Molecule-) Associated Protein; critical for T-B interaction).

Cytokines secreted by DC also play a pivotal role in pre-
Ty development (Table 1). IL-6, a DC-derived proinflam-
matory cytokine, has been demonstrated to be the main
soluble factor driving Tpy differentiation in mice [14]. In
humans, IL-12 has been shown to be the key cytokine that
promotes Ty -like cell differentiation [15, 16]. If, in the initial
work, neither IL-6 nor IL-21 were described as being able to
promote Ty differentiation [15], a recent study suggests that
human plasmablasts produce IL-6, which is responsible for
the subsequent differentiation of naive CD4" T cells into B
cell helpers CXCR5"TICOS*Bcl6FIL-21" T cells [17]. IL-21 is
required for Tpy function but it is also an important factor
for Tpy generation [18] and, interestingly, both IL-6 and IL-
12 are potent inducers of IL-21 expression in mice [19] and
humans, respectively [15]. As IL-21 is an autocrine cytokine
for pre-Tyy generation, further studies are required to better
clarify individual cytokine contributions. Cytokine signaling
involves the subsequent activation of Janus kinase-STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription) signaling
pathway. STAT3 is a major signaling molecule for IL-6
and IL-21 [20, 21], whereas IL-12 signaling occurs through
STAT4 activation. However, IL-12-induced expression of IL-
21 by human CD4" T cells is compromised in patients with
functional STAT3 deficiency, suggesting that IL-12 ability
to promote IL-21-producing CD4" T cells is predominantly
STAT3 dependent [22]. Moreover, STAT3-deficient patients
have reduced numbers of circulating Tpy-like cells [23].
Altogether, these data suggest that the STAT3 signaling
pathway plays an important role in Ty differentiation and
subsequent B cell help.

During this first step of the Ty differentiation process,
both cell surface interactions and cytokine signaling play
a crucial role in Bcl6 induction. Bcl6 requirement for Tpy
development was reported in 2009 by 3 independent groups
[24-26]. Indeed, Bcl6 is a master regulator for Tgy lineage
commitment as its expression can inhibit Thl, Th2, and Th17
differentiation [26]. Bcl6 expression is influenced by IL-6
and IL-21 via STATI and STAT3 signaling and by ICOS-
PI3K (Phospholnositide 3-Kinase) signaling. Moreover, Bcl6
expression is controlled by a complex regulatory network of
activating factors (see [7] for detailed review) such as basic
leucine zipper transcriptional factor ATF like (BATF; [27]),
transcription factor 1 (TCF-1; [28]), lymphoid enhancer-
binding factor (LEF-1; [28]), and B cell Oct-binding protein
1 (Bobl; [29]), while forkhead box protein O1 (FOXOL; [30])
negatively regulates Bcl6 expression.

2.2. Pre-Tpy Migration to the T-B Border and Ty Matura-
tion: B Cells Enter the Scene. Thanks to CXCR5 expression
enhancement and CCR7 downregulation (Table 2), pre-
Tpy cells migrate to the B cell follicle in response to a
CXCL13 gradient and their interaction with antigen-specific
B cells at the T-B border contributes to final Ty differen-
tiation. Indeed, the lower frequency of Tpy cells in B cell-
deficient mice suggests that B cells are also important for
the generation of Ty cells [24]. At this stage, B cells act
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FIGURE 1: Ty differentiation in secondary lymphoid organs is a multistep process required to establish a high affinity antibody response.
(1) Naive CD4" T cells localized in the T cell zone are first primed by DC thanks to MHCII-peptide-TCR interactions. (2) Once activated,
CD4" T cells upregulate costimulatory molecules such as CD40L, OX40, and ICOS, favoring their crosstalk with DC. Combined with this
interaction DC-derived cytokines (IL-6 in mice and IL-12 in humans) drive differentiation of activated T cell into pre-Tpy cells. (3) Thanks
to CXCR5 upregulation and CCR7 downregulation, pre-Tpy cells are attracted to the T-B border by a CXCL13 gradient. (4) A SAP/SLAM-
stabilized interaction between ICOSL-expressing B cells and pre-Tpy cells occurs at the T-B border, finalizing Ty, cell differentiation. (5)
Finally, mature Tpy cells migrate toward the GC, where they provide help to B cells. This crosstalk induces both B cell differentiation in plasma
cells and memory B cells, thanks to IL-21/IL-21R and CD40/CD40L signals, and B cell survival via BAFF/BR3 and PD1/PD-LI interactions

(6).

as the major antigen-presenting cells (APC) for primed-Tpy
that will then fully differentiate into GC Tgy cells. Mature
Tpy and B cells that have formed stable T-B conjugates
move together into the follicle to form GC [31]. Stable T-
B conjugate formation requires interaction between ICOS
on Tpy and ICOSL expressed by B cells, as well as SLAM
interactions (Table 2). SLAM are transmembrane receptors
expressed on both Tgy and B cells. SAP, which is the adaptor
signaling protein downstream of SLAM, was demonstrated to
be important for stabilizing cognate T-B interactions. Indeed,
SAP-deficient CD4" T cells have an impaired capacity to
stably interact with cognate B cells, resulting in a failure to
induce B cell clonal expansion [32]. Moreover, patients with
X-linked Lymphoproliferative disease (XLP), an immun-
odeficiency resulting from mutations in the SH2DIA gene

which encodes SAP, harbor humoral defects characterized by
hypogammaglobulinemia and reduced numbers of Ty [33].
B cells thus play a key role in the Ty maturation step by
both acting as APC and stabilizing Ty -GC B cell interactions
through ICOSL and SLAM.

2.3. Tgy Function: The Final Act of the Story. The major
function of Tpy is to enhance high affinity memory Ab
responses following migration to GC. In the follicles, Tpy-
GC B cell crosstalk involves CD40L, IL-21, PD-1, and BAFF (B
cell Activating Factor) (Table 3). The signal delivered through
interaction between PD-1 on Ty and PD-LI expressed by GC
B cells is crucial for GC B cell survival [34]. IL-21 production
by Tpy directly regulates B cell proliferation and class-
switch, and the IL-21 pathway has been identified as a critical



IL-217~ mice have reduced Ty differentiation
and GC formation [134]
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TaBLE 1: Function of Ty -related molecules during Ty, differentiation.
Teell Ligand Function in mice Function in humans
molecule
CD28 CD80/86 CD28~/~ mice fail to form GC [10] ND
T cell accumulation in B cell follicles relies on
CDA40L CD40 CD40-dependent maturation of DC [11] ND
T cells do not migrate to B cell follicles in
immunized OX40~/~ mice [11]
OX40L instructs CD4" T cells to express CXCR5 OX40 signal promotes CD4" T cells to express
0X40 OX40L [130] Tpy molecules and to become functional B cell
CD287/~ T cells fail to upregulate OX40 [10] helpers [84]
OX40-OX40L interaction allows CD4" T cells to
accumulate in B cell follicles [131]
ICOS provides a critical early signal to induce
Bclé6 [12] LOF mutations in ICOS reduce cTry frequencies
1COS ICOSL Generation of Ty depends on the PI3K signaling [133]
initiated by ICOS [132]
IL-6 promotes the differentiation of naive T cells
IL6R IL-6 in helper B cells [14] Plasmablasts-derived IL-6 induces Tpy
IL-67/~ mice harbor reduced Bcl6 expression and differentiation [17]
Ty differentiation [134]
IL-12 induces CD4" T cells to become
IL-21-producing Try;-like cells [15]
IL-12R IL-12 ND IL-12 induces naive CD4" T cells to acquire Try
characteristics and the ability to provide B cell
help [16]
Teells :;tl:i;i:ifgﬁ;;?g:ﬁg H BENE LOF mutations in IL-21R skewed Ty
IL-2IR IL-21 P differentiation toward an IENy*"PD1" phenotype

[133]

GC: germinal center; DC: dendritic cells; ND: not determined; LOF: loss of function; cTgy: circulating Tgyy; PC: plasma cells.

TaBLE 2: Function of Tpy-related molecules during Ty, migration and interaction at the T/B border.

T cell

Ligand Function in mice Function in humans
molecule
CXCRS5 induction is necessary for T cell T cells localized into B cell follicles express
CXCR5 CXCL13 homing to the follicles [135] CXCR5 and provide B cell help [136, 137]
Maintenance of CCR7 expression impedes the CXCR5*CD4" T cells loose CCR7 expression
CCR7 CCLIS/CCL20 entry of T cells on the follicles [135] in SLO [136, 137]
CD4" T cells fail to develop in Ty and to
ICOS ICOSL promote optimal GC responses when follicular ND
B cells do not express ICOSL [75]
¥ [y EE— . .
SAP SLAM CDA4" T cells from SAP™'™ mice are unable to XLP patients display reduced Ty numbers and

stably interact with cognate B cells [32]

no mem B cells [33]

GC: germinal center; SLO; second lymphoid organs; XLP: X-linked lymphoproliferative disease; ND: not determined; mem B cells: memory B cells.

component of the memory B cell response as secondary
antigen-specific IgG responses are impaired in IL-2IR-
knockout mice [35]. BAFF is a cytokine that belongs to the
Tumor Necrosis Factor (TNF) ligand family and its receptors
are BCMA (B cell maturation antigen), TACI (Transmem-
brane Activator and Calcium modulator and Cyclophilin
ligand Interactor), and BAFF Receptor 3 (BR3). BAFF is
produced by stromal cells in the SLO and involved during
GC development by influencing ICOSL expression on B cells

and thus regulating the ability of GC B cells to promote Tpy
expansion [36]. Moreover, BAFF production by Tpy; is critical
for the survival of high affinity B cell clones [37].

In summary, molecules that have been described to play
a key role in Ty biology do not display equivalent functions.
Some are necessary for Ty migration from the T cell zone to
the GC, others are absolutely required for their development
or function, and finally some of them are essential for Tpy
maintenance and survival (Tables 1-3).
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TABLE 3: Function of Ty -related molecules during B cell help, Ty maintenance, and regulation.

T cell molecule Ligand Function in mice Function in humans
The formation of GC and the generation of . S .
CD40L CD40 mem B cells is inhibited in the absence of CD40_C]Z41?I; l:lt eraét(ljog 1Cselr1esq[1;11r]ed for the
CD40L [138] Uy
. Patients with LOF mutation in ICOS have
1COS ICOSL Ty are lost in the absence of B cells [12] reduced numbers of mem B cells [133]
CD80 expression on follicular B cells and its
CD28 CD80 interaction with CD28 on T cells is essential for ND
maintenance of the Tyy; phenotype [139]
IL-21 promotes the differentiation of B cells to
L-21 IL-2IR mem B cells and PC [52] B cell differentiation by tonsillar CXCR5" T cells
) i Mem B cells and PC fail to expand following is mediated by IL-21 [140]
immunization in IL21™/~ mice [35]
GC Tyy cells produce IL-4, which is required
IL-4 IL-4R for optimal B cell help [141, 142] ND
TACI”/~ mice have reduced numbers of PC due
to a failure in downregulating Bim [36]
BAFF BR3/TACI/BCMA GC Ty produce BAFF and T-cell restricted ND
BAFF deficiency impairs affinity maturation
(37]
. . . + _1high .
PD-1 PD-L1/PD-12 GC B cell survival is decreased in the absence CXCR5"PD-1"¢" T cells promote antibody
of PD-1[143] responses [67]
Numbers of IL-21-producing Ty -like cells are
BTLA HVEM increased in BTLA ™/~ mice [39] ND
. i /- i
SAP SLAM IL-4 production by SLAM '~ Ty cells is ND

markedly reduced [142]

GC: germinal center; ND: not determined; LOF: loss of function; mem B cells: memory B cells; PC: plasma cells.

2.4. Ty Regulation. Considering the important role of Tpy
cells in humoral immunity, a balance between stimulatory
and inhibitory mechanisms regulating their function is
required for immune homeostasis. However, while signals
important for Ty development are clearly defined nowadays,
little is known about mechanisms involved in their regula-
tion. The coinhibitory PD-1/PD-L1 pathway can limit Tgy
expansion and consequently the humoral Ig response [38].
Similarly, it was demonstrated that the inhibitory receptor
B and T Lymphocyte Attenuator (BTLA) suppresses GC B
cell development and subsequent IgG responses by inhibiting
IL-21 production by Tpy cells [39] (Table 3). Recently, the
existence of regulatory T cells (Treg) able to inhibit GC
responses was described. This subset of regulatory T cells of
thymic origin was first identified in mice [40] and named Ty
(follicular regulatory T cells). They express typical markers
of both Tpy cells (Bcls, CXCR5, PD-1, and ICOS) and
classical Treg (Foxp3); they localize in the GC and possess
suppressive activity. A CD4" T cell population coexpressing
Foxp3, Bcl6, and CXCR5 was also visualized in human tonsils
[41].

Moreover, microRNA have recently emerged as potent
regulators of Tpy differentiation. Indeed, the miR-17~92
cluster was shown to promote Ty differentiation by repress-
ing PTEN (Phosphatase and TEnsin homolg), PHLPP2
(Pleckstrin Homology domain and Leucine-rich repeat Pro-
tein Phosphatase) (phosphatases that inhibit Bcl6 expres-
sion through interfering with PI3K signaling), and ROR«

(Retinoic acid-related Orphan Receptor «) expression [42,
43]. On the other hand, miR-10a negatively regulates Tpy
differentiation by directly inhibiting Bcl6 expression [44].
Similarly, miR-146a, a microRNA that is highly expressed
in Tpy cells, was recently described as a negative regulator
of Tpy cell numbers [45]. miR-146a deficiency leads to
accumulation of both Tpy and GC B cells, likely due to
enhanced ICOSL and ICOS expression on GC B cells and Tpy
cells, respectively [45].

Finally, IL-2 signaling is also an important negative reg-
ulator of Ty differentiation by inducing STAT5-dependent
expression of Blimpl, a Bcl6 repressor [46-48]. Moreover,
high IL-2 production by Thl cells induces T-bet, which in turn
inhibits Bcl6 expression and Ty differentiation [49].

3. Evidences Supporting the Involvement of
Ty in Systemic Lupus Erythematosus (SLE)

The main function of Tpy cells consists in regulating the
clonal selection of GC B cells and providing B cells with
signals for Ig production, isotype switching, and somatic
hypermutations. As abnormal activation of B cells and
autoAb production are central to autoimmune diseases, such
as lupus, altered Ty differentiation, function, and regulation
were suspected to play a role in lupus pathogenesis. First
hypotheses regarding the role of Ty cells in SLE develop-
ment are based on studies using mice deficient for Roquinl
(a negative regulator of ICOS mRNA stability) in which an



excessive number of Tpy cells and GC reactions and high
levels of IL-21 are associated with a lupus-like phenotype
[50, 51]. Other evidences come from studies on IL-21, the
main cytokine produced by Tpy, in lupus mice. High IL-
21mRNA as well as elevated IL-21 serum levels were described
in BXSB.Yaa mice, which develop an SLE-like disease [52].
The use of a fusion protein consisting in the IL-2IR linked to
the Fc domain of a mouse IgG2a (IL-21R.Fc, which therefore
binds to IL-21 and prevents activation of its receptor) revealed
a complex biphasic role of IL-21 in this mouse model as it
increases or diminishes the disease severity depending of
the stage of the disease at the time of IL-21 neutralization
(at early or late stages). This could be related to the action
of IL-21 on B cells but also on T cell responses [53]. In
lupus MRL/Ipr mice, activated CD4" T cells secrete 10 times
more IL-21 than control mice [54] and IL-21R deficiency
leads to reduced numbers of Ty cells [55]. In addition,
abundant Tpy;-like cells are located outside the GC where they
support extrafollicular B cell differentiation and plasmablast
maturation in BXSB-Yaa and MRL-Fas™ lupus mice [56,
57]. In the latter and contrary to what was expected, the
extrafollicular pathway was shown to be the most important
way to generate hypermutated autoAbs [58]. However, there
is no evidence to date supporting the involvement of such
extrafollicular response in human SLE.

Tpy cells are located in SLO; therefore the major problem
encountered in studies of human Tpy is that lymphoid
tissues of lupus patients cannot be easily accessed, making
it difficult to identify Tpy cells and to determine whether
the generation or function of these cells is dysregulated. First
studies were based on the enumeration of CD4"CXCR5"
in peripheral blood as GC Tpy counterparts. Using this
strategy, it was shown in human SLE that circulating Ty cells
(cTgy) defined as CD4"CXCR5PD-1"/"¢" and/or 1ICOS*
T lymphocytes are expanded in lupus patients and their
presence correlates with a more severe disease phenotype
[59-64]. Recent studies have more rigorously characterized
peripheral CXCR5"CD4" T cells. Morita et al. have described
a circulating population in healthy donors that shares com-
mon phenotypic and functional characteristics with Tpy
cells from GC [65]. The authors named it Tpy-like cells.
Moreover, they distinguished three subclasses, that is, Tpy17,
Tru2, and Tpyl, defined according to the expression of the
CCR6 and CXCR3 chemokine receptors: Tpyl7 cells are
CXCR3™CCR6" cells whereas Tyy2 cells are CXCR3“CCR6™
cells and Ty cells are CXCR3"CCR6™ cells. Tyy;17 and Tyy2
cells were identified as able to provide help to B cells via IL-21
production, resulting in IgM and IgG secretion, whereas Tpy1
have limited helper functions. However, ICOS expressing
Tgyl are able to help memory B cells (but not naive B cells) to
produce Ab following influenza vaccination [66]. Moreover,
Morita and colleagues showed that patients with juvenile
dermatomyositis displayed a profound skewing of cTpy cells
towards Tpy2 and Tpyl7 cells that correlated with disease
activity, suggesting that an altered balance of Ty subtypes
contributes to human autoimmunity [65]. Recently, the dif-
ferential expression of ICOS, PD-1, and CCR7 interestingly
allowed distinguishing three memory cTpy subsets defined
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as activated cells (ICOS*PD1™CCR7") or quiescent cells
(ICOS™PDI*CCR7™ and ICOS PD1”CCR7™) [67, 68]. In
SLE patients, the frequency of CCR7°PD1™CXCR5* CD4"
T cells is significantly higher than in healthy individuals
[67]. The CCR7°PD1™ subset is indicative of active Trn
differentiation and its overrepresentation is associated with
elevated autoAb titers and high disease activity [67]. By
analyzing CXCR3 and CCR6 expression, we also interestingly
described an altered phenotype of cTpy cells character-
ized by the enhanced frequency of B cell helper Tpy2-
like CXCR3"CCR6™ cells and a decreased frequency of
CXCR3"CCR6 ™ Tgyl-like cells (not able to provide B cell
help) in lupus patients with an active disease [69].

4. Molecules and/or Cytokines Involved in Tgy
Generation/Regulation Are Associated with
Lupus Pathogenesis

Aberrant expression and/or function of Tpy-related
molecules are associated with lupus-like disease in mice
[54, 70]. Similarly, in lupus patients, numbers of molecules
involved in Tpy generation and/or regulation have been
described to be dysregulated.

4.1. Surface Molecules. CD40/CD40L pathway plays an
essential role in the initial phase of Ty development (T-DC
interaction in the T cell zone; Figure 1, [11]) and function
(Tp-GC B cell crosstalk in the GC; [71]). Interestingly,
CD40L was found to be constitutively expressed at abnor-
mally high levels on T cells (but also on B cells and mono-
cytes) from lupus patients [72, 73]. Furthermore, CD4" T
cells from female lupus patients, which overexpressed CD40L
mRNA, were able to promote autologous B cell stimulation
and autoAb production [74].

ICOS-mediated PI3K signaling is absolutely required
for Tpy differentiation, for Ty migration into the follicle
[75], and also for Ty maintenance [76]. PTEN acts as a
negative regulator of the PI3K signaling pathway, leading to
the inhibition of Bcl6 expression and Ty differentiation.
Interestingly, PTEN expression is significantly decreased in
SLE B cells [77]; however, to the best of our knowledge, its
expression in lupus CD4" T cells (especially Tgy) has not
been investigated yet. ICOS expression has been found to
be enhanced in CD4" T cells from lupus patients compared
to healthy donors [78, 79] and ICOS levels were higher in
patients with nephritis than in those without nephritis [80].
Moreover, infiltrated ICOS™ T cells were shown to be in close
contact with B cells in lupus kidneys [79].

Interaction between OX40L (on DC) and OX40 (on acti-
vated CD4" T cells) is also important for Tyy; development.
0X40 expression by lupus peripheral blood cells was found
to be predominantly restricted to memory CD45RO" CD4"
T cells and its levels correlated with disease activity [81].
Moreover, OX40 has also been found to be highly expressed
in kidneys of patients with lupus nephritis [82]. Importantly,
the upstream region of the OX40 gene contains a single
risk haplotype for SLE, which is correlated with increased
expression of OX40 mRNA and protein [83]. Finally, it was
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recently shown that OX40 signal promotes, ex vivo, the
generation of Tpy-like cells that are functional B cell helpers
[84].

4.2. Cytokines. Cytokine signals are absolutely required for
Tgy differentiation. Elevated levels of IL-6 have been found
in the serum and in the urine of active SLE patients [85-87].
The increased frequency of IL-6-producing peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) correlates with disease sever-
ity/activity and treatment response [88]. Raised expression of
gp130 (one of the two subunits of the IL-6 receptor) has been
found on CD4" T cells and B cells from patients with active
SLE, while an important reduction in the gpl30 expression
by B lymphocytes was observed upon immunosuppressive
treatment leading to milder disease activity [89]. Factors
responsible for the constitutive expression of IL-6 in SLE have
not been elucidated yet.

Serum IL-21 levels were found to be elevated in patients
with SLE [69, 90], especially in patients with lupus nephritis,
and to correlate with disease severity [90]. The real-time PCR
analysis of skin biopsies taken from 3 lupus patients also
revealed that IL-21 transcripts were significantly increased
compared to control individuals [91]. Furthermore, the per-
centages of CD4" T cells producing IL-21 are significantly
enhanced in lupus patients [92]. Finally, polymorphisms
within the IL-2IR and the IL-21 genes have been reported
and may confer risk for SLE: a polymorphism in IL-21R
(namely, rs3093301) was found to associate with lupus in
2 independent cohorts [93], a genetic association of two
SNPs located in intronic regions of the IL-21 gene (rs2221903
and rs907715) was described [94], and the variant allele
rs2055979A of the IL-21 gene was recently found to be
associated with increased IL-21 levels [95].

Regarding BAFEF, lupus sera have been shown to contain
elevated levels of this cytokine and those levels correlate
with both anti-dsDNA titers [96-98] and disease activity
[99]. Finally, it has been reported that IL-2 production
(which inhibits Ty differentiation) upon TCR stimulation
is impaired in SLE T lymphocytes [100, 101]. This lower IL-
2 production could be explained by imbalanced expression
between the transcription factors cAMP response element
(CRE) binding protein (CREB) and the CRE-modulator
(CREM), which, respectively, enhance and suppress the IL-
2 gene transcription [102].

4.3. Transcription Factors, miRNA, and Regulatory T Cells.
STATS3, which is activated by cytokines such as IL-6 and IL-
21, binds to the Bcl6 promoter leading to high levels of Bcl6
expression and is thus important for Tpy differentiation. T
cells from patients with SLE display increased levels of total
and phosphorylated STAT3 [103, 104].

Reduced expression of miR-146a (a negative regulator of
Tgy development) has been reported in PBMC from SLE
patients [105] and seems to correlate with disease activity
[105]. Moreover, a genome-wide association study has high-
lighted a variant, that is, rs2431697, in an intergenic region
between PTTGI (Pituitary Tumor-Transforming 1) and miR-
1464, associated with lupus susceptibility [106]. Interestingly,

the risk allele of this SNP correlates with a diminution of miR-
146a levels [107].

To date, the analysis of frequency and/or functionality of
Tgg cells in an autoimmune context has not been reported.
However, although there may be some discrepancies due
to variations in phenotype analysis, peripheral regulatory T
cells (CD47CD25" T cells) seem to play a role in human
lupus pathogenesis. Several studies reported that a decreased
number of Treg might contribute to the pathogenesis [108-
111], but there were conflicting data regarding Treg function
inlupus patients. The in vitro suppressive activity of these cells
was found to be defective in some reports [111, 112] but other
studies showed that the suppressive activity of highly purified
Treg from lupus patients is not altered. It has been proposed
that defective suppression in lupus could be attributed either
to a higher sensitivity of Treg to Fas-mediated apoptosis in an
SLE context [108] or to a lower susceptibility of effector T cells
to Treg suppression [113]. Finally, it has been shown that IFN-
« production by lupus APCs might be responsible for altered
Treg functionality [114].

5. Targeting Tyy: From Lupus
Mice to Lupus Patients

Data obtained from various lupus mouse models have already
highlighted how blockade of signaling pathways involved
in Ty generation could lead to disease improvement. The
administration of a blocking ICOS-L specific monoclonal
Ab (mAb) to lupus NZB/W mice interrupted Tpy cell
development leading to a decrease of autoAb levels and
glomerulonephritis [115, 116]. Similar results were obtained
in MRL/lpr lupus mice displaying a genetic deletion of ICOS
[57].

Blockade of the CD40L-CD40 signaling pathway also
led to the reduction of lupus symptoms in different mouse
models [117, 118]. Treatment of MRL/lpr lupus mice with a
neutralizing anti-IL-6R mADb has favorable effects on renal
function and leads to a reduction of anti-dsDNA Ab levels
[119]. In NZB/W mice, chronic administration of anti-IL-
6 or anti-IL-6R mAb improves survival and reduces the
progression of proteinuria and anti-dsDNA levels [120, 121].
In lupus-prone NZB/W and MRL/Ipr mice, raised levels
of BAFF are detected at the onset of the disease [122]
and treatment with either TACI-Ig or BR3-Ig is effective
at preventing clinical disease and ameliorating renal injury
[123]. Regarding IL-21, its neutralization using IL-21R.Fc
showed an improvement of biological and clinical signs of the
disease in MRL/Ipr lupus mice and BXSB-Yaa mice [53, 54].
Moreover, the administration of Ab specific for the IL-21R
to MRL/lpr mice significantly reduced anti-dsDNA Ab titers
and IgG deposits in the kidneys when compared to control
mice [124]. In NZB/W mice, such IL-2IR blocking even
allowed reversing nephritis and halting disease progression in
mice with preexisting lupus [125]. By using a miRNA-delivery
approach via bacteriophage MS2 virus-like particles, Pan and
colleagues recently showed that restoring the loss of miR-146a
was effective in abolishing autoAb production and delaying
SLE progression in lupus-prone mice [126]. Interestingly
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FIGURE 2: Therapeutic Tpy-related targets in SLE: present and future. Ty function and differentiation can be affected by several biological
drugs already used in SLE therapies or currently in clinical trials. Belimumab, Atacicept, and NNC0114-0006 are mAbs targeting the soluble
molecules BAFE, APRIL, and IL-21, respectively. Moreover, the blocking of T cell costimulatory molecules with AMG-557 (ICOSL), Abatacept
(CD28), and IDEC-131 (CD40L) could modulate Ty differentiation by decreasing the strength of T-B interactions. Finally, promising
therapies could consist in inhibiting Ty differentiation by blocking their signaling pathways either directly with the Jak-STAT inhibitor
Tofacitinib or indirectly by the blockade of cytokine receptors such as IL-6R (Tocilizumab) or IL-21R (ATR-07).

also, treatment with the small molecule called Stattic (an
inhibitor initially reported to block the phosphorylation,
dimerization, and nuclear translocation of STAT3 in tumor
cells) delayed the onset of proteinuria and reduced both anti-
dsDNA autoAb and inflammatory cytokine levels in MRL/Ipr
lupus mice [127].

There is growing evidence of Tpy involvement in the
pathogenesis of human SLE. Several therapeutic tools target-
ing Ty biology already exist and even if their direct effect on
Tgpy development has not been evaluated, some of them were
shown to improve the disease. Tocilizumab, a humanized
mAb specific for the a-chain of the IL-6 receptor (which
prevents IL-6 from binding to membrane bound and soluble
IL-6 receptors), has been recently tested in SLE patients with
promising results [128]. Interestingly, Tocilizumab therapy in
rheumatoid arthritis patients leads to a significant reduction
in circulating Tpy cell numbers and IL-21 production [17].
Belimumab, a human mAb that binds soluble BAFF, therefore
inhibiting recognition by BAFF specific receptors has been
tested in patients and results from phase III clinical trials have
demonstrated the safety profile and efficacy in controlling
lupus in a broad range of patients [129]. Belimumab is
the first biologic to meet its primary endpoint in a phase
I clinical trial for lupus patients and it was approved by

the US Food and Drug Administration in 201l. Among
other potential therapeutic candidates, are those targeting
T-B interactions, such as IDEC-131 (anti-CD40L Ab), AMG
557 (anti-ICOSL Ab), Abatacept (CTLA4-Ig), or targeting
cytokines such as ATR-07 (anti-IL-21R Ab), NNCO0114-0006
(anti-IL-21 Ab), Atacicept (TACI-Ig), and small molecules
inhibiting cytokine signaling pathways (Tofacitinib, a Jak-
STAT inhibitor) (Figure 2).

6. Concluding Remarks

Although prognosis in SLE has improved markedly in the last
40 years, a better knowledge of the disease remains of prime
importance to develop more potent and specific treatments.
New targeted therapies designed to block pathways involved
in disease pathogenesis are on the horizon. One promising
option could be to specifically target factors involved in the
generation of plasma cells responsible for the production
of pathogenic autoAb in lupus. Tpy play a critical role in
B cell activation and differentiation, and recent data have
evidenced their involvement in lupus pathogenesis. Signals
required for Ty development may thus represent interesting
targets in order to reduce Tpy numbers (and/or to correct
the altered proportion of Tpy subsets) or to qualitatively
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and/or quantitatively modulate their function. Another excit-
ing therapeutic option consists in enhancing the negative
molecular and cellular regulators of Ty, such as miRNA or
Ter-
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1l. Résultats complémentaires

1. Caractérisation des sous-populations de Ten chez ’'Homme

Afin d’appréhender les conséquences d’une diminution de la fréquence des Tg41 en circulation (Le Coz
et al., 2013), une meilleure compréhension de la fonction de ces cellules est nécessaire. Morita et al.
ont démontré que cette population sécrete des taux importants d’IFN-y, et que ses capacités a
apporter I'aide nécessaire a la différenciation des LB, notamment par la production d’IL-21, sont
réduites par rapport aux autres sous-populations de cTex (Morita et al., 2011). Il est connu que I'IFN-y
est une cytokine impliquée dans la mise en place d’un contexte inflammatoire. Dans notre laboratoire,
il a été mis en évidence que la fréquence de cette population est diminuée, et que cette diminution
est corrélée a I'activité de la pathologie lupique. Ces observations aménent la question suivante : Les
cellules Tewl jouent-elles un role inhibiteur de I'activation et de la différenciation des lymphocytes B ?
Il a été démontré dans un modéle murin que les cellules Ter, caractérisées par I'expression conjointe
du facteur de transcription FoxP3 et du récepteur aux chimiokines CXCR5, expriment plus fortement
le récepteur inhibiteur PD-1 que les cellules Ten FoxP3™ (Sage et al., 2013). Ces cellules Ter sont
retrouvées dans la circulation sanguine et migrent au sein d’OLS tels que les ganglions lymphatiques
afin d’inhiber la réponse humorale médiée par les cTgy. Chez ’homme, deux études ont démontré que
la forte expression de PD-1 est restreinte aux populations de cellules Tey exprimant CXCR3 (He et al.,
2013; Locci et al.,, 2013). C'est pourquoi, nous avons dans un premier temps évalué le niveau
d’expression de PD-1 sur les populations de cTqy. Nous avons confirmé que le niveau d’expression de
PD-1 est plus élevé a la surface des cellules CXCR3* (Tenl et Tenl-17) par rapport aux cellules T2 et
Tenl7 chez I'individu sain (MFI = 7000 pour les Teyd, 7200 pour les Tenl-17 vs. 4800 et 5000 pour les
Ten2 et Teul7 respectivement) (Figure 20A). De plus, la stimulation de PBMCs in vitro a I'aide d’Ac anti-
CD3 et anti-CD28 induit une augmentation du niveau d’expression de PD-1 a la surface des cellules
CTen. Cette augmentation est particulierement plus importante a la surface des Tew CXCR3* que sur les
deux autres sous-populations CXCR3" (Figure 20B). Par ailleurs, les cellules cTry expriment d’autres
molécules de costimulation comme BTLA. Aucune différence d’expression de BTLA n’a été observée a
la surface des Tenl, Tew2 et Tend7 (respectivement MFI = 7010, 7020, 7600). Nous avons toutefois
constaté que le niveau d’expression de BTLA est augmenté a la surface des cellules Ty CXCR3*CCR6*
(MFI =9300), également appelée Try1-17, cellules possédant des caractéristiques communes aux Tyl

et des Tewl7 (Figure 20C).




CCR6

MFI PO (x10%)

el

CXCR3 —» PD1 T2  T,17 Tg1-17
B
Ty, totales Tl T2 T.,17 Ty 1-17
i Non stimulés
\I\ | = @CD3/CD28
|
| |
\\ |
k ‘.\
—— PD1 » PD1
C
15
CCR6 |
f %1“
3
B
=
CXCR3 —» BTLA Tl T42 T,17 T,1-17

Figure 20. Expression des récepteurs co-inhibiteurs PD-1 et BTLA par les sous-populations de cTey
d’individus sains.

A. Le niveau d’expression de PD-1 a la surface des sous-populations de cTgy d’individus sains (n=15) a été
évalué ex vivo par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne de MFI +/- SEM. (* = p<0,05,
One-Way ANOVA, Tukey comparison). B. Exemple d’expression de PD-1 a la surface des cellules cTey
d’individus sains cultivées pendant 48h en présence ou en absence (pic gris) de stimulation a I'aide d’Ac
anti-CD3 et anti-CD28. C. Le niveau d’expression de BTLA a la surface des sous-populations de Ty circulantes
d’individus sains (n=21) a été évalué ex vivo par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne
de MFI +/- SEM. (* = p<0,05, One-Way ANOVA, Tukey comparison).

Il a récemment été décrit que le niveau d’expression de PD-1 a la surface des cellules cTgy est augmenté
chez les patients lupiques, et que cette augmentation est corrélée avec I'activité de la maladie (Choi
et al., 2015a). Nous avons confirmé ces résultats en comparant le niveau d’expression de PD-1 a la
surface des cTgy totales (MFI = 3740 pour les individus contréles vs. 6550 pour les patients lupiques)
(Figure 21A). Nous avons démontré que I'expression de PD-1 est augmentée a la surface des Teyl et 2
de patients lupiques par rapport aux individus sains (Figure 21A). De plus, il faut noter que, comme
pour les individus sains, le niveau d’expression de PD-1 est plus élevé a la surface des Teyl qu’a la
surface des Ten2 et 17 de patients lupiques (MFI = 9800 pour les Tenl vs. 7050 et 6950 pour les Tg2 et
Tenl7 ; * : p<0,05). Concernant BTLA, aucune différence d’expression n’a été observée entre individus
sains et patients lupiques, aussi bien sur les cTry totales qu’a la surface des différentes sous-

populations de cTen (Figure 21B).
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Figure 21. Comparaison de I'expression de PD-1 et de BTLA sur les différentes sous-populations de cTey
chez les individus sains et les patients lupiques.

Le niveau d’expression de PD-1 (A) et de BTLA (B) a été évalué a la surface des cellules cT4 totales (a gauche)
et des sous-populations de Try (2 droite) d’individus sains (barres blanches; n=15-21) et de patients
lupiques (barres hachurées ; n=10-26) par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne de
MFI +/- SEM. (* = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; Mann-Whitney ou One-Way ANOVA, Tukey comparison).

Le niveau d’expression de PD-1 étant élevé a la surface des cellules Trnl, exprimant CXCR3, chez
I'Homme, nous avons cherché a définir si parmi ces cellules sont retrouvées les Ter. Notre hypothése
était que la diminution en Tyl observée chez les patients lupiques pourrait correspondre a une
diminution des cellules Ter. En effet, comme indiqué précédemment, chez la souris, les cellules Tgy
FoxP3* expriment plus fortement PD-1 que les cellules Tey FoxP3 (Locci et al., 2013). Afin de vérifier
cette hypothése, nous avons réalisé des marquages intracellulaires du facteur de transcription
spécifique des LT régulateurs, FoxP3, au sein des différentes sous-populations de Tes, que nous avons
analysé par cytométrie en flux. Il apparait que contrairement a notre hypothese initiale, la fréquence
de cellules FoxP3* est plus élevée parmi les cellules n’exprimant pas CXCR3, qu’a la surface des cellules
CXCR3* (2,1% vs. 7.2%) (Figure 22A). Cette fréquence est notamment plus élevée a la surface des
cellules Tey2 qu’a la surface des Teul7 (4% vs. 3,2%) (Figure 22B). Ces observations ont été confirmées
en démontrant que par rapport aux Tey (CD4*CD45RA CXCR5FoxP37) exprimant CXCR3 et CCR6, les Ter
(CD4*CD45RA CXCR5*FoxP3*) sont majoritairement négatives pour I’expression de ces deux récepteurs

aux chimiokines (Figure 22C).
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Figure 22. Comparaison de I’expression FoxP3 sur les sous-populations de cTey chez ’homme.

A. Comparaison du pourcentage de cellules FoxP3* parmi les cellules Tey exprimant ou non le récepteur aux
chimiokines CXCR3. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM. (* = p<0,05, Mann-Whitney ou One-
Way ANOVA, comparaison multiple de Tukey). B. Exemple d’expression de FoxP3 par les différentes sous-
populations de cTen et comparaison du pourcentage de cellules FoxP3* parmi ces sous-populations (n=7).
Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM. C. Comparaison de I'expression de CXCR3 et CCR6 sur les
cellules Ty (rouge ; CD3*CD4*CD45RACXCR5*FoxP37) et Ter (noir ; CD3*CD4*CD45RACXCR5*FoxP3*).

Nous avons par la suite souhaité confirmer ces résultats par une analyse transcriptomique de FoxP3
au sein des différentes sous populations de Ten. Pour cela, nous avons dans un premier temps isolé
cing populations cellulaires a I'aide d’'un BD FACSAria Fusion grace aux marqueurs suivants : CD4,
CD45RA, CXCR5, CD25, CXCR3 et CCR6. Les populations triées ont été identifiées en tant que Teul
(CD4*CD45RACXCR5*CXCR3CCR6), T2 (CD4'CDASRACXCR5'CXCR3'CCR6), Teml7 (CD4A*CDASRA®
CXCR5*CXCR3°CCR6"), Tregs (CD4*CD45RACD25"e) et Teffs (CD4*CD25'Y) (Figure 23A). La pureté du
tri est évaluée afin de vérifier que les populations triées sont bien celles souhaitées initialement (Figure
23B). Le niveau d’expression d’ARNm de FoxP3 a par la suite été mesuré, a partir d’extraits d’ARN total
de chacune de ces cing populations, par PCR quantitative en temps réel (RT-gPCR). Par rapport aux
cellules T effectrices, ’ARNm de FoxP3 est fortement exprimé par les LT régulateurs (ratio = 59 par
rapport aux Teffs). Concernant les sous-populations de Try, FOXP3 semble plus fortement exprimé par
les Teu2 (ratio = 5,7) que par les Tenl (ratio =2,5) et les Tewl7 (ratio = 2,7) (Figure 23C). Ces résultats
semblent confirmer la tendance que nous avons observée au niveau protéique par cytométrie en flux.
Toutefois, il est nécessaire de prendre en considération que seules 5 a 10% des cellules T2 expriment
FoxP3 (Figure 22B), ce qui peut expliquer que bien que le niveau d’expression de I’ARNm de FoxP3 soit
plus élevé sur les Tew2 que sur les Teyl (5,7 vs 2,5), ce niveau est trés inférieur a ce qui est observé pour

les cellules Tregs (ratio = 59).
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Figure 23. Analyse transcriptomique de FoxP3 sur les sous-populations de cTeu triées au FACS.

A. Stratégie d’isolation des Teyl (CD4*CD45RACXCR5*CXCR3*CCR67), Ten2 (CD4*CD45RACXCR5*CXCR3"
CCR6°), TrHl7 (CD4*CD45RA CXCR5*CXCR3 CCR6*), Tregs (CD4*CD45RACD25Me") et Teffs (CD4*CD25"°Y) par
FACS. B. Vérification apreés tri de la pureté des sous-populations isolées par cytométrie en flux. C. Niveau
d’expression de ’ARNm de FoxP3 dans les sous-populations de Tgy d’individus sains purifiées. Les résultats
sont exprimés en ratio d’expression par rapport au niveau d’expression de FoxP3 parmi les cellules T
effectrices (CD4*CD25'°%) +/- SEM.

Bien que le niveau d’expression de FoxP3 (d’ARNm et protéique) par les Tg42 soit plus faible que pour
les Tregs, nous avons souhaité évaluer la fonction suppressive de ces cellules. Pour cela, nous avons
réalisé un test de suppression ou les différentes sous-populations de cTeysont co-cultivées avec des
cellules T effectrices (Teffs) afin de déterminer leur capacité a inhiber ou non la prolifération de ces
dernieres. Les cellules T effectrices sont préalablement marquées a l'aide d’un marqueur de

prolifération fluorescent (Cell Trace Violet), stimulées a I'aide d’Ac agoniste anti-CD3 et cultivées en




présence des différentes sous-populations de cTry ou de Tregs. Les co-cultures sont réalisées en
présence de PBMCs autologues préalablement traitées a la mitomycine C (Figure 24A). Lors de la co-
culture de LT effecteurs en présence de Tregs, nous avons observé prés de 50% d’inhibition de la
prolifération (22,1% de cellules en prolifération dans la condition Teffs seules vs. 12,2% en présence
de Tregs). Cette observation confirme que les Tregs réduisent efficacement la prolifération des Teffs
dans nos conditions expérimentales. La co-culture entre sous-populations de cTey et Teffs indique, dans
un premier temps, que les cTen que nous avons isolées présentent des capacités suppressives réduites.
Toutefois, bien que I'inhibition de la prolifération des cellules T effectrices soit faible, ce n’est qu’en
présence des Tew2 que celle-ci est observée (7% d’inhibition ; 20,6% de cellules en prolifération vs.

22,1%) (Figure 24B).
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Figure 24. Test de suppression de la prolifération des LT effecteurs par les différentes sous-populations
de Tex circulantes.

A. Les cellules T effectrices (10* cellules/puits), préalablement marquées par le marqueur de prolifération
fluorescent « CellTrace Violet », sont cultivées en présence de cellules Ty (10 cellules/puits) et de PBMCs
(10° cellules/puits) traitées a la mitomycine C (50ng/ml). Les cellules sont stimulées pendant 4 jours en
présence d’Ac anti-CD3 adsorbé au fond des puits (1pg/ml) B. La prolifération des cellules T effectrices est
analysée par dilution du CellTrace Violet par cytométrie en flux. La fréquence des cellules présentes dans le
cadre, correspondant aux cellules ayant proliféré pendant les 4 jours de culture, est indiquée.




A I'aide de ces résultats, nous confirmons plusieurs de nos précédentes observations. En effet, parmi
les sous-populations de cTey, seules les Ten2, qui expriment des taux plus élevés de FoxP3 que les deux
autres sous-populations de cTen, semble posséder des capacites suppressives (7% d’inhibition de la
prolifération). Cette inhibition de la prolifération est faible, mais il est intéressant de noter que seules
5 a 10% des T2 expriment FoxP3, ce qui implique que le ratio entre cellules régulatrices et cellules

effectrices est bien inférieur au ratio 1:1 nécessaire a la réalisation d’un test de suppression efficace.

A partir de nos observations, nous pouvons exclure I’"hypothése que la diminution de la fréquence des
Tenl observée dans la circulation des patients lupiques présentant une pathologie active correspond a
une diminution de la fréquence en cellules Tey régulatrices. Ceci souléve une question : La diminution
de lafréquence en cellules Tewl observée en périphérie chez les patients lupiques actifs est-elle le reflet
d’une migration anormale de ces cellules ? La réponse la plus évidente provient du phénotype de ces
cellules. En effet, les Tenl expriment le récepteur aux chimiokines CXCR3, ligand des chimiokines CXCL9,
CXCL10 et CXCL11. Ces chimiokines ne sont pas constitutivement exprimées mais sont produites
spécifiguement dans un contexte pro-inflammatoire. Leur fonction principale consiste a recruter les
cellules du systeme immunitaire au sein des sites d’inflammation (Lacotte et al., 2009). Une étude
réalisée au laboratoire a permis de mettre en évidence une augmentation de ces chimiokines dans les
reins de souris lupiques NZB/W, favorisant I'attraction des cellules exprimant CXCR3 (Lacotte et al.,
2013). Le déséquilibre de la balance Tr42-17/Tenl observé chez les patients lupiques pourrait donc étre
le reflet d’une migration des cellules Teyl au sein des organes présentant une inflammation (les reins

ou la peau, par exemple).

En sachant qu’il est particulierement complexe d’obtenir de tels tissus chez I’'Homme, nous avons
choisi d’analyser les cellules Tey sur des modeles murins afin d’étudier la potentielle migration des

cellules Tey vers les sites d’inflammation.




2. Caractérisation des sous-populations de Tex chez la souris

Afin d’analyser la migration des cellules Tenl chez la souris, nous avons dans un premier temps souhaité
confirmer I'existence des différentes sous-populations de Ty décrites chez I’'Homme dans des modéles
murins. Les cellules cTey chez 'Homme sont des LT CD4"mémoires exprimant le récepteur aux
chimiokines CXCR5. Par analogie, nous avons analysé dans le sang de différents modeéles murins,
I’expression de CXCR3 et CCR6 a la surface de cellules CD4*CD44*CXCR5* par cytométrie en flux (Figure
25). Nous avons constaté que les cellules Ten circulantes chez la souris expriment également les

récepteurs CXCR3 et CCR6, permettant I'identification de 4 sous-populations de Tey différentes.

CD3

CXCR5 CXCR3

Figure 25. Comparaison de I’expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cTry chez ’'Homme (en haut) et
chez la souris (en bas).

Expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des Tey humaines (CD3*CD4*CD45RA'CXCR5*) et murines
(CD4*CD44*CXCR5*) par cytométrie en flux.

De maniére intéressante, contrairement a ce qui est observé chez 'lhomme, ol sa fréquence est
relativement faible (moins de 10% parmi les cTry totales d’individus sains ; Morita et al., 2011 et notre
étude), la population de Try exprimant conjointement CXCR3 et CCR6 est plus fortement représentée
chez la souris (Figure 25). Nous avons dans un premier temps comparé la fréquence de chacune de ces
sous-populations chez les souris saines BALB/c. La sous-population de cellules Tey circulantes la plus
représentée dans ce modele semble étre la population de cellules Tew CXCR3"CCR6* (moyenne = 63%

vs. <15% pour les autres sous-populations) (Figure 26).
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Figure 26. Expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cTr4 de souris BALB/c.

Analyse de I’expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cellules Tex circulantes de souris contréles BALB/c
(n=6). La moyenne +/- sem des fréquences des populations CXCR3*CCR6" (rouge), CXCR3*CCR6" (noir),
CXCR3°CCR6* (vert), CXCR3CCR6" (violet) est représentée.

Nous avons appliqgué une stratégie de marquage identique afin d’évaluer la fréquence de ces
différentes sous-populations au sein d’un OLS, la rate. Sur les splénocytes isolés de souris BALB/c, la
distribution de ces sous-populations est différente de celle observée en périphérie. En effet, dans la
rate, la fréquence des Tgy CXCR3*CCR6" est augmentée (moyenne = 40%), alors que les autres sous-

populations représentent 20% des Ty totales spléniques (Figure 27).
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Figure 27. Expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des Ty spléniques de souris BALB/c.

Analyse de I'expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cellules Ten spléniques de souris controles BALB/c
(n=13). La moyenne +/- sem des fréquences des populations CXCR3*CCR6 (rouge), CXCR3*CCR6" (noir),
CXCR3°CCR6* (vert), CXCR3CCR6" (violet) est représentée.

Afin d’étudier la distribution de ces sous-populations de cellules Tey dans un contexte lupique, nous
avons évalué leur fréquence dans un modele murin de lupus, la souris NZB/W. Ces souris présentent
des symptomes lupiques assimilables a la pathologie humaine. Ces symptomes, comme |’atteinte
rénale, se développent a I’dge de 30-35 semaines environ. Les souris NZB/W étudiées sont toutes des
femelles agées de 32 semaines ou plus, et présentent toutes une atteinte rénale importante (forte
protéinurie mesurée). Chez la souris NZB/W, en périphérie, la distribution des différentes sous-
populations est plus équilibrée entre les différentes sous-populations que chez la souris BALB/c

(moyenne d’environ 20% pour les Ten CXCR3*CCR6™ et CXCR3°CCR6", environ 30% pour les Ty CXCR3-




CCR6* et CXCR3*CCR6") (Figure 28). Dans la rate, nous observons une légere augmentation de la
fréquence des cellules Tey CXCR3'CCR6™ et CXCR3*CCR6* (moyenne de 30% des cellules Tey totales) par

rapport aux deux autres populations (environ 20% en moyenne).
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Figure 28. Expression de CXCR3 et CCR®6 a la surface des Tx circulants (en haut) et spléniques (en bas) de
souris lupiques NZB/W.

Analyse de I'expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cellules Ty circulantes (n=9) et spléniques (n=13)
de souris lupiques NZB/W. La moyenne +/- sem des fréquences des populations CXCR3*CCR6" (rouge),
CXCR3*CCR6" (noir), CXCR3"CCR6" (vert), CXCR3"CCR6 (violet) est représentée.

Nous avons par la suite comparé la fréquence des sous-populations de Tey entre souris sauvages
BALB/c et lupiques NZB/W. D’une part, comme attendu, nous avons constaté une augmentation de la
fréquence des cellules mémoires CD4*CD44" ainsi que des cellules CD4*CD44*CXCR5* chez les souris
lupiques NZB/W par rapport aux souris contrdles, aussi bien dans la rate qu’en périphérie. D’autre
part, en périphérie, nous avons observé une forte diminution de la fréquence de la population CXCR3"
CCR6" chez les souris NZB/W par rapport aux souris contrdles (moyenne = 30% pour la souris NZB/W
vs. 63% pour la souris BALB/c), alors que les cellules exprimant CXCR3 sont augmentées (moyenne =
47% pour la souris NZB/W vs. 21% pour la souris BALB/c). Dans la rate, nous avons mis en évidence
une augmentation de la fréquence de la sous-population de Tey CXCR3'CCR6™ (moyenne = 29% pour la
souris NZB/W vs. 18,5% pour la souris BALB/c) et une diminution de la fréquence des Tgy CXCR3*CCR6*

(moyenne = 28% pour la souris NZB/W vs.40% pour la souris BALB/c) (Figure 29).
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Figure 29. Comparaison de I’expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des Ty circulants et spléniques de
souris BALB/c et NZB/W.

Comparaison de |'expression de CXCR3 et CCR6 a la surface des cellules Tey circulantes et spléniques de
souris contrdles BALB/c et de souris lupiques NZB/W. La moyenne +/- sem des fréquences des populations
CXCR3*CCR6" (rouge), CXCR3*CCR6* (noir), CXCR3"CCR6* (vert), CXCR3"CCR6™ (violet) est représentée.

(* = p<0,05; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001 ; Mann-Whitney)

L'ensemble de ces résultats démontrent que nous avons la possibilité d’identifier plusieurs sous-
populations de cellules Tew selon I'expression de CXCR3 et de CCR6, aussi bien en périphérie qu’au sein
d’un OLS tel que la rate. De plus, certaines modifications dans la distribution de ces sous-populations
ont été mises en évidence entre la circulation et les OLS, nous permettant d’établir une certaine
dynamique des cellules Tgy chez la souris. Finalement, nous avons observé des différences de
fréquence des Try exprimant différenciellement CXCR3 et CCR6 entre souris sauvages BALB/c et
lupiques NZB/W, ce qui suggere un potentiel effet du contexte lupique sur leur distribution. Au regard
de ces résultats, nous avons souhaité définir si CXCR3 et CCR6 permettent de discriminer les sous-

populations de cellules Ty fonctionnellement.

a. Les récepteurs CXCR3 et CCR6 permettent-ils de définir les Teyl, Tru2 et Tewl7 dans les

modeles murins ?

Chez 'Homme, l'expression de CXCR3 et CCR6 permet d’identifier des populations sécrétant
spécifiguement I'lFN-y pour les Teyl, I'IL-4 pour les Ten2 et I'IL-17 pour les cellules Tey17. Nous avons
analysé la production de ces trois cytokines par les populations de Ten spléniques définies selon

I’expression de ces deux récepteurs aux chimiokines chez la souris (Figure 30).
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Figure 30. Production d’IFN-y, d’IL-4 et IL-17 par les différentes sous-populations de Trx spléniques de
souris.

Production d’IFN-y, d’IL-4 et d’IL-17 par les populations de Tgw CXCR3*CCR6™ (rouge), CXCR3*CCR6* (noir),
CXCR3"CCR6* (vert), CXCR3CCR6" (violet) de souris analysée par cytométrie en flux.

La comparaison de la production de cytokines par les différentes sous-populations de cellules Tey a
révélé dans un premier temps que les cellules CXCR3* sont capables de produire des niveaux plus
élevés d’'IFN-y que les sous-populations de Tew CXCR3™ (moyenne = 13% pour les CXCR3"CCR6™ et 12,8%
pour les cellules CXCR3*CCR6* vs. 7% pour les cellules CXCR3"). D’autre part, I'lL-4 et I'lL-17 semblent
étre sécrétés a des niveaux équivalents par les différentes sous-populations de Tey (Figure 31A). En
analysant la production de cytokines par les différentes sous-populations, nous avons confirmé que les
différentes sous-populations produisent bien les trois types de cytokines et qu’il est compliqué
d’associer spécifiquement la production d’un type de cytokines a une population identifiée par
I’expression de CXCR3 et CCR6 (Figure 31B). Ces résultats suggerent que bien que nous ayons la
capacité d’identifier différentes sous-populations de Try exprimant CXCR3 et CCR6 chez la souris, nous
ne pouvons pas faire d’analogie fonctionnelle avec les sous-populations de Tey circulantes observées

chez ’'Homme.
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Figure 31. Comparaison de la production d’IFN-y, d’IL-4 et IL-17 par les différentes sous-populations de
Ten spléniques de souris identifiées par I’expression de CXCR3 et CCR6.

A-B. Analyse de la production d’IFN-y (barres pleines), d’IL-4 (barres ponctuées) et d’IL-17 (barres vides) par
les populations de Tgy CXCR3*CCR6™ (rouge), CXCR3*CCR6* (noir), CXCR3"CCR6* (vert), CXCR3'CCR6™ (violet)
de souris analysée par cytométrie en flux (n=9). Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem.

Concernant I'lL-4, nous n’avons pas constaté de différences significatives dans la production de cette
cytokine par les différentes sous-populations de cellules Tey murines. Cependant, les cellules Tey CXCR3-
CCR6™ produisent moins d’IFN-y que les populations CXCR3*, indiquant un ratio entre cellules
produisant de I'lFN-y et de I'lL-4 plus faible que pour les autres sous-populations. Le constat est
identique pour la production d’IL-17 par la population de Tgy CXCR3'CCR6*. Ces résultats suggerent tout
de méme que, bien que les cellules CXCR3'CCR6™ et CXCR3'CCR6* ne sécrétent pas spécifiquement

respectivement de I'lL-4 et de I'IL-17, elles semblent Iégerement « polarisées ».

Alinverse, nous avons analysé I'expression de CXCR3 et de CCR6 a la surface des cellules Ty produisant
ou non de I'lIFN-y, de I'lL-4 et de I'lL-17 (Figure 32). Ceci nous a permis de confirmer que les cellules Tgy
IFN-y* expriment bien toutes CXCR3. Cependant, nous retrouvons également des Ty exprimant CXCR3
parmi les cellules Ten IFN-y7, alors que I'expression de CCR6 est retrouvée aussi bien parmi les cellules
Ten IFN-y* que IFN-y". Par ailleurs, le niveau d’expression de CCR6 ou de CXCR3 ne semble pas varier
entre les cellules Tey produisant ou non de I'lL-4 ou de I'lL-17. De cette maniéere, nous confirmons que
les sous-populations de Tey identifiées selon I'expression de CXCR3 et CCR6 ne produisent pas

spécifiguement un seul type de cytokine comme c’est le cas pour les cTex chez 'homme.
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Figure 32. Expression de CXCR3 et CCR6 selon la production de cytokines par les Teu spléniques murines.
L’expression de CXCR3 et CCR6 est analysée par cytométrie en flux a la surface de cellules Tey spléniques
sécrétant (noir) ou non (gris) de I'lFN-y, de I'lL-4 ou de I'IL-17.

Comme décrit précédemment, la présence de Bcl-6 réprime |'expression d’autres facteurs de
transcription tels que T-bet, GATA-3 ou RORyt (cf. publication 1). Toutefois, il a été récemment mis en
évidence que des cellules Try peuvent co-exprimer Bcl-6 et certains autres facteurs de transcription.
En effet, T-bet semble étre exprimé par les cellules Tey Bcl-6* a la suite d’une infection par LCMV et son
expression est importante pour la fonction des cellules Tey (Weinstein et al., 2017). Nous avons alors
souhaité analyser |'expression de T-bet, GATA-3 et RORyt par les différentes sous-populations de Tg
selon I'expression de CXCR3 et CCR6. D’une part, nous avons noté que nous étions capables d’observer
I’expression de facteurs de transcription par les cellules Tey spléniques de souris. De maniere
intéressante, I'expression de T-bet semble étre restreinte aux populations CXCR3*, alors que GATA-3
et RORyt semblent étre exprimés de maniére similaire par toutes les sous-populations de Tes (Figure

33).




CXCR3*CCRE" CXCR3CCRE CXCR3 CCR6* CXCR3*CCR6*

» GATA-3

Y

RORyt

Figure 33. Expression de différents facteurs de transcription par les cellules Tr4 spléniques.

Expression de T-bet, GATA-3 et RORyt par les populations de cellules Tgy CXCR3*CCR6" (rouge), CXCR3*CCR6*
(noir), CXCR3CCR6* (vert), CXCR3'CCR6" (violet), analysée par cytométrie en flux (n=9). Le pic gris représente
le contréle isotypique.

Comme pour la production de cytokines, nous avons constaté que I'expression de CXCR3 et de CCR6
par les cellules Tew ne permet pas d’identifier de populations exprimant des facteurs de transcription

spécifiques.

En résumé, I'ensemble de ces résultats démontrent qu’il est possible d’identifier différentes sous-
populations de cellules Tey a I'aide de I'expression de CXCR3 et CCR6, mais que contrairement aux
populations de Ten circulantes chez 'Homme, I'expression différentielle de ces récepteurs aux
chimiokines ne correspond pas a des spécificités phénotypiques et fonctionnelles. Ces deux récepteurs
ne semblent donc pas représenter des bons marqueurs pour la caractérisation des cellules Tey dans les
modeles murins. Toutefois, il apparait que les cellules exprimant T-bet et sécrétant de I'IFN-y
expriment toutes CXCR3, comme chez 'Homme. Grace a cette observation, nous avons souhaité
étudier la migration des cellules Ty CXCR3* au sein des organes présentant une inflammation chez la

souris lupique NZB/W.




b. Observe-t-on une migration des cellules CD4* CXCR5* CXCR3" de la périphérie vers les

organes inflammés chez la souris NZB/W ?

Les souris lupiques NZB/W développent a I'dge de 30-35 semaines une atteinte rénale, se traduisant
par une forte inflammation du rein, a I'origine des lésions tissulaires. De nombreux infiltrats de
leucocytes ont été mis en évidence, par notre équipe, dans les reins de souris NZB/W agées par rapport
aux souris contréles et a des souris NZB/W plus jeunes n’ayant pas développé la pathologie. Ces
infiltrats sont organisés, structurés et fonctionnels, ce qui leur conferent le nom d’organes lymphoides
tertiaires (OLT). Au sein de ces structures, des cellules Tey sont identifiables et participent a la

production locale d’(auto-)Ac (Le Coz et al., en préparation).
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Figure 34. Expression de CXCR3 par les cellules Tg4 circulantes (a gauche) et spléniques (a droite) de souris
contréles BALB/c et NZB/W.

Comparaison de la fréquence des cellules Teyw CXCR3* (rouge) et CXCR3" (bleu) parmi les Ten circulantes et

spléniques de souris contréles BALB/c (n=6-13; barres vides) et lupiques NZB/W (n=9-13; barres
hachurées). Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem.

Dans un premier temps, nous avons analysé la distribution des cellules Tey selon I'expression de CXCR3
dans les compartiments sanguins et spléniques dans des souris contrdles BALB/c et lupiques NZB/W.
Ainsi, nous avons constaté que chez les souris controles, les cellules CXCR3* sont principalement
retrouvées dans la rate (63% des Ty totales) et faiblement en périphérie (seulement 22% des Tey
totales). Chez la souris NZB/W, nous observons que la fréquence des cellules Tgy CXCR3* diminue dans

la rate et augmente en circulation par rapport aux animaux contréles (50% dans la rate, 47% en

circulation) (Figure 34).




Ces modifications suggérent une potentielle évasion des cellules Tew CXCR3* depuis les OLS vers la

circulation sanguine chez la souris lupique NZB/W par rapport aux animaux contréles.

Par la suite, nous avons analysé I'expression de CXCR3 a la surface des cellules Ty présentes dans les
infiltrats rénaux de souris lupiques NZB/W. Nous ne pouvons malheureusement pas les comparer a
des animaux contréles, de par I'absence de cellules immunitaires au sein des reins de souris saines.
Dans les reins de souris NZB/W &gées, nous avons mis en évidence que la majorité des cellules Tey
expriment CXCR3 (65% des cellules Try totales). Ces résultats démontrent qu’au sein des reins, organes
sieges d’une inflammation importante chez la souris NZB/W, sont retrouvés principalement des

cellules Ty exprimant le récepteur aux chimiokines inflammatoires CXCR3 (Figure 35A).
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Figure 35. Expression de CXCR3 dans les reins de souris lupiques NZB/W.

A. Fréquence des Tgy CXCR3* (rouge) et CXCR3" (bleu) parmi les Trq totales isolées de reins de souris lupiques
NZB/W (n=8). Les résultats sont exprimés en moyenne +/- sem. B. Tableau récapitulatif des fréquences des
populations de Tgy CXCR3* et CXCR3™ parmi les Ty totales des compartiments spléniques, sanguins et
rénaux de souris BALB/c et NZB/W (n.d = non détectable).

Au regard de nos résultats et de ce qui a été décrit dans notre laboratoire, a savoir que des taux
importants de CXCL9, 10 et 11, chimiokines responsables de I'attraction des cellules CXCR3", ont été
détectés dans les reins de souris NZB/W malades (Lacotte et al., 2009), nous avons émis I’hypothése
gu’en condition physiologique, les cellules Try CXCR3* se trouvent principalement au sein des OLS. Lors
d’une inflammation, ces cellules s’échappent des OLS, transitent par la circulation pour rejoindre les
organes inflammés ou la concentration de chimiokines CXCL9, 10 et 11 est la plus forte. Bien que ce
modele soit hypothétique, il permettrait d’expliquer les fréquences de cellules Tey CXCR3* observées

dans les différents compartiments de souris controles et lupiques (Figure 35B-36).
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Figure 36. Modele proposé de la migration des cellules Tew CXCR3+ dans un contexte physiologique (a
gauche) et dans un contexte inflammatoire (a droite).

En condition physiologique, les cellules Ten CXCR3* se trouvent principalement dans les OLS tels que la rate
par exemple. Lors d’une inflammation au sein d’'un organe comme le rein, les cellules Ty CXCR3* sont attirés
par un gradient de chimiokines inflammatoires (CXCL9, 10, 11), ce qui pourrait expliquer leur augmentation
en circulation et la forte fréquence de ces cellules dans les reins de souris NZB/W malades.

En résumé, nous avons souhaité utiliser le modele murin pour déterminer si, dans un contexte lupique,
la diminution de la fréquence des cellules circulantes Tenl observée chez les patients lupiques
correspond a une migration de ces cellules vers les organes inflammés tels que les reins.
Malheureusement, I'expression de CXCR3 et CCR6 ne permet pas d’identifier des sous-populations de
Ten fonctionnellement séparées. Toutefois, plusieurs résultats semblent indiquer que les cellules Tey

exprimant CXCR3 migrent depuis les OLS vers les sites d’inflammation tels que les reins chez la souris.




CHAPITRE Il : LE RECEPTEUR CO-INHIBITEUR BTLA
AU COURS DU LED : ASPECTS FONDAMENTAUX
ET IMPLICATIONS THERAPEUTIQUES







l. Avant-propos

La capacité du systeme immunitaire a discriminer le soi et le non-soi est un mécanisme essentiel afin
de générer une réponse immunitaire contre les pathogeénes, tout en maintenant une tolérance aux
auto-Ag. L’établissement de la tolérance représente de ce fait un élément crucial dans la prévention
de I'auto-immunité. La délétion clonale des LT auto-réactifs effectuée au sein du thymus correspond a
la premiere ligne de tolérance mise en place par I'organisme. Dans le thymus, une sélection positive,
dans un premier temps, permet I’élimination des LT ne reconnaissant pas le complexe CMH-peptide
ne recoivent pas de signaux de survie et meurent. Ainsi, seuls les LT capables d’interagir avec le CMH
pourront atteindre la deuxiéme sélection, négative celle-ci, ou les cellules T reconnaissant des peptides
antigéniques tissulaires du soi sont éliminés. A la suite de cette étape, une grande majorité de LT auto-
réactifs sont éliminés. Toutefois, ce mécanisme n’étant pas infaillible, la mise en place d’une seconde
ligne de tolérance, en périphérie, permet de controler le développement de pathologies auto-
immunes. Ce mécanisme de tolérance périphérique est crucial dans la prévention de I'auto-immunité
car I'’échappement de cellules T auto-réactives contribue a I'inflammation et apporte I'aide nécessaire
aux LB auto-réactifs, aboutissant a la production d’auto-Ac. Parmi les nombreux mécanismes de
tolérance périphérique, la balance entre les signaux co-stimulateurs et co-inhibiteurs délivrés aux LT
joue un role important dans I'auto-immunité mais également dans les maladies infectieuses ou les
cancers. L'implication de ces molécules dans le développement de pathologies auto-immunes telles
qgue le LED, a fait I'objet de nombreuses études ces derniéres années (cf. Introduction). Parmi les
molécules de co-stimulation, sont retrouvés des récepteurs apportant des signaux inhibiteurs dont les
représentants les plus connus sont CTLA-4 et PD-1. Le ciblage de ces molécules a fait I'objet de

plusieurs études cliniques présentant des résultats encourageants.

BTLA est un autre récepteur inhibiteur régulant négativement la réponse immunitaire (cf. Introduction
Partie C.). L'implication de BTLA dans le maintien de la tolérance périphérique, ainsi que le phénotype
des souris BTLA7", suggérent un rdle protecteur de BTLA dans le développement de pathologies auto-
immunes telles que le LED. A I'heure actuelle, aucune étude n’a fait état du réle de BTLA dans la
pathogénese du LED chez ’lhomme. C’'est pourquoi, durant cette étude, nous souhaitons déterminer
si une altération de I'expression ou de la fonction de BTLA peut contribuer a un défaut de régulation

de la réponse immunitaire et ainsi favoriser le développement du LED.

Durant ma these, nous avons alors mené une étude compréhensive de |'expression de BTLA sur les
sous-populations de LT et de LB de patients lupiques par rapport aux individus sains. L’ensemble des

résultats obtenus a partir des LT CD4* de patients lupiques est résumé dans la Publication n°2.
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Abstract:

Co-inhibitory receptors play an important role for the prevention of autoimmune diseases such
as systemic lupus erythematosus (SLE) by limiting T-cell activation. B and T lymphocyte
attenuator (BTLA) is an inhibitory receptor, like cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
(CTLA-4) and Programmed Death 1 (PD1), that negatively regulates the immune response. The
role of BTLA in the pathogenesis of autoimmune diseases in humans and more specifically in
SLE is largely unknown. We investigated BTLA expression on various T cell subsets and we
did not observe significant variations of BTLA expression between lupus patients and healthy
controls. However, the enhancement of BTLA expression after activation is significantly lower
in SLE patients compared to healthy controls. Furthermore, we evidenced an impaired capacity
of BTLA to inhibit T cell activation in SLE, due to a poor BTLA recruitment to the
immunological synapse following T cell stimulation. Finally, we demonstrated that defective
BTLA function can be corrected by restoring intracellular trafficking and by normalizing the
lipid metabolism in lupus CD4" T cells. Collectively, our results evidence that the BTLA
signaling pathway is altered in SLE T cells and highlight the interest of targeting this pathway

for the development of new therapeutic strategies in lupus.
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INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe systemic autoimmune disease
characterized by the production of high-affinity autoantibodies (autoAbs) directed against self-
structures (especially nuclear antigens). The deposition of subsequent immune complexes in
target organs, leads to tissue inflammation, contributing to the development of multi-organ
damages such as glomerulonephritis, which remains the most common severe manifestation in
lupus (7). In that context, it was demonstrated in our laboratory, that pathogenic autoAb can be
locally produced by plasma cells, which have homed to inflamed kidneys of lupus mice (2, 3).
Moreover, we recently described an altered phenotype of circulating follicular helper T (Trn)
cells characterized by the enhanced frequency of B-cell helpers CXCR3 CCR6™ Tru2-like cells
and decreased frequency of CXCR3*CCR6"™ Trul-like cells (unable to provide B cell help) in
lupus patients (4). Altogether, it suggests that a dysfunction in plasma cell differentiation
mechanism may occur in SLE leading to an increase of autoAb production. B cell
differentiation into Ab-producing cells is mediated by CD4" helper T cells, highlighting the
importance of the T-B crosstalk in secondary lymphoid organs. Several mechanisms are
involved in the regulation of this crosstalk, one of these being the balance between
costimulatory and coinhibitory molecules expressed on the T and B cell surface (5). There are
growing numbers of inhibitory receptors described, including cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4) and programmed cell death 1 (PD-1) that have been most
extensively studied. In the oncology field, encouraging clinical findings have been reported for
mAbs specific to CTLA-4 and PD-1 and promising results were obtained with the use of
Abatacept, a CTLA4-Ig fusion protein, in various autoimmune diseases (6, 7).

B and T Lymphocyte Attenuator (BTLA) is another inhibitory receptor of the Ig
superfamily that negatively regulates the immune response in synergy with the CTLA-4/B7 and

PD-1/PDL1 inhibitory pathways (8). BTLA is expressed on T cells (both CD4* and CD8" T
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cells), B cells, but also a wide range of other hematopoietic cells including natural killer (NK)
cells, NKT cells, macrophages and dendritic cells (DC) (9). The ligand for BTLA is
HerpesVirus-Entry Mediator (HVEM; TNFR14) (10), a TNF receptor family protein found on
DC, T, B and NK cells. The ligation of BTLA by HVEM attenuates T-cell activation, leading
to decreased cell proliferation, cytokine production and cell cycle progression. Consistent with
an inhibitory role for BTLA, BTLA deficient mice exhibit enhanced specific antibody
responses and sensitivity to the induction of experimental autoimmune encephalomyelitis (8).
BTLA deficiency also causes the breakdown of self-tolerance, resulting in the development of
an autoimmune hepatitis-like disease and lymphocytic infiltration in multiple organs (71).
Interestingly, BTLA is expressed by Tru cells and it was recently demonstrated that BTLA
suppresses germinal center B cell development and subsequent IgG responses by inhibiting
interleukin-21 (IL-21) production by Trx cells (12). Moreover, the lupus disease is exacerbated
in MRL/lpr lupus mice deficient for BTLA (/3) suggesting a protective role of BTLA in lupus.

Data regarding BTLA function on human cells are more limited. BTLA signaling
inhibits both proliferation and cytokine secretion of CD4* T cells (14, 15) and HVEM
interaction with BTLA negatively regulates the proliferation of yd T cells (/6). Regarding B
cells, BTLA reduces the phosphorylation of the B cell receptor (BCR)-associated molecules
leading to BCR signaling inhibition (/7). Furthermore, BTLA 1is upregulated and recruited to
the BCR in CpG-activated B cells and, as in T cells, its triggering by HVEM leads to the
inhibition of human B cell proliferation, upregulation of costimulatory molecules and cytokine
production (/8). As a newly described immune checkpoint, BTLA was also investigated in
pathological situations. It has been demonstrated that type I IFN produced by plasmacytoid
DCs is responsible for BTLA downregulation on CD4" T cells during chronic HIV-1 infection,
which further results in impaired BTLA-mediated inhibition (/9). On the contrary, BTLA

expression is enhanced on CMV-specific T cells during the acute phase of CMV infection (15).
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In cancer, several studies have highlighted an upregulation of BTLA in tumors. Indeed, BTLA
is highly expressed on B cells from chronic lymphocytic leukemia (CLL) (20), however, the
function of BTLA on CLL cells remains to be elucidated. Moreover, whereas BTLA expression
is normally down regulated during human CD8* T cell differentiation to effector cytotoxic T
cells, melanoma tumor antigen-specific effector CD8" T cells appear to persistently express
BTLA (21) and are thus still susceptible to inhibition though HVEM ligation. Finally, BTLA

gene polymorphisms may be linked to the development of malignant breast cancer (22).

The role of BTLA in the pathogenesis of autoimmune diseases in humans is still largely
unknown and to date, there is no available data on BTLA in lupus patients. This observation,
associated with the few data regarding BTLA in lupus mice, led us to investigate in detail BTLA
expression and function on CD4" T cells isolated from SLE patients. Indeed, altered BTLA
expression and/or functionality could result in defective regulation of the immune response

leading to the emergence of autoimmunity.
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RESULTS
Defective upregulation of BTLA expression upon activation on lupus T cells

We monitored the expression of BTLA on total CD3* T cells, CD4 T cells
(corresponding mainly to CD8" T cells), naive (CD45RA™) and memory (CD45RA") CD4* T
cells (Figure 1A). As previously described, BTLA is constitutively expressed on CD3* T cells
of freshly isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). In healthy controls (HCs),
BTLA is more highly expressed on CD3*CD4* T cells than on CD3"CD4" T cells (mean
fluorescence intensity (MFI) 9300+610 vs 6300+£560, p<0.01; Figure 1B-C) and there is no
significant difference in BTLA expression among naive and memory CD4" T cells. We next
compared BTLA expression between lupus patients and HCs and did not observe significant

variations of BTLA expression in any T cell subset. The heterogeneous expression level of

BTLA is not due to variability between SLE patients, as we did not observe any correlation

between BTLA expression in T cell subsets and disease activity (supplemental figure 1).

It was reported that the membrane level of BTLA is increased upon activation of T cells in HCs (23, 24),
thus allowing this co-inhibitory receptor to further regulate lymphocyte activation. Indeed, stimulation
of purified CD4* T cells for 2 days with agonistic anti-CD3 and anti-CD28 mAbs, induced a twofold
enhancement of BTLA expression on CD4* T cells from HCs, on average (Figure 2A-B). Interestingly, the
enhancement of BTLA expression after activation is significantly lower in CD4* T cells SLE patients
compared to HCs (Figure 2A-B, mean 1.7, p<0.01). The lower BTLA fold enhancement is not due to a
defective activation of lupus CD4* T cells (Figure 2C) and does not correlate with disease activity (Figure

2D).

Impaired capacity of BTLA to inhibit CD4* T cell activation in lupus
BTLA engagement leads to the dephosphorylation of early T-cell receptor (TCR)

signals (e.g. ZAP-70, Erk1/2), thus inhibiting T-cell proliferation and activation. To investigate
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BTLA function, we compared the proliferation, the activation state, and the Erk
phosphorylation status, of blood-derived CD4* T cells upon TCR activation associated either

with BTLA cross-linking (thanks to an agonistic mAb) or not (corresponding isotype control)

(supplemental figure 2). As HVEM, the natural ligand for BTLA, also binds LIGHT (also

known as TNFS14) which is expressed by T cells, we decided to use an anti-BTLA mAb and

not recombinant HVEM in our experiments, in order to specifically delineate the involvement

of the BTLA pathway in lupus. We confirmed that when the TCR and BTLA are co-engaged,

the CD4* T cell proliferation is inhibited by around 45% in HCs (45+5%; Figure 3A, white
bars). Accordingly, upregulation of the activation marker CD25 (51+4% inhibition; Figure 3B)
as well as the Erk phosphorylation (29+5% inhibition; Figure 3C) are inhibited in the presence
of the agonistic anti-BTLA mAb in CD4* T cells from HCs. In contrast, we showed that in
lupus CD4* T cells, there is a significant decrease in the capacity of BTLA to inhibit
proliferation compared to HCs (only 25+6% inhibition; p<0.01; Figure 3A, hatched bars).
Moreover, we observed an impaired capacity of BTLA to inhibit CD25 upregulation by lupus
CD4* T cells (31+4% inhibition vs 51% in HCs, p<0.01; Figure 3B), and to dephosphorylate
Erk (less than 10% inhibition vs 29% in HCs, p<0.01; Figure 3C). The impaired capacity of
BTLA to inhibit CD4* T cell activation in lupus patients is not due to defective activation of
CD4* T cells (induction of activation is quantitatively similar in CD4* T cells from HCs and
SLE patients; Figure 2C) nor to an altered representation of particular CD4* subsets in lupus

settings (supplemental figure 3A). Indeed, even if the frequency of Tregs (defined as

CD4*CD45RACD25" T cells, supplemental figure 3A: 25) tends to be diminished in lupus

patients, there is no correlation between Treg frequency and the inhibition of the proliferation

(supplemental figure 3B). Moreover, when we depleted Tregs (CD25" cells, supplemental

figure 4A), BTLA signaling is similarly able to inhibit CD4* T cell activation (20% inhibition

for CD25 expression and 16% inhibition for CD69 expression in the presence or in the absence
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of Tregs; supplemental figure 4B-C) indicating that Tregs are not involved in the BTLA-

dependent T cell inhibition we measure in our experimental conditions.

Finally, we observed that the BTLA capacity to inhibit CD4* T cell proliferation
correlates with the fold enhancement of BTLA expression (Figure 3D; p<0.05). In lupus
patients, the lowest BTLA fold enhancement is found in CD4" T cells displaying strong
defective BTLA function (mean 1.6 in lupus CD4" T cells harboring less than 20% inhibition
vs 2 in HCs, p<0.01; supplemental figure 5A), and in the same way, lupus CD4* T cells with
the most highly reduced BTLA function are those with the lowest BTLA fold enhancement
(16% in lupus CD4* T cells with BTLA fold enhancement below 1.7 vs 42% in HCs, p<0.01;

supplemental figure 5B).

Defective BTLA function in lupus CD4* T cells correlates with disease activity

The capacity of BTLA engagement to inhibit CD4" T cell proliferation inversely
correlates with disease activity (p<0.05; Figure 4A) and when patients were classified according
to their disease status (mild SLE when SLEDAI<6 or severe SLE when SLEDAI>6), the
impaired BTLA functionality was found to be statistically significant only in patients with
severe SLE (p<0.05; Figure 4B). Interestingly, we noticed that the functional BTLA deficiency
on CD4* T cells is more pronounced in patients having severe biological and/or clinical
manifestations, such as high anti-DNA auto-Ab levels (43+9% inhibition in patients without
anti-DNA Abs vs 10+4% in patients with anti-DNA Abs, p<0.001; Figure 4C) or proteinuria
(32+6% inhibition in patients without proteinuria vs 2+2% in patients with proteinuria; p<0.05;
Figure 4D). Moreover, we observed that the capacity of BTLA to inhibit CD4* T cell
proliferation inversely correlates with the frequency of circulating plasmablasts (p<0.05; Figure
4E). Altogether, our results suggest that defects in BTLA function in lupus CD4* T cells are

associated with disease activity through B-cell abnormalities.
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BTLA is not correctly recruited to TCR clusters in lupus CD4* T cells

Upon activation, TCR clusterize and are recruited into Ganglioside M1 (GM1) rich

microdomains (26). It was demonstrated in mice, that upon T-cell stimulation, and in the

absence of BTLA engagement, BTLA is recruited to TCR clusters (27). The co-clustering of

BTLA and TCR on activated CD4* T cells thus allows the inhibition of T cell activation

following BTLA ligation (27). To define mechanisms behind impaired BTLA functionality in

SLE, we analyzed BTLA and TCR co-clustering by confocal microscopy. In HCs and in the
absence of TCR stimulation, TCR (in green) and BTLA (in red) are localized all around the
plasma membrane (Figure S5A, upper panel). Following 5 minutes of activation with an anti-

CD3 mAb, we observed TCR clustering and confirmed that, in absence of BTLA ligation and

as it was demonstrated in mice, BTLA colocalizes in these TCR clusters (Figure 5A; lower

panel). Moreover, we used CTB staining to visualize GM1, and we observed that BTLA

colocalized with GM1-enriched clusters following TCR activation in HCs (Figure 5B). To

quantify the percentage of BTLA recruitment to TCR clusters, we evaluated the ratio of specific
fluorescence intensity (FI) for BTLA staining to the specific FI for TCR staining. We defined
that a ratio higher than 0.5 reflects BTLA recruitment to TCR clusters (see Materials and
Methods section for details). By analyzing 30 cells per individual, we found that this
recruitment is significantly lower in SLE patients compared to HCs (61+7% in SLE vs 87+4%
in HCs, p<0.01; Figure 5C). To go further, we used another approach consisting in measuring
the percentage of colocalized BTLA-TCR clusters over the total number of clusters for each
cell and defined 4 types of BTLA recruitment (supplemental figure 6). Thanks to this method,
we observed that whereas the total BTLA recruitment to the TCR synapse occurs in about 70%
of the CD4* T cells analyzed in HCs, only 38% of BTLA is totally recruited to TCR clusters in

lupus patients (Figure 5D, p<0.01). Altogether, these results indicate that following T cell
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activation, BTLA is not efficiently recruited to TCR clusters in lupus CD4* T cells. We next
wondered whether defective BTLA recruitment to TCR clusters could underlie impaired BTLA
functionality in CD4* T cells. Interestingly, we found a positive correlation between BTLA
recruitment to TCR clusters and BTLA capacity to inhibit CD4* T cell activation (p<0.05;

Figure 5E).

BTLA is excluded from pre-clustered TCR in lupus CD4* T cells

It has been described that lupus T cells display increased expression of GM1 (28, 29)
and the high GM1 expression in unstimulated SLE T cells was proposed to affect localization
and movement of signaling molecules at the plasma membrane (29). Moreover, GM1-rich
microdomains containing the TCR/CD3 complex and associated signaling molecules, appeared
to be abnormally pre-clustered in freshly isolated lupus T cells (28). In the present study, we
also observed the existence of pre-clustered TCR in the absence of any extra stimulation in
CD4* T cells from SLE patients (Figure 6A). It should be noted that BTLA was only rarely
associated to this pre-clustered TCR (less than 10% of BTLA staining colocalized with TCR
staining; Fig 6A). Co-inhibitory receptors, such as CTLA-4, are not only able to negatively
regulate TCR signaling, but also to inhibit GM1 expression following activation (30).
Interestingly, CTLA-4 was shown to be excluded from membrane microdomains and thus
unable to inhibit their clustering in lupus T cells (3/). We thus wondered whether, similarly to
CTLA-4, BTLA could regulate GM1-rich microdomains. In CD4* T cells from HCs, we
observed by flow cytometry that the enhancement of GM1 expression following CD3/CD28
stimulation was inhibited by BTLA cross-linking (8+1% of CD4*GM1* cells with CD3/CD28
stimulation vs 3+1% in the presence of anti-BTLA mAb, <0.05; Figure 6B and C). More

importantly, we showed that BTLA engagement failed to efficiently inhibit GM1 expression in
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lupus CD4* T cells (5947 % inhibition in HCs vs 31+8 % in SLE patients, p<0.05; Figure 6B

and D).

Defective BTLA function can be corrected by restoring lipid metabolism in lupus T cells
Targeting membrane lipids by using statins (which reduce cholesterol biosynthesis) was
shown to reverse signaling defects in lupus T cells, including normalization of membrane GM 1
expression (32). N-butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ), a glucosylceramide synthase inhibitor,
was also recently demonstrated to restore intracellular trafficking and to normalize lipid

metabolism in CD4* T cells from SLE patients (33). We wondered whether this

pharmacological drug could have a positive impact on the defective BTLA function in lupus

CD4* T cells. As shown above, BTLA signaling inhibits the expression of CD25 in CD4* T
cells from HCs (63+6% inhibition; Figure 7A) but not as effectively in CD4* T cells from SLE
patients (24+6 % inhibition). NB-DNJ treatment did not increase the BTLA capacity to inhibit
CD25 expression in HCs. However, very interestingly, the incubation of CD4* T cells isolated
from SLE patients with NB-DNJ significantly improved the inhibition of CD25 expression
induced by BTLA engagement (55+4% vs 24+6% in the absence of NB-DNIJ; p<0.01, Figure
7A). Taken as a whole, we observed that BTLA capacity to inhibit the expression of CD25 on
lupus CD4* T cells was restored with the NB-DNIJ treatment (Figure 7B) with a percentage of
inhibition reaching the one obtained with CD4" T cells from HCs. Interestingly, the BTLA
recruitment to TCR clusters is also enhanced in CD4* T cells from SLE patients following NB-
DNIJ treatment (88+3% vs 63+£10% in the absence of NB-DNJ, p<0.05Figure 7C). Moreover,
in presence of this drug, BTLA-mediated inhibition of GM1 expression is also recovered in
lupus CD4* T cells (52+7% vs 31£8% in the absence of NB-DNJ, p<0.05; Figure 7D).
Accordingly, we observed that the enhancement of BTLA expression on activated lupus CD4*

T cells was slightly but significantly increased following NB-DNJ treatment (p<0.05; Figure
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7E). These results show that NB-DNJ treatment restores BTLA functionality in lupus CD4* T

cells.
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DISCUSSION

The balance between co-stimulatory and co-inhibitory receptors determines the fate of

immune responses. These immune checkpoints are thus likely to play important roles in

pathological situations such as autoimmunity, infectious diseases, malignancies as well as in

homeostasis. Data showing functional mutations in co-inhibitory receptors, as well as

polymorphisms of the corresponding genes associated with susceptibility to autoimmunity,

highlight the key role of co-inhibitory molecules in preventing autoimmune diseases. Other

evidences come from the successful use of blocking mAbs targeting inhibitory receptors such

as CTLA-4 (ipilimumab) and PD-1 (nivolumab) to treat malignancies. Indeed, the therapeutic

targeting of immune checkpoints in this context is frequently associated with the development

of autoimmunity-related adverse events(34). As a newly described inhibitory receptor, BTLA

signaling pathway was investigated in pathological situations such as infections and cancers,

but despite of these progresses, we are still far from a thorough understanding of the

contribution of BTLA signaling in autoimmunity. Accumulating in vivo evidence suggested

that the absence of BTLA signaling leads to inflammatory responses and autoimmune diseases.

Several co-inhibitory pathways are suspected to participate in lupus pathogenesis. Indeed,

polymorphisms in the PD-1 gene or in the CTLA-4 promoter have been reported to be

associated with lupus susceptibility and CTLA-4 was shown to be unable to regulate the

proliferation of effector lupus T cells (5, 31). However, whether altered BTLA signaling

pathway plays a role in the lupus disease is still unknown. The aim of our study was thus to

delineate the involvement of the newly described BTLA co-inhibitory receptor in lupus
pathogenesis.

We first demonstrated a decreased BTLA expression in activated effector T cells from
lupus patients. In addition, we identified a functional defect of BTLA in lupus CD4* T cells that

correlates with disease activity. Moreover, it is associated with proteinuria, with the presence
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of anti-dsDNA Abs (having a clearly pathogenic validated role in SLE) and with plasmablast
frequency. B cells are considered as key cellular players in SLE; however, numerous studies
have highlighted the major contribution of CD4" T cells to Ab production and tissue
inflammation in lupus. The impaired BTLA functionality we describe in the present study could
be responsible for uncontrolled proliferation and activation of lupus CD4* T cells, which in turn
will likely drive autoAb production. We propose that this defective BTLA function is due to a
poor recruitment of BTLA to the TCR clusters upon activation. BTLA engagement through
HVEM binding leads to the phosphorylation of tyrosine domains contained in its cytoplasmic
region, to the recruitment of src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (SHP1)
and SHP2 phosphatases near the TCR, and subsequently, to the inhibition of TCR signaling (8).
BTLA and TCR spatial proximity thus represents a critical parameter for BTLA-mediated T
cell inhibition and the lack of BTLA localization close to the TCR could participate to the
“hyperactivated” phenotype of human lupus T cells. Indeed, in most lupus patients we analyzed,
impaired BTLA capacity to inhibit lupus CD4" T cell activation correlates with defective BTLA
recruitment to TCR clusters.

As mentioned above, the enhancement of BTLA expression on CD4* T cells from lupus
patients following activation is lower compared to cells from HCs. The subcellular localization
of BTLA as well as its release to the cell surface is not defined in human T cells. In mice, BTLA
was found to be located mainly in the Golgi apparatus and in secretory lysosomes in resting

CD4* T cells (24), as it is also the case for CTLA-4 in human T cells (35). Following activation,

CTLA-4 is translocated from the frans Golgi network to the cell surface at the immunological

synapse thanks to a dynamic process, which is mediated by chaperone proteins such as T cell

Receptor Interacting Molecule (TRIM). Indeed, the transmembrane adaptator TRIM, which is

expressed in human T cells, was shown to bind CTLA-4 and to enhance surface CTLA-4

expression in human peripheral blood cells (36). It is plausible that as CTLA-4, BTLA is
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translocated from the frans Golgi network to the surface following T cell activation, and any

alteration in this process could explain, at least partly, the failure of BTLA to inhibit T cell

activation lupus CD4* T cells.

What are the consequences of defective BTLA localization to TCR clusters? The most
obvious answer, confirmed by our data, is its inability to efficiently regulate TCR signaling.
However, interestingly, we also demonstrated that BTLA is able to inhibit GM1 expression
following CD4* T cell activation, as it was shown for CTLA-4 (30, 37). This result highlights
a previously unknown described role for BTLA, as a negative regulator of GM1-enriched
microdomain formation and reveals a vicious pathogenic circle: the existence of preclustered
TCRs in lupus CD4" T cells limits the recruitment of BTLA to TCR microdomains. In turn, the
absence of BTLA into TCR clusters prevents their dissociation. The next question we then
should answer is how can we explain BTLA exclusion of preclustered TCRs? GM1-positive

plasma membranes from CD4* T cells of elderly people are characterized by higher levels of

GMI1 and cholesterol (38) and by an altered recruitment of signaling molecules (39). Moreover,
overloading cholesterol in T cells from HCs reduces membrane fluidity (40). The high GM1
(33) and cholesterol levels (41) in lupus CD4* T cells suggest a reduced lateral mobility of
receptors and signaling molecules such as CTLA-4 and BTLA. Accordingly, we demonstrated
that the use of the NB-DNIJ inhibitor, known to normalize lipid metabolism, is sufficient to
restore BTLA function in lupus CD4* T cells. Interestingly, it was also previously shown that
in vitro treatment with atorvastatin, which inhibits cholesterol biosynthesis, restores the lipid

raft-associated signaling abnormalities in lupus T cells (32). Taken as a whole, our results

suggest that dissociation of preclustered TCR using NB-DNJ, allows BTLA recruitment to TCR

clusters. As a consequence, BTLA location near the TCR and in the GM1-rich domain results
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in both the inhibition of TCR clustering and of TCR signaling, and finally leads to reduced T

cell activation.

Unlike CTLA-4 and PD-1, BTLA is not only expressed by T cells, but also by B cells.
In B cells, the role and function of BTLA are still poorly understood, but recent data suggest
that BTLA and HVEM interaction results in the inhibition of B cell function (17). We are
currently investigating BTLA expression and function in lupus B cells, and our preliminary
results reveal an altered expression of BTLA on lupus B cells ex vivo compared to B cells from
HCs (unpublished data). Interestingly, abnormal expression of lipid rafts in lupus B cells was
recently described (42), and one can speculate that, as we described for CD4* T cells, these
lipid raft abnormalities in lupus B cells could contribute to defective BTLA recruitment to BCR
clusters and to impaired BTLA functionality.

Enhancing BTLA function may represent an alternative therapeutic strategy for
overcoming the unwanted activation of T cells in autoimmunity or transplantation. Indeed,
Uchiyama et al. showed that the administration of an agonistic anti-BTLA mAb in a model of
murine cardiac allograft, induces the suppression of alloreactive T cells; this suppression is
associated with a decreased IL-2 and IFN-y production but an increase in IL-10, leading to the
generation of CD4" Tregs and long-term survival (43). In the present study, we evidenced a
defective BTLA functionality in lupus CD4" T cells, thus limiting its direct therapeutic
targeting. However, we demonstrated that restoring membrane trafficking is sufficient to
correct BTLA function, allowing us to envisage the concomitant use of molecules such as NB-
DNJ and agonistic anti-BTLA mAb, for the development of new therapeutic strategies.

In summary, this study deepens our knowledge regarding the expression and function
of BTLA in CD4" T cells, not only in SLE but also in healthy conditions. Indeed, we provide

evidences that BTLA engagement could potently block the induction of GMI1-enriched

microdomains following TCR activation, which was never described in humans before. More
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importantly, we demonstrate that BTLA signaling is deeply altered in lupus effector CD4* T
cells. Additional future work is now required to precisely delineate BTLA involvement in lupus
pathogenesis. With the better understanding of immune abnormalities, targeted therapies will

hopefully emerge and allow the development of ‘personalized medicine’.
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METHODS

Patients and controls

A total of 48 SLE patients (43 females and 5 males aged from 17 to 82) attending at University
Hospital (Strasbourg, France) and Pasteur Hospital (Colmar, France) and 26 age and sex-
matched HCs were enrolled in this study. All patients met the American College of
Rheumatology criteria for classification of SLE (44) and disease activity was assessed by the
SLE disease activity index (SLEDAI). To avoid the effect of immunosuppressive agents on
BTLA expression and function, all patients who received prolonged and heavy suppressive
treatment or biologics were excluded from the study. Included patients were untreated or treated
with methotrexate, hydroxychloroquine and/or low doses steroids (<20mg/day). All samples
were collected from SLE patients undergoing routine evaluation of their disease and from
volunteers during routine clinical (diagnosis/prognostic/therapeutic) procedures. Written
informed consent was obtained from each individual in agreement with the Helsinki declaration
and French legislation (article 1.1221-8-1), under which no approval by an ethical committee
was required in this case. Characteristics of SLE patients are listed in Table S1.

Peripheral blood mononuclear cell isolation and CD4* T cell purification and cell culture
PBMCs were isolated by Ficoll density gradient centrifugation (Histopaque-1077, Sigma-
Aldrich). CD4* T cells were negatively selected using the RosetteSep Human T CD4" cell
Enrichment Cocktail (StemCell Technologies Inc.) according to manufacturer’s instructions.
The purity of the CD4* population was typically > 90%. For Treg depletion, CD4* T cells were
incubated with CD25 microbeads and isolated by negative selection following separation over
a MACS column (Miltenyi). Purified CD4* T cells were cultured in complete medium (RPMI
1640 containing 10% FCS, 10 ug/ml gentamicin and 10 mM HEPES) at 1x10° cells/ml in 96-

well plates at 37°C.
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Flow cytometry analysis

PBMCs or CD4* T cells were stained for 20min at 4°C in staining buffer (2% FCS in PBS) with
the following conjugated mAbs or isotype-matched controls: anti-CD3-Alexa Fluor 700 (clone
UCHT-1, mouse IgG1x, BD Pharmingen); anti-CD4-allophycocyanin (APC) Violet-770 (clone
M-T466, Miltenyi); anti-CD25-APC (clone 4E3, Miltenyi); anti-CD45RA-phycoerythrin (PE)
Violet-615 (clone REA562, Miltenyi); anti-BTLA-PE (clone MIH26, Biolegend). To assess
GM1 expression, a FITC-conjugated Cholera Toxin B Subunit (CTB, Sigma-Aldrich) staining
was performed. For phosphorylated-Erk 1/2 detection, cells were fixed in IntraCellular (IC)
Fixation Buffer (eBioscience) for 30min and permeabilized in cold methanol 90% for 20min
on ice. Permeabilized cells were washed in staining buffer before being stained with Alexa
Fluor 488-conjugated anti-phospho-Erk 1/2 (pT202/pY204) (clone 20A, BD Pharmingen). Cell
acquisition was performed using 10-colours Flow Cytometer Gallios-Navios (Beckman-
Coulter). Data were analyzed using FlowJo 7.6.5 software (TreeStar).

BTLA functional analysis

Ab-coated beads (Dynabeads M-450 Epoxy, Invitrogen; 200ug of total Abs for 4.10% beads)
were used to stimulate purified CD4* T cells. The cells were either stimulated with anti-CD3
(10% OKT3, eBioscience) / anti-CD28 (5% clone CD28.2, BD Pharmingen) coated-beads, with
anti-CD3 (10%) / anti-CD28 (5%) / anti-BTLA (85% MIH26, Biolegend) coated-beads, or with
anti-CD3 (10%) / anti-CD28 (5%) / mouse IgG2a,x (85% clone MG2a-53, Biolegend) coated-
beads (ratio bead/cell = 1:2). Flow cytometric analysis of CD25, BTLA and GM1 expression
was performed after 48 hours of culture. To measure cell proliferation, *H-thymidine (1uCi per
wells; specific activity 6.7 Ci/mmole, Perkin Elmer) was added after 48 hours of culture, cells
were harvested 16-18 hours later on a filter with an automatic cell-harvesting device (Packard),

and thymidine incorporation was assessed by using a Matrix 9600 direct beta counter (Packard).
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To normalize intracellular lipid metabolism, cells were cultured for 48h in complete medium
supplemented with 10uM of N-Butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ, Sigma-Aldrich) and
analyzed for CD25, BTLA and GM1 expression by flow cytometry.

Analysis of Erk phosphorylation

Freshly isolated or NB-DNT-treated CD4* T cells (1x10° cells/ml in PBS) were incubated with
anti-CD3 mAb (OKT3, Sug/ml) in the presence or not of the agonistic anti-BTLA mAb
(MIH26, 10ug/ml) for 20min on ice. Abs were then crosslinked with a secondary polyclonal
Ab (AffiniPure Goat anti-Mouse IgG + IgM (H+L), Jackson ImmunoResearch, 20ug/ml) for
15min on ice. Cells were then incubated in a 37°C-water bath for Smin. The reaction was
stopped by transferring the cells in IC Fixation Buffer (v/v) for 30min at room temperature and
intracellularly stained with relevant mAb as mentioned previously.

Immunofluorescence and quantification of BTLA recruitment to TCR clusters

Freshly isolated CD4" T cells were incubated on ice with anti-CD3 mAb (OKT3, 5ug/ml) for
Smin and activated as mentioned in the previous paragraph. The reaction was stopped by
transferring cells in IC Fixation Buffer (v/v) for 30min at room temperature in poly-L-lysine-
coated (Sigma Aldrich) Chambered Cell Culture Slides (Falcon™). After a blocking step in
Tris Buffer Saline (TBS)-2% Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma Aldrich), cells were
incubated with primary Ab (anti-TCRaf3 Alexa Fluor 488, clone IP26 and anti-BTLA Alexa
Fluor 647, clone MIH26) in TBS-0,5% BSA overnight at 4°C in the dark. For GM1 staining,
cells were intensively washed in cold PBS to remove residual BSA, and then incubated with
FITC-CTB (Sigma) for 30min on ice. After washing in cold PBS, cells were stained with anti-
BTLA Alexa Fluor 647 (clone MIH26) in TBS-0,5% BSA overnight at 4°C in the dark. Cells
were washed in TBS and stained with 500 ng/ml of 4’,6-diamino-2-phenyl-indole (DAPI).
Stained CD4* T cells were mounted in Mounting Fluorescence Medium (Dako), observed on

an LSM 780 Carl Zeiss confocal microscope Axio Observer Z1 with a 63x Plan-Apochromat

(
| 120

'



objective and acquired using an electronic zoom of 7x. For each individual, 30 CD4" T cells
were imaged individually. Analysis of the co-localization was carried out with ImageJ software
(NIH). We set up the imaging parameters in order to avoid saturation of the signals and kept
these settings for all our analyses. To quantify BTLA recruitment to TCR clusters, an approach
was developed in our laboratory using ImageJ software. In TCR (green) and BTLA (red)
corresponding channels, 2 different regions of interest (ROI) were manually determined: a
“membrane” region and a “cluster” region corresponding to each cluster of TCR. The mean FI
in both green and red colors were measured with the ImagelJ software in each of these ROIs. To
observe specific BTLA recruitment to TCR clusters, the FI of BTLA was divided by the TCR
intensity allowing us to calculate an intensity ratio according to this equation : (FI “cluster”
BTLA — FI “membrane” BTLA) / (FI “cluster” TCR — FI “membrane” TCR). According to our
imaging settings, a ratio of 0.5 was determined for which we consider that BTLA is recruited
to TCR clusters if the ratio is over 0.5, and not recruited if the ratio is less than 0.5. The ratio is
calculated for each TCR spot in 30 cells per individual allowing us to determine the percentage
of TCR clusters colocalized with BTLA for each cell. Four different cell profiles of BTLA
recruitment were identified: Total recruitment (100% of TCR clusters colocalized with BTLA),
partial recruitment (50-99%), poor recruitment (<1-49%) and no recruitment (0%).

Statistical analysis

Data were analyzed using Graph Prism version 5 (Graphpad software Inc). Differences between
SLE patients and healthy individuals were determined with a two-tailed unpaired Student’s test
or Mann-Whitney test as appropriate. Differences following NB-DNIJ treatment were analyzed
with a non-parametric Wilcoxon’s paired z-test. The significance of differences between groups
was determined using a One-Way ANOVA test, with Tukey multiple comparisons.

Relationship between two variables was evaluated using the Spearman’s correlation coefficient.
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Data are expressed as mean + SEM and differences at p<0.05 or less were considered to be
statistically significant.

Study approval

The ethical approval is not required for these types of studies under French legislation. An
approval is needed and delivered by the French committee named “CCP” for research defined
as “recherches biomédicales”. This approval is not required if no additional procedures are
performed, as it is the case in our study: all samples were obtained from volunteers attending
the Rheumatology Clinic of Strasbourg University Hospitals and were collected during routine
clinical (diagnostic/prognostic/therapeutic) procedures prescribed. All patients provided

written informed consent prior to their participation in the study.
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Figure legends

Figure 1: Expression of BTLA by T cells in SLE patients compared to HCs. (A) The gating
strategy of different T cell subsets defined by CD3, CD4 and CD45RA by flow cytometry is
shown. (B) Flow cytometry analysis of BTLA expression on human T cell subsets. Data from
arepresentative HC are shown as example. MFI values are indicated. (C) Comparison of BTLA
expression on T cell subsets in HCs (white dots) and SLE patients (black dots). Results are
expressed as AMFI, corresponding to BTLA MFI - isotype MFI. Horizontal lines represent the
mean BTLA expression for HCs (n=14-21) and SLE patients (n=21-30). (** p<0.01; unpaired
t-test).

Figure 2: The upregulation of BTLA expression upon activation is defective in lupus CD4*
T cells compared to HCs. (A) Flow cytometry analysis of BTLA expression on CD4" T cells
with (black lines) or without stimulation (grey peaks) in representative HC and SLE patient.
(B) Comparison of BTLA MFI (left) and BTLA fold enhancement (right; expressed as a ratio
of BTLA MFI following activation/BTLA MFI in the absence of activation) on CD4* T cells
from HCs (n=14; white bars) and SLE patients (n=22 hatched bars). (C) Comparison of CD25
expression following T cell activation (with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs) in CD4" T cells
from HCs (white bars, n=15) and SLE patients (hatched bars, n=24). (D) Correlation between
BTLA fold enhancement and the disease activity defined by SLEDAI (n=22). Results are
expressed as mean + SEM and each dot represents one individual. (**p<0.01, Mann-Whitney;

r=Spearman correlation coefficient).

Figure 3: BTLA functionality is defective in SLE patients compared to HC. (A-B) CD4*T
cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 mAbs + the agonistic anti-BTLA mAb or its
isotype control. (A) CD4* T cells were cultured for 3 days and [*H] thymidine was added during

the last 16-18h of culture. The percentage of inhibition of the proliferation was calculated as
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follows: [1-(cpm in the presence of BTLA/cpm in the presence of isotype control)]x100 for
HCs (white bars, n=15) and SLE patients (hatched bars, n=23). (B) CD25 expression on CD4*
T cells was analyzed after 2 days by flow cytometry and the percentage of inhibition of CD25
expression was calculated for HCs (white bars, n=9) and SLE patients (n=17). (C) CD4* T cells
from HCs (n=8) and SLE patients (n=8) were stimulated for 5 min with an anti-CD3 mAb in
the presence or not of the agonistic anti-BTLA mAb. Erk phosphorylation was determined
intracellularly by flow cytometry and the percentage of inhibition of Erk phosphorylation was
calculated. (D) Correlation between BTLA fold enhancement and the percentage of inhibition
of the proliferation (n=26). Results are expressed as raw data (A-C; left) and as mean of
inhibition + SEM (A-C; right) and each dot represents one individual. (*p<0.05; **p<0.01,
Mann-Whitney; r=Spearman correlation coefficient).

Figure 4: Relationship between impaired capacity of BTLA to inhibit lupus CD4* T cell
proliferation and biological and clinical manifestations of SLE. (A) Correlation between the
percentage of inhibition of the proliferation (defined by comparing the proliferation in the
presence or not of the agonistic anti-BTLA mAb) and the SLEDAI score (n=29). (B-D)
Inhibition of the CD4* T cell proliferation in SLE patients classified according (B) to their
SLEDAI in mild (SLEDAI<6; n=17) and severe SLE patients (SLEDAI>6; n=15) (C) to the
presence or not of circulating anti-dsDNA Abs (SLE anti-DNA"; n=10, SLE anti-DNA™; n=15)
(D) to the presence or not of proteinuria (SLE prot; n=21, SLE prot*; n=6). € Correlation
between the percentage of inhibition of the proliferation and the frequency of circulating
plasmablasts defined as CD19*CD27"CD38" cells (n=24). Results are expressed as mean +
SEM and each dot represents one individual. (*p<0.05; ***p<0.001, One way ANOVA/Tukey

comparison; r=Spearman correlation coefficient).
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Figure 5: BTLA is poorly recruited to TCR clusters upon activation in lupus CD4* T cells
compared to HCs. (A-B) Purified CD4" T cells were stained with anti-TCRaf mAb (in green;
A) or CTB (in green; B) and anti-BTLA mAb (in red), before (upper images) and after 5 minutes
of TCR stimulation using an anti-CD3 mAb. Colocalized staining appears in yellow in the
merge images. White bar=10pum. (C) Comparison of BTLA recruitment to TCR clusters in HCs
(n=9; white bar) and SLE patients (n=13; hatched bar). 30 cells per individual were analyzed.
(D) Comparison of BTLA recruitment to TCR clusters cell by cell. Results are expressed as the
percentage of each profile of BTLA recruitment (as defined in Fig. S6) in HCs (n=9) and SLE
patients (n=13). (E) Correlation between BTLA recruitment to TCR clusters and the percentage
of inhibition of CD25 expression (n=15). Results are expressed as mean + SEM and each dot
represents one individual. (*p<0.05; **p<0.01, Mann-Whitney; r=Spearman correlation
coefficient).

Figure 6: BTLA regulates GM1 expression in activated T cells. (A) Unstimulated lupus
CD4* T cells were stained for TCR (in green) and BTLA (in red) and analyzed by confocal
microscopy. Pre-clustered TCRs are evidenced by white arrows. White bar=10um. (B) Purified
CD4* T cells were cultured for 48h with or without TCR stimulation (anti-CD3/anti-CD28
mAbs) in the presence of the agonistic anti-BTLA mAb or its isotype control (IgG2a). GM1
expression was measured by flow cytometry thanks to CTB staining. Data obtained with CD4*
T cells from one representative HC (upper panel) and one representative SLE patient (lower
panel) are shown. (C) Percentage of GM1™* cells among CD4* T cells from HCs (n=6) is
represented. (D) Comparison of the percentage of inhibition of GM1 expression in HCs (n=6;
white bar) and SLE patients (n=11; hatched bar). Results are expressed as mean + SEM and
each dot represents one individual. (* p<0.05; ANOVA/Tukey comparison (C) and Mann-

Whitney (D)).
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Figure 7: Normalizing lipid metabolism restores BTLA functionality in lupus CD4* T
cells. (A) CD4" T cells were cultured for 2 days in the presence or not of NB-DNJ (10uM)
and the percentage of CD25" among CD4" T cells was assessed by flow cytometry in HCs
(white bars; n=5) and in SLE patients (hatched bars; n=12). (B) Percentages of inhibition of
CD25 expression following TCR stimulation (48h) and upon BTLA engagement were
calculated for lupus CD4* T cells incubated or not with NB-DNJ (10uM). (C) Percentages of
BTLA recruitment to TCR clusters following TCR stimulation (48h) and upon BTLA
engagement were calculated for lupus CD4" T cells (n=7) incubated or not with NB-DNJ
(10uM). (D) Percentages of inhibition of GM1 expression following TCR stimulation (48h)
and upon BTLA engagement were calculated for lupus CD4* T cells (n=11) incubated or not
with NB-DNJ (10uM). (E) Comparison of the fold enhancement of BTLA expression
following 48h of TCR stimulation of CD4* T cells incubated or not with NB-DNJ (10uM) is
represented in HCs (white bars; n=5) and in SLE patients (hatched bars; n=11). The results
are expressed as mean £ SEM and each dot represents one individual. (ns: not significant,
*p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; Mann-Whitney, Wilcoxon paired t-test or One way

ANOVA/Tukey comparison).
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Supplemental Table 1: Clinical and biological characteristics of SLE patients.

SLE patients (n=48)
Sex (F/M) 43/5
Age (years), median (range) 46 (17-82)
SLEDAI, median (range) 4 (0-24)
Clinical manifestations*
Fever 4
Rash 12
Mucosal ulcers 1
Alopecia 1
Arthritis 18
Pleurnisy 3
Pericarditis 2
Nephritis 5
Biological features
Anti-dsDNA ** 25
Anemia 10
Lymphopenia 11
Leucopenia 5
Thrombocytopenia 5
Hematuria 4
Low complements 19
Proteinuria 7
Treatment; median (range)
None 10
CS < 10mg/day; 5 (2-7.5) 11
CS = 10mg/day:; 10 (10-20) 10
HCQ (mg/day); 400 (200-400) 22
MTX (mg/week); 17.5 (10-20) 6

F, female; M, male; SLEDAI, SLE disease activity index; CS, corticosteroids; HCQ,
hydroxychloroquine; MTX, methotrexate.

* at the time of blood drawn ** considered positive when the titer was >50 IU/ml as measured
by ELISA.
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Supplemental Figure 1: Relationship between BTLA expression on various T cell subsets
and SLEDAI score. Correlation between BTLA expression and the disease activity defined by
the SLEDALI (n=17-25). Each dot represents one individual. =Spearman correlation coefficient.

ns=not significant.
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Supplemental Figure 2: Evaluation of BTLA functionality in CD4" T cells from HCs.
Purified CD4" T cells were cultured for 48h in presence or not of TCR stimulation (anti-
CD3/CD28 mAbs) + the agonistic anti-BTLA mAb or its isotype control (IgG2a).
Representative data obtained with CD4™ T cells from one HC are shown. (A) CD4" T cells were
cultured for 3 days and [°H] thymidine was added during the last 16-18h. Results are expressed
as cpm = SEM. (B) CD25 expression was assessed by flow cytometry on stimulated CD4" T
cells following 2 days of culture. (C) Erk phosphorylation was determined by flow cytometry
on purified CD4" T cells stimulated for 5 minutes with anti-CD3 mAb in presence or not of the
agonistic anti-BTLA mAb. (D-E) Correlations between the inhibition of proliferation and CD25
expression (D) and between the inhibition of proliferation in the presence or not of the isotype
control (E) were calculated with Spearman’s correlation and r represents the Spearman’s
correlation coefficient; **p<0.01; ****: p<(.0001.
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Supplemental Figure 3: Frequency of human T cell subsets in HCs and SLE
patients. (A) Comparison of the frequency of total T cells (CD37), CD4™ T cells
(CD37CD47) and CD8" T cells (CD37CD4-) among total PBMCs from HCs (white bars,
n=10-21) and SLE patients (hatched bars, »=21-30). (B-C) Comparison of the frequency
of naive (CD3"CD47CD45RA™) and memory (CD3"CD4"CD45RA") CD4™ T cells (B)
and aTregs (C: CD3"CD4"CD45RA CD25%) among total CD4" T cells from HCs (white
bars) and SLE patients (hatched bars). (D) Correlation between aTreg frequency and the
inhibition of proliferation (%, n=12) Results are expressed as mean + SEM and each dot
represents one individual. =Spearman correlation coefficient. ns=not significant.
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Supplemental Figure 4: Absence of Treg impact on the analysis of BTLA functionality.
(A) Example of CD25 staining following Treg depletion. (B-C) CD4™ T cells and CD25%-
depleted CD4~ T cells were stimulated with anti-CD3+anti-CD28 mAbs =+ the agonistic anti-
BTLA mADb or its isotype control. CD25 and CD69 expression were analyzed after 2 days by
flow cytometry and the inhibition of CD25 expression (B) and of CD69 expression (C) were
compared in total and in CD25"-depleted CD4" T cells from SLE patients (n=4). Results are
expressed as mean = SEM. (ns: not significant, *p<0.05; Mann-Whitney).
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lower than 1.7 (SLE<1.7; n=11). Results are expressed as mean + SEM. (¥**p<0.01, One
way ANOVA/Tukey comparison).
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Supplemental Figure 6: Profiles of BTLA recruitment to TCR clusters. To quantify
BTLA (in red) recruitment to TCR (in green) clusters cell by cell, we measured the
percentage of TCR/BTLA-colocalized clusters over the total number of clusters for each
cell. Four different profiles of recruitment are defined: total recruitment (100% of
colocalized clusters); partial recruitment (50-99%); poor recruitment (1-49%) and no
recruitment (0% of colocalized clusters). White bar=10um.
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1l. Commentaires et résultats complementaires

1. Expression de BTLA par les Tregs

L'objectif de notre étude était de définir I'implication du récepteur co-inhibiteur BTLA dans la
pathogénese du LED chez ’lhomme. Bien que nous n’ayons pas observé de différences d’expression a
la surface des LT CD4" totaux de patients lupiques et d’individus sains ex vivo, I'analyse de certaines
sous-populations de LT a révélé quelques anomalies. En effet, nous avons évalué le niveau d’expression
de BTLA a la surface de deux populations LT CD4* régulateurs : aTregs (« activated regulatory T cells » ;
CD4*CD45RACD25"M) et rTregs (« resting regulatory T cells » ; CD4*CD45RA*CD25%) (Miyara et al.,
2009) (cf. Partie B. Introduction). Le role de BTLA a la surface des LT régulateurs reste peu décrit a
I’heure actuelle. Chez la souris, il a été mis en évidence que les Tregs exercent leur fonction suppressive
via une augmentation de I'expression de HVEM. Ainsi, HVEM sur les Tregs interagit avec BTLA exprimé
alasurface des cellules T effectrices, principalement a la surface des LT activés (Tao et al., 2008) (Figure

37).

” HVEM
T BTLA

Figure 37. Interaction entre HVEM et BTLA dans les fonctions suppressives des Tregs en condition
physiologique.

L’interaction entre HVEM a la surface des Tregs et BTLA sur les cellules T effectrices représente un des
mécanismes de suppression utilisé par les Tregs pour exercer ses fonctions inhibitrices.

Cette interaction est favorisée par la faible expression de BTLA a la surface des Tregs, ce qui réduit la
compétition entre HVEM exprimé a la surface des Tregs et a la surface des LT effecteurs. Nos analyses
ont dans un premier temps démontré que I'expression est diminuée a la surface des Tregs d’individus
sains, principalement sur les aTregs (MFIl = 2500 pour aTregs ; MFl = 6000 pour les rTregs) par rapport
aux autres sous-populations de LT CD4* (MFI = 10500 pour les CD4* naifs) (Figure 38). Ces résultats
démontrent que, comme chez la souris, I'expression de BTLA est faible a la surface des Tregs humaines.
Par la suite, nous avons constaté qu’a la surface des Tregs de patients lupiques, le niveau d’expression
de BTLA est significativement augmenté par rapport aux individus sains (Figure 39A ; aTregs : MFI =

4350 vs. 2500 ; rTregs : MFl = 7250 vs. 6000).
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Figure 38. BTLA est faiblement exprimé a la surface des LT CD4* régulateurs d’individus sains.

Le niveau d’expression de BTLA & la surface des cellules aTregs (CD3*CD4*CD45RACD25") et rTregs
(CD3*CD4*CD45RA*CD25*) a été comparé au niveau d’expression sur les autres sous-populations de LT
(n=10-21) (*** = p<0,001, **** = p<0,0001, Mann-Whitney).

Cette augmentation est particulierement importante a la surface des aTregs de patients lupiques
présentant une pathologie active, alors qu’aucune différence n’a été observée concernant I'expression
de BTLA a la surface des rTregs selon I'activité de la maladie (Figure 39B). De maniéere intéressante, il
a été décrit, et nous avons confirmé ce résultat, que la fréquence des aTregs est significativement
réduite chez les patients lupiques actifs (Miyara et al., 2009) (Figure 39C). Cette population exprime

fortement le facteur de transcription FoxP3 et de ce fait posseéde de plus fortes capacités suppressives

que les rTregs.
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Figure 39. Le niveau d’expression de BTLA est augmenté a la surface des Tregs de patients lupiques par
rapport aux individus sains.

A. Le niveau d’expression de BTLA a la surface des aTregs et des rTregs d’individus sains (n=10, ronds blancs)
et de patients lupiques (n=26, ronds noirs) a été analysé par cytométrie en flux. B. Le niveau d’expression
de BTLA a la surface des aTregs et des rTregs d’individus sains (n=10, ronds blancs), de patients lupiques
inactifs (n=15, ronds gris) et de patients lupiques actifs (n=15, ronds noirs) a été analysé par cytométrie en
flux. C. Fréquence des aTregs et des rTregs parmi les LT CD4* totaux d’individus sains (blanc), de patients
lupiques inactifs (gris) et actifs (noir). Les résultats sont exprimés en fréquence moyenne +/- SEM.

(* = p<0,05, ** = p<0,01, Mann-Whitney ou One-Way ANOVA, Tukey comparison).
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D’apreés la littérature, il semblerait que bien que leurs capacités suppressives soient conservées, la
diminution de la fréquence des aTregs contribue a la rupture de tolérance périphérique et a
I’hyperactivation lymphocytaire chez les patients lupiques. L'ensemble de ces résultats suggerent
gu’une surexpression de BTLA pourrait avoir un impact sur la prolifération et donc sur la fréquence des
aTregs chez les patients lupiques. C’est pourquoi, cette étude phénotypique devra étre complétée par
des analyses fonctionnelles, afin de définir quel est I'impact de I'augmentation de I'expression de BTLA
a la surface des aTregs de patients lupiques sur leur nombre et leur fonction. Par ailleurs, il sera
intéressant de définir les raisons de 'augmentation de BTLA spécifiquement dans les Tregs et non dans

les autres populations de LT CD4* de patients lupiques.
2. Expression d’"HVEM

En parallele de I'analyse de I'expression de BTLA, nous avons évalué le niveau d’expression de son
ligand, HVEM. Chez l'individu sain, contrairement a ce que nous avons observé pour BTLA, le niveau
d’expression de HVEM est similaire a la surface des différentes sous-populations de LT (Figure 40A).
De plus, aucune différence d’expression d’'HVEM n’a été constatée entre individus sains et patients

lupiques, y compris a la surface des Tregs (Figure 408B).
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Figure 40. Le niveau d’expression d’HVEM est comparable a la surface des sous-populations d’individus
sains et de patients lupiques.

A. Le niveau d’expression d’HVEM a été comparé a la surface des sous-populations de LT d’individus sains
(n=5-9). B. Le niveau d’expression d’"HVEM a la surface des différentes sous-populations de LT d’individus
sains (n=5-9, barres blanches) et de patients lupiques (n=11-19, barres hachurées) a été analysé par
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en MFI moyenne +/- SEM.

Au regard de ces résultats, nous pouvons imaginer que l'interaction entre HVEM a la surface des LT
effecteurs et BTLA a la surface des Tregs est augmentée chez les patients lupiques par rapport aux
individus sains. Cette interaction HVEM-BTLA pourrait favoriser I'inhibition des Tregs et la survie des
LT activés, interaction limitée par la faible expression de BTLA a la surface des Tregs chez les individus

sains (Figure 41).
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Figure 41. Interaction entre HVEM et BTLA dans les fonctions suppressives des Tregs chez les patients
lupiques.

L'augmentation de I'expression de BTLA a la surface des Tregs pourrait expliquer la diminution de la
fréquence des Tregs observée chez les patients lupiques.

Il a été décrit que la forte expression d’'HVEM a la surface des monocytes régule |'activation
lymphocytaire via son interaction avec LIGHT a la surface des LT (Heo et al., 2006). Comme ce qui a
été précédemment décrit par d’autres, nous avons observé que le niveau d’expression d’"HVEM a la
surface des monocytes (CD3°'CD14") est élevé par rapport aux autres populations lymphocytaires (MFI
= 24300 pour les monocytes vs. 17500 pour les LB et 8200 pour les LT). La comparaison entre patients
lupiques et individus sains a mis en évidence que I'expression d’HVEM est réduite a la surface des
monocytes de patients lupiques (Figure 42A), alors qu’aucune différence n’a été observée concernant

I’expression de BTLA (Figure 42B).
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Figure 42. Le niveau d’expression d’HVEM est diminué a la surface des monocytes de patients lupiques
par rapport aux individus sains.

Les niveaux d’expression d’HVEM (A.) et de BTLA (B.) ont été comparés a la surface des monocytes (CD3"
CD14*) d’individus sains (n=12-13, ronds blancs) et de patients lupiques (n=13-16, ronds noirs) par
cytométrie en flux. (* p<0,05, Mann-Whitney).
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Cette diminution de I'expression d’"HVEM, associée au défaut d’augmentation de I’'expression de BTLA
sur les LT activés, pourraient étre des phénomenes liés. En effet, Owada et al. ont mis en évidence
chez la souris que I'augmentation de I'expression de BTLA aprés activation, ainsi que sa présence dans
les radeaux lipidiques est accrue en présence d’'HVEM (Owada et al., 2010). Une faible expression du
ligand de BTLA a la surface des monocytes pourrait participer au défaut d’expression de ce récepteur
apres activation observé sur les LT CD4" de patients lupiques. Bien que I'impact de I'interaction entre
HVEM sur les monocytes et BTLA sur les LT n’ait pas été décrit chez I’'Homme, il serait intéressant de

réaliser des co-cultures entre ces cellules, en bloquant I’expression d’"HVEM sur les monocytes.

Au cours de notre étude nous avons mis en évidence que de maniére analogue a ce qui a été observé
dansles LT y6 et les LB, BTLA est recruté a proximité du TCR a la suite d’une activation des LT CD4* avec
un Ac agoniste anti-CD3. De maniére intéressante, nous avons décrit une diminution du recrutement
de BTLA au TCR au sein des LT CD4* de patients lupiques, diminution associée a un défaut fonctionnel
de BTLA. En normalisant le métabolisme lipidique de ces cellules, nous avons réussi a restaurer la
fonctionnalité de BTLA. Au regard de ces résultats, nous nous sommes interrogés sur le bon adressage
de BTLA depuis les compartiments intracellulaires vers la membrane. De maniére intéressante,
contrairement a ce qui a été observé en majorité chez les individus sains (Figure 43A), aprés activation,

BTLA n’est pas exclusivement membranaire chez plusieurs patients lupiques (Figure 43B).

A TCR MERGE B

Figure 43. Dans les LT CD4* de plusieurs patients lupiques, BTLA semble retenu dans des compartiments

intracellulaires apreés activation.
A. Images représentatives d’un bon recrutement de BTLA (rouge) au niveau des clusters de TCR (vert) aprés

une activation des LT CD4* pendant 5min a I'aide d’Ac agoniste anti-CD3, obtenues par microscopie
confocale. Les cellules ont été stimulées, fixées puis perméabilisées afin de visualiser I'expression
membranaire et intracellulaire du TCR et de BTLA. B. Images représentatives du maintien de BTLA dans les
compartiments intracellulaires aprés activation, observées chez 5 patients lupiques sur 16 analysés par
microscopie confocale.




Cette localisation intracellulaire de BTLA apres activation a été retrouvée chez 31% des patients
lupiques analysés (5/16). Ces observations suggérent que BTLA est retenu dans les compartiments
intracellulaires, et cette rétention pourrait étre liée a un métabolisme lipidique excessivement actif. Il
sera intéressant par la suite d’établir le mécanisme précis d’adressage de BTLA depuis les
compartiments intracellulaires jusqu’au TCR, ainsi que sa possible interaction avec des molécules

chaperonnes.

3. Expression de BTLA sur les LB de patients lupiques

Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence un défaut fonctionnel de BTLA au sein des LT
CD4* de patients lupiques. Cependant, I'expression de BTLA n’est pas restreinte aux LT. En effet, BTLA
est exprimé a la surface des LB, et régule directement leur activation et leur maturation (Thibult et al.,
2013b). L'engagement de BTLA a la surface des LB conduit a la déphosphorylation des kinases Syk et
BInk, inhibant finalement I’activation, la prolifération et la production de cytokines par les LB chez
I'Homme (Thibult et al., 2013b; Vendel et al., 2009). Au cours de notre étude, nous avons évalué

I’expression de BTLA sur les différentes sous-populations de LB humains.

Il a été décrit que le niveau d’expression de BTLA a la surface des LB périphériques est élevé par rapport
aux autres populations présentes dans la circulation. En effet, nous avons confirmé que le niveau

d’expression de BTLA a la surface des LB totaux est élevé par rapport aux LT et aux monocytes (Figure

44A-B).
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Figure 44. Expression de BTLA parmi les PBMCs d’individus sains.

A. Expression de BTLA a la surface des LT (CD3*, vert), des LB (CD19*, bleu) et des monocytes (CD3'CD19"
CD14*, brun), analysé par cytométrie en flux. B. Comparaison de I'expression de BTLA a la surface des LT,
de LB et de monocytes d’individus sains (n=13-21). Les résultats sont exprimés en MFI moyenne +/- SEM.

A I'aide de trois marqueurs membranaires, IgD, CD27 et CD38, nous avons identifié cing populations
de LB périphériques différentes par cytométrie en flux: les cellules B matures naives (Naive;
CD19*IgD*CD27'), les LB mémoires non-switchés (NSM ; CD19*1gD*CD27%), les LB mémoires switchés
(SM; CD19*IgDh"CD27*), les LB mémoires doubles négatifs (DN ; CD19*IgD'CD27) et les plasmablastes
(PL; CD19*CD38MCD27") (Figure 45A).
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Figure 45. Expression de BTLA a la surface des différentes sous-populations de LB d’individus sains.

A. Exemple d’expression de BTLA a la surface des différentes sous-populations de LB périphériques : LB
matures naives (Naive; CD19*IgD*CD27°), LB mémoires non-switchés (NSM; CD19*IgD*CD27*), LB
mémoires switchés (SM; CD19*IgD"CD27*), LB mémoires doubles négatifs (DN ; CD19*IgDCD27) et
plasmablastes (PL ; CD19*CD38 MCD27"), analysée par cytométrie en flux. B. Comparaison de I'expression
de BTLA a la surface des sous-populations d’individus sains (n=21). Les résultats sont exprimés en MFI
moyenne +/- SEM.

Nous avons évalué le niveau d’expression de BTLA sur ces différentes sous-populations par cytométrie
en flux. Par analogie avec ce qui a été précédemment décrit pour les populations de LT, nous avons
constaté que le niveau d’expression de BTLA est plus élevé a la surface des cellules naives (MFI = 49000)
et son expression diminue progressivement a la surface des cellules mémoires non-switchées (MFI =
41750) et mémoires switchées (MFI = 26200). L’expression de BTLA a la surface des LB mémoires DN
est comparable a celle des LB SM (MFI = 27500). A la surface des plasmablastes, LB ayant pourtant subi
de nombreuses étapes de différenciation, le niveau d’expression de BTLA se retrouve relativement

élevé (MFI = 40000) (Figure 45B).

La comparaison de I'expression de BTLA sur les LB de patients lupiques et d’individus sains révele que
le niveau d’expression de BTLA est réduit a la surface des LB totaux de patients lupiques par rapport
aux individus sains (MFI = 42500 pour les HC vs. 33200 pour les SLE) (Figure 46A). La diminution de
I’expression de BTLA est retrouvée aussi bien sur les LB de patients lupiques présentant une pathologie
inactive ou active (inactifs = 34200 ; actifs = 32000) (Figure 46B). De plus, I'analyse phénotypique de
BTLA sur les différentes sous-populations a démontré que la diminution de I'expression de BTLA
concerne spécifiquement la population de LB mémoires DN (MFI ctrl = 27500 vs. MFI LED = 16500)
(Figure 46C). La diminution de I'expression de BTLA sur les LB mémoires DN de patients lupiques est
encore plus marquée lorsque la pathologie est considérée comme active (MFI = 12450 pour les patients

actifs vs. 19500 pour les patients inactifs) (Figure 46D).
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Figure 46. Le niveau d’expression de BTLA est diminué a la surface des LB mémoires DN de patients
lupiques.

A-C. Le niveau d’expression de BTLA a la surface des LB totaux (A.) et des différentes sous-populations de
LB (C.) d’individus sains (n=21, barres blanches) et de patients lupiques (n=32, barres hachurées) a été
comparé par cytométrie en flux. B-D. Le niveau d’expression de BTLA a la surface des LB totaux et des
différentes sous-populations de LB d’individus sains (n=21, barres blanches), de patients lupiques inactifs
(n=17, barres teintées) et actifs (n=15, barres pleines) a été analysée par cytométrie en flux. (* = p<0,05,
** = p<0,01, *** = p<0,001, Mann-Whitney ou One-Way ANOVA, Tukey comparison)

Les LB de patients atteints de LED présentent une profonde modification de la distribution de leurs
sous-populations. En effet, il a été décrit une augmentation de la fréquence des LB transitionnels
(CD19*CD24"CD38"), mémoires switchés (CD19*CD27*IgD’), mémoires double négatifs (CD19°CD27
IlgD’), des plasmablastes (CD19*CD27"IgD") et des plasmocytes (CD199MCD27MCD138*CD20)
(Odendahl et al., 2000; Wei et al., 2007). De maniére intéressante, la fréquence des LB mémoires DN
se retrouve fortement augmentée chez les patients lupiques présentant une pathologie active par
rapport aux individus sains et aux patients lupiques inactifs (Wei et al., 2007). Dans cette étude, nous
avons confirmé une augmentation des fréquences des LB mémoires DN (3,6% vs. 10,9%) et SM (18%
vs. 22,9%) alors que la fréquence des LB NSM est diminuée (23,8% vs. 15,7%) (Figure 47A-B). De plus,
ces modifications sont particulierement plus accentuées chez les patients lupiques a forte activité

(Figure 46C).

La population de LB mémoires DN en périphérie est une population faiblement représentée chez les
individus sains. Ces cellules sont des cellules mémoires ayant subi le mécanisme de commutation
isotypique mais n’exprimant plus le récepteur de la famille TNF, CD27 (Figure 45A). CD27 est exprimé
lorsque les cellules B subissent le phénomene d’hypermutation somatique, mécanisme participant a
la mise en place d’un répertoire Ac de haute affinité, décrivant ce récepteur comme un marqueur des

LB mémoires. CD27 interagit avec CD70, exprimé a la surface des LT activés, et contribue a I’expansion

(
| 149

'



clonale des LB, ainsi qu’a leur différenciation (Kobata et al., 1995). Par ailleurs, les LB mémoires DN
expriment des IgG et des IgA a leur surface, mais présentent cependant de faibles fréquences de
mutations, comparables aux fréquences observées pour les LB NSM (Fecteau et al., 2006; Wei et al.,
2007). Comme les LB mémoires CD27*, les LB mémoires CD27 proliférent a la suite d’'une stimulation
du TLR9 par CpG, mais elles se démarquent par I'absence d’expression de FcRH4, molécule
immunorégulatrice homologue aux Fc récepteurs (Wei et al., 2007). Une étude de séquencage et de
clonalité, réalisée en 2011 a déterminé que les LB mémoires DN peuvent devenir des LB SM et
réciproquement, les LB mémoires CD27* ont la capacité de perdre I'expression de CD27 (Wu et al.,
2011). Toutefois, malgré de nombreuses similarités entre les LB mémoires CD27* et CD27,, elles sont
différenciées par leur répertoire CDR-H3 (« Complementarity-Determining Region-Heavy 3 »), a savoir
une partie de la région variable de la chaine lourde des Ig. Pour finir, il est important de noter que

I’étiologie précise des LB mémoires DN reste a définir.
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Figure 47. La distribution des sous-populations de LB périphériques est modifiée chez les patients
lupiques par rapport aux individus.

A. Exemple de la distribution des sous-populations de LB d’individus sains et de patients lupiques analysé
par cytométrie en flux. NSM = LB mémoires non-switchés, SM = LB mémoires switchés, DN = LB mémoires
double négatifs. B. Comparaison de la fréquence des différentes sous-populations de LB d’individus sains
(n=21, ronds vides) et de patients lupiques (n=32, ronds pleins) parmi les LB totaux. (* = p<0,05, *** =
p<0,001, Mann-Whitney) C. Comparaison de la fréquence des différentes sous-populations de LB
d’individus sains (n=21, ronds vides), de patients lupiques inactifs (n=17, ronds teintés) et de patients
lupiques actifs (n=15, ronds pleins) parmi les LB totaux. (* = p<0,05, *** = p<0,001, One-Way ANOVA, Tukey
comparison).
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BTLA est un récepteur co-inhibiteur impliqué dans la régulation de I'activation et de la prolifération
des LB. Il est intéressant de noter que I'expression de BTLA se retrouve fortement diminuée a la surface
de cellules dont la fréquence est fortement augmentée chez les patients lupiques, a savoir les LB
mémoires DN. Nous proposons que I'absence d’inhibition de la prolifération par BTLA représente une
des hypothéses expliquant I'augmentation de la fréquence des LB mémoires DN chez les patients
lupiques. Cette hypotheése est indirectement confirmée par I'analyse de corrélation qui démontre que
le niveau d’expression de BTLA est le plus faible chez les patients ou la fréquence des LB mémoires DN
est la plus élevée (p=0,0003 ; r =-0,57) (Figure 48A). Comment expliquer la diminution de I'expression
de BTLA a la surface de cette population ? Nous avons mis en évidence, spécifiquement a la surface de
cette population, I'existence d’une population n’exprimant pas BTLA (Figure 48B). Cette population
BTLA™& parmi les LB mémoires DN, dont la fréquence est faible chez les individus sains (6,5% en

moyenne), est particulierement retrouvée chez les patients lupiques (27,4%) (Figure 48C).
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Figure 48. Description de la population BTLA™ parmi les LB mémoires DN de patients lupiques.

A. Corrélation du niveau d’expression de BTLA en fonction de la fréquence des LB mémoires DN de patients
lupiques. B. Exemple d’identification de la population BTLA"8 parmi les LB mémoires DN de patients
lupiques par cytométrie en flux (pic gris = controle isotypique). C. Fréquence de la population BTLA"E parmi
les LB mémoires DN d’individus sains (ronds blancs, n=21) et de patients lupiques (ronds noirs, n=32). D.
Fréquence de la population BTLA"8 parmi les LB mémoires DN d’individus sains (ronds blancs, n=21), de
patients lupiques inactifs (ronds gris, n=17) et de patients lupiques actifs (ronds noirs, n=15). E. Corrélation
de la fréquence de la population BTLAe en fonction de la fréquence des LB mémoires DN de patients
lupiques. (r = coefficient de corrélation de Spearman, Mann-Whitney ou One-Way ANOVA, Tukey
comparison *** = p<0,001, **** = p<0,0001).
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De plus, la fréquence des LB mémoires DN BTLA"® est particulierement élevée chez les patients
présentant un lupus actif (35% pour les patients actifs vs. 19,7% pour les patients lupiques inactifs)
(Figure 48D). Il est intéressant de noter que la fréquence de la population BTLA"® est corrélée a la
fréquence des LB mémoires DN (p=0,0004 ; r = 0,58) (Figure 48E). Ce résultat suggere que la perte de

I’expression de BTLA a la surface de ces cellules pourrait favoriser leur prolifération.

Par la suite, nous avons évalué I'effet de cette absence d’expression sur les anomalies spécifiques des
LB chez les patients lupiques. Nos résultats démontrent que le défaut d’expression de BTLA parmi les
LB mémoires DN est particulierement retrouvé chez les patients présentant des auto-Ac anti-ADN
double brin circulants (25,2% pour les @-ADN" vs. 37,3% pour les @-ADN*) (Figure 49A) et des

protéines dans les urines (25,1% pour les protéinurie” vs. 37% pour les protéinurie*) (Figure 49B).
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Figure 49. La population BTLA"¢ parmi les LB mémoires DN est principalement retrouvée chez les patients
lupiques présentant des anomalies liées aux LB.

A. Comparaison de la fréquence de la population BTLA€ parmi les LB mémoires DN d’individus sains (n=21),
de patients possédant ou non des Ac anti-ADN double brin circulants (@-ADN*, n=14 ; @ADN", n=15). B.
Comparaison de la fréquence de la population BTLA™E parmi les LB mémoires DN d’individus sains (n=21),
de patients présentant ou non des protéines dans les urines (protéinurie*, n=6 ; protéinurie’, n=23) (* =
p<0,05, ** = p<0,01, One-Way ANOVA, Tukey comparison).

En résumé, nous avons mis en évidence la présence d’une population de LB n’exprimant pas BTLA chez
les patients lupiques. Ces cellules BTLA & sont retrouvées parmi les LB mémoires DN, population dont
la fréquence est augmentée chez les patients lupiques présentant une pathologie active. Ce défaut
d’expression est présent principalement chez les patients présentant des anomalies liées aux LB telles
que la présence d’auto-Ac circulants et le développement de protéinuries. Cette découverte souléeve

plusieurs interrogations.

La premiere question a laquelle nous souhaitons répondre concerne la régulation de BTLA. En effet,
plusieurs hypothéses peuvent expliquer I'absence d’expression de BTLA a la surface des LB mémoires

DN. Un défaut génétique pourrait étre a I'origine d’'une mauvaise synthése protéique de BTLA, se
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traduisant par une diminution de |’expression de BTLA. Cependant, I'absence de BTLA semble
spécifique a la population de LB mémoires DN, rendant cette hypothése peu probable. Un défaut de
régulation post-transcriptionnelle pourrait alors initier la perte d’expression de BTLA (cf. Discussion).
Par ailleurs, au regard des résultats que nous avons obtenu dans les LT, nous avons émis |’"hypothése
que I'absence d’expression de BTLA pourrait étre lié a un défaut d’expression membranaire. Dans ce
contexte, ce récepteur serait retenu dans des vésicules intracellulaires, et son transport jusqu’a la
membrane serait altéré. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons réalisé des marquages
intracellulaires de BTLA parmi les sous-populations de LB, que nous avons analysés par cytométrie en
flux. Ceci nous permet de comparer le niveau d’expression membranaire de BTLA (mBTLA) et le niveau
d’expression total de BTLA (tBTLA, membranaire + intracellulaire). Les résultats préliminaires que nous
avons obtenus décrivent que la population BTLA"™® parmi les LB mémoires DN est observée
uniquement lors du marquage de surface, suggérant que BTLA est retrouvé dans des vésicules
intracellulaires, et ne serait alors pas correctement adressé a la membrane (Figure 50A). Sur les 5
patients lupiques analysés jusqu’a présent, 3 patients présentent une population BTLA"® parmi les LB
mémoires DN (de 16% a 45%, moyenne = 18%). Aprés marquage intracellulaire, nous avons constaté

que la population n’exprimant pas BTLA n’est plus observée (Figure 50B).
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Figure 50. BTLA semble étre retenu dans les compartiments intracellulaires des LB mémoires DN de
patients lupiques.

A. Exemple de marquage membranaire (mBTLA) ou intracellulaire (tBTLA) de BTLA parmi les LB mémoires
DN de patients lupiques, analysés par cytométrie en flux (gris = contrdle isotypique). B. Fréquence de la
population BTLAE suite a un marquage membranaire ou intracellulaire parmi les LB mémoires DN.

(
| 153

'



Ces résultats préliminaires nous indiquent que BTLA pourrait étre retenu dans des compartiments
intracellulaires. La prochaine étape consistera a visualiser dans quel compartiment est retenu BTLA.
De maniere analogue aux LT, nous souhaitons analyser par microscopie confocale la localisation de
BTLA au sein de différentes structures intracellulaires (appareil de Golgi, endosomes, lysosomes). Une
meilleure compréhension du transport intracellulaire de BTLA nous permettra, a I’avenir, de confirmer
que BTLA est retenu dans des compartiments intracellulaires parmi les LB mémoires DN purifiées de

patients lupiques.

Pour résumer, notre étude a mis en évidence pour la premiere fois I'implication de BTLA dans le lupus
chez 'homme. Cette étude confirme les données de la littérature signifiant I'implication d’une
dérégulation des récepteurs co-inhibiteurs dans le développement de pathologies auto-immunes. De
maniére intéressante, chez des patients atteints de cancers ou les voies de signalisation des récepteurs
inhibiteurs sont bloquées, le développement de symptémes auto-immuns tels que des colites ou des
thyroidites correspond a des effets secondaires fréquemment observés (Corsello et al., 2013; Ryder

et al., 2014).

Dans ce contexte, nos résultats démontrent que le récepteur co-inhibiteur BTLA joue un réle important
dans le contréle de I'activation des LT CD4* et que ses capacités inhibitrices sont réduites chez les
patients lupiques. Ce défaut fonctionnel correle avec une augmentation des anomalies liées aux LB,
telles que la protéinurie ou la production d’auto-Ac. De plus, nous avons observé des différences
d’expression de BTLA a la surface des LB et des Tregs de patients lupiques. En effet, I'expression de
BTLA est augmentée a la surface des LT CD4* régulateurs de patients lupiques par rapport aux individus
sains. Il sera intéressant de vérifier si I'augmentation de I'expression de BTLA a la surface contribue a
la diminution des capacités régulatrices de ces cellules décrites chez les patients lupiques. Nous avons
également décrit une absence d’expression de BTLA a la surface des LB mémoires DN de patients
lupiques. Cette population, dont la fréquence est particulierement élevée chez les patients lupiques a
pathologie active, possede la capacité de produire des auto-Ac. Il sera nécessaire de comprendre les
raisons de cette absence d’expression et, finalement de définir si ce phénomeéne a un impact sur
|"activation des LB de patients lupiques ainsi que sur I'augmentation de la fréquence des LB mémoires
DN (Figure 51). L'ensemble de ces résultats démontrent pour la premiere fois qu’un défaut
d’expression ou de fonction de BTLA contribue a la pathogénése du LED et conforte ce récepteur

comme un acteur majeur du maintien de la tolérance périphérique chez 'Homme.
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Figure 51. Modéle proposant I'implication de BTLA dans le controle de la réponse humorale chez les
individus sains (en haut) et les patients lupiques (en bas).

BTLA est un récepteur co-inhibiteur régulant la prolifération et I'activation des lymphocytes T et B. Son
engagement via son ligand, HVEM, apporte des signaux inhibiteurs contrélant la maturation des LB et par
conséquence, la production d’Ac. Chez les patients lupiques, la fonctionnalité de BTLA est altérée dans les
LT CD4*, alors que son niveau d’expression est augmenté a la surface des Tregs. Ces phénomeénes pourraient
contribuer a I’hyperactivation des LT observée chez les patients atteints d’un LED. De plus, I'expression de
BTLA est diminuée, voire perdue a la surface des LB mémoires DN. Cette diminution de I'expression de BTLA
pourrait favoriser I'activation et la prolifération des LB auto-réactifs, et de ce fait, la production d’auto-Ac.
Par ailleurs, il faudra déterminer I'importance de I'interaction entre HVEM a la surface des monocytes et
BTLA a la surface des LT CD4* pour définir les conséquences de la diminution de I'expression d’'HVEM a la
surface des monocytes de patients lupiques.
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DISCUSSION







Les objectifs de ma these étaient d’étudier différents acteurs de la régulation de la réponse B dans le
contexte d’'une maladie auto-immune chez 'Homme, le LED. Cette pathologie est caractérisée par une
production anormale d’auto-Ac, molécules produites suite a la différenciation des LB auto-réactifs en
plasmocytes. Notre équipe s’intéresse aux mécanismes impliqués dans le développement et Ia
régulation de maladies auto-immunes, principalement du LED. Au cours de mon travail, nous avons
abordé deux différents aspects de cette régulation afin de comprendre les origines d’une réponse B
anormale, responsable de la production d’auto-Ac. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a
la communication entre les LT et les LB. En effet, la différenciation des LB est un phénomeéne régulé
par un ensemble d’acteurs, cellulaires et moléculaires, parmi lesquels sont retrouvées les cellules T.
Parmi les populations de LT, les cellules Tey régulent positivement la maturation des LB grace a leur
production d’IL-21 et par les nombreuses molécules de co-stimulation qu’elles expriment. Durant ma
these, j’ai également eu I'opportunité d’étudier un autre mécanisme régulant, négativement cette fois-
ci, le dialogue entre les LT et LB: le récepteur co-inhibiteur BTLA. L'engagement de la voie de
signalisation de ce récepteur permet de contréler la prolifération et I'activation lymphocytaire. Les
données concernant son implication dans I'auto-immunité chez 'Homme sont limitées, son role dans
le LED demeurant inconnu. Les résultats obtenus au cours de ma these ont permis d’améliorer les
connaissances sur les populations de cellules Tew chez 'Homme et de mettre en évidence un défaut

fonctionnel de BTLA dans les LT CD4* de patients lupiques.

Avant mon arrivée au laboratoire, notre équipe a mis en évidence I’existence d’une dérégulation de la
distribution des sous-populations de cellules cTey chez I’'Homme. En effet, chez les patients lupiques
présentant une forte activité de la maladie, une diminution de la fréquence des cellules Tenl
(CXCR3*CCR6") et une augmentation de la fréquence des Tey2 (CXCR3'CCR6’) a été décrite (Le Coz et
al., 2013) (Figure 52). L'un des objectifs de ma thése était d’une part, d’étudier les différences
fonctionnelles et phénotypiques des trois sous-populations de cTey chez 'Homme, et d’autre part, de
déterminer les causes de la contraction des cellules Ten1 au profit des Ten2 et Teyl7 observée chez les
patients atteints d’'un LED. Notre hypothése de départ, était que la sous population de cellules Tyl
contient les cellules régulatrices et que leur diminution corrélerait avec une baisse des cellules Tes.
Cette hypothese a été infirmée par I'étude du niveau d’expression de FoxP3 sur ces différentes sous-
populations, ainsi que par I'analyse de leurs capacités inhibitrices. En effet, il semble que les cellules
Tenw FOxP3* chez I’'Homme sont retrouvées principalement parmi les cellules Ten2. Les expériences de
co-cultures réalisées en présence de cellules Tey2 suggerent que cette population présente des
capacités suppressives, bien que I'inhibition observée ne soit pas optimale, en comparaison aux Tregs
conventionnelles. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que seules 5 a 10% de ces cellules Tgy2

expriment FoxP3. Il est intéressant de noter qu’une étude réalisée a I'aide de la technique de
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cytométrie de masse, a récemment mis en évidence que les cellules Tregs et Ty2 partagent un nombre
important de marqueurs phénotypiques alors que ce n’est pas le cas entre les Tregs et les Tyl ou Ty17
(Kunicki et al., 2018). Nos résultats semblent cohérents avec les conclusions de cette étude, car nous
décrivons qu’au sein de la population de cellules Tr42 (présentant de nombreuses similarités avec les
Tu2), sont retrouvées les cellules Ter. Afin de caractériser au mieux le phénotype des cTqy humaines, il
serait intéressant a I'avenir, de réaliser une analyse transcriptomique compléte et comparative de ces
trois sous-populations. Cette analyse permettrait de mettre en évidence les divergences et les
similitudes entre ces sous-populations, ce qui pourrait améliorer la caractérisation et la

compréhension du role de ces différents acteurs cellulaires.

Au regard du role important des Tregs et des Ter dans la régulation du LED (cf. Introduction partie B.),
notre hypotheése initiale, proposant que les T sont retrouvées parmi la sous-population de cellules
Tenwd, semblait logique dans le contexte du LED. En effet, dans cette pathologie ol une régulation
altérée de la réponse immunitaire est observée, nous pouvions nous attendre a une diminution de la
fréquence de cellules régulatrices telles que les Te. Récemment, il a été mis en évidence,
contrairement a ce que l'on aurait pu supposer, une augmentation des cellules CXCR5*FoxP3*
circulantes chez les patients lupiques par rapport aux individus contréles (Liu et al., 2018). Cette étude
semble finalement, appuyer nos observations définissant la population de cellules Ter parmiles cellules
Tru2, sous-population dont la fréquence est augmentée chez les patients lupiques (Le Coz et al., 2013).
Par ailleurs, il est également possible que la diminution de la fréquence des cellules Tenl chez les
patients atteints d’un lupus sévere soit le résultat d’'une augmentation de la fréquence des cellules
Tew2 en périphérie. En effet, les analyses que nous avons réalisées correspondent a I'étude de la
fréquence des différentes sous-populations de cTey parmi les cTry totales mais ne tiennent pas compte
du nombre absolu de cellules. La question que nous pouvons nous poser consiste a déterminer I’origine
d’une augmentation de la fréquence des cellules Try2 en périphérie. Les facteurs a I'origine de la
polarisation des LT CD4" naifs en Tenl ou Try2 demeurent inconnus a I’heure actuelle. L'hypotheése d’un
environnement cytokinique et/ou moléculaire favorisant le déséquilibre de la balance Te2-17/Teul
observée dans un contexte lupique est attrayante. En effet, il a déja été démontré que la signalisation
entre OX40L et OX40 induit la différenciation de LT CD4* naifs en cellules mémoires présentant des
marqueurs phénotypique des Tey et ces cellules présentent la capacité d’aider les LB a se différencier.
De plus, il a été décrit que les niveaux d’OX40L dans le sang et dans les tissus inflammeés sont élevés a
la surface des CPA myéloides (mais pas des LB) chez les patients lupiques (Jacquemin et al., 2015).
C’est pourquoi, il serait intéressant d’évaluer le réle de la voie 0X40/0X40L dans la polarisation des
CTen chez I’'Homme. Par ailleurs, il est possible que certaines cytokines influencent la polarisation des

CTen en Tey2. Parmi elles, I'IL-6 représente un des acteurs pouvant étre impliqué dans ce mécanisme.
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En effet, dans la PR, il a été décrit que I'IL-6 produite par les plasmocytes favorise la différenciation des
LT CD4* en Ty (Chavele et al., 2015). De plus, le ciblage spécifique du récepteur a I'lL-6, a I’aide du
Tocilizumab, réduit considérablement le nombre de cTey chez les patients atteints d’une PR. De
maniére intéressante, I'administration de ce traitement diminue également la fréquence des LB
mémoires DN chez ces patients in vivo (Mahmood et al., 2015; Moura et al., 2017). Or, dans notre
équipe, nous avons démontré que la fréquence des Trn2 et la fréquence des LB mémoires DN sont
positivement corrélées chez les patients lupiques (Le Coz et al., 2013). Au regard de ces données, nous
pouvons émettre I'hypothése que les LB mémoires DN favorisent la polarisation des cTeny en Ten2,
potentiellement par lintermédiaire de leur production d’IL-6. Il sera intéressant d’évaluer la
production d’IL-6 par les LB mémoires DN, et leur potentielle capacité a favoriser la polarisation en
cellules Tgy2. Par ailleurs, plusieurs autres cytokines sont connues pour favoriser la mise en place d’un
contexte Ty2. Parmi elles sont retrouvées I'IL-4, I'IL-33, I'IL-25 ou TSLP (« Thymic Stromal
LymphoPoietin »). De maniéere intéressante, TSLP a récemment été décrit comme un régulateur clé de
I'initiation de la réponse Tu2. En effet, la production de cette cytokine par les kératinocytes induit
I’expression d’OX40L par les DCs, et de ce fait induit la différenciation des LT CD4" naifs en cellules T
CD4* produisant de I'lL-4 (Leyva-Castillo et al., 2013). Alors que I'implication de TSLP dans certaines
pathologies inflammatoires telles que la dermatite atopique ou les allergies a été clairement établie,
son role dans le LED reste a déterminer. Nous pouvons imaginer qu’une augmentation de la production
de TSLP pourrait favoriser I’expression d’OX40L par les CPA et favoriser ainsi la polarisation des cTey en
Tew2. La compréhension du réle de la sous-population Tes2 dans le lupus représente un challenge
intéressant. En effet, Morita et al. ont démontré que les Tr42 sont plus efficaces que les Tenl7 pour
aider les LB mémoires a produire des Ig, alors que les deux sous-populations sont capables d’induire
les LB naifs a produire des taux comparables d’lgG (Morita et al., 2011). Comme il a été démontré que
la fréquence et I'activation des LB mémoires sont élevées chez les patients lupiques, nous suggérons
que les cellules B mémoires (dont les LB mémoires DN) pourraient étre capables de se différencier

rapidement en cellules productrices d’auto-Ac en présence de Tgn2.

Par ailleurs, nous avons suggéré que la diminution de la fréquence des Tyl pourrait étre la
conséquence d’'une migration de ces cellules vers les zones d’inflammation. En effet, le récepteur
CXCR3 permet I'attraction de ces cellules vers des tissus ol sont exprimées les chimiokines CXCL9, 10
et 11, chimiokines pro-inflammatoires (Lacotte et al., 2009). Bien que dans les modéles murins, les
récepteurs CXCR3 et CCR6 ne permettent pas d’identifier fonctionnellement les mémes sous-
populations de Tey que chez I’'Homme (Chapitre 1), nous avons mis en évidence que les cellules Tey
retrouvées dans les reins de souris lupiques NZB/W malades expriment majoritairement le récepteur

CXCR3.
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Ces résultats obtenus dans un modeéle de souris lupique pourraient étre complétés par I'analyse des
cellules Ten présentes dans des biopsies rénales de patients lupiques. L'identification de ces cellules par
microscopie pourrait permettre de déterminer si elles expriment CXCR3, comme cela semble étre le
cas pour les Try infiltrant les reins des souris lupiques NZB/W. Bien que ces prélévements soient peu
évidents a obtenir, il serait intéressant d’établir, s’il existe chez ’'Homme, une corrélation entre la
distribution des sous-populations de Tgy en périphérie et dans les reins. Cette analyse pourrait nous
permettre de mettre en évidence une potentielle diminution des Tey CXCR3* en périphérie associée a
une augmentation de la fréquence de ces cellules dans les reins. Toutefois la difficulté d’obtenir des
biopsies rénales nous motive a utiliser le modele murin pour répondre a cette question. Dans un
premier temps, il serait intéressant de transférer des cellules T exprimant CXCR3 en périphérie dans
des souris lupiques et d’observer leur migration ou non vers les zones d’inflammation. Dans un second
temps, il a été démontré que des souris MRL”"" déficientes pour CXCR3 présentent une diminution
de l'infiltration lymphocytaire dans les reins, ce qui réduit le développement de néphrites et la
protéinurie (Steinmetz et al., 2009). Ces données appuient notre hypothese définissant les Tl
comme des cellules pathogenes, et suggérent qu’elles présentent la capacité de migrer vers les
organes présentant une inflammation, expliquant ainsi la diminution de la fréquence de ces cellules
observées en périphérie chez les patients lupiques (Figure 52). De plus, cette étude suggere un
potentiel intérét thérapeutique du ciblage de CXCR3 afin de réduire linfiltration de cellules
immunitaires pro-inflammatoires au sein de tissus tels que le rein. Le r6le de CXCR3 dans les modéles
murins de lupus fait I'objet d’un projet de thése au sein de notre équipe (Thése de R. Veber). Le ciblage
de CXCR3 chez 'Homme pourrait étre une stratégie envisageable, afin de réduire I'inflammation
tissulaire observée chez les patients lupiques. Cependant, il faudra déterminer si la suppression des
cellules CXCR3* (dont les Tenl), ne favorise pas I'expansion des Tey2 et Teyl7, cellules favorisant la
différenciation et la maturation des LB. Si tel est le cas, une stratégie visant a empécher la migration
de ces cellules depuis la périphérie vers les organes inflammeés, en inhibant les différentes chimiokines

inflammatoires, pourrait s’avérer plus pertinente.
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Figure 52. La régulation cellulaire et moléculaire de la réponse B chez les individus sains et les patients
lupiques.

Schéma récapitulant les résultats obtenus au cours de notre étude. Chez I'individu sain, I'engagement du
récepteur co-inhibiteur BTLA a la surface des LT CD4* permet une inhibition de la prolifération et de
I'activation de ces cellules par celles exprimant HVEM (Tregs, LB). Ce contrbéle permet de réguler les
interactions entre LT et LB, régulant ainsi également la production d’Ac. Les cellules Tey représentent
d’autres acteurs de la régulation de la réponse humorale. Il existe une balance entre Tgy1 exprimant CXCR3
et Ten2-17 ne I'exprimant pas, en périphérie chez les individus sains. Parmi les Teu2 sont retrouvées une
proportion de cellules possédant des capacités suppressives et correspondant potentiellement a des Tex.
Chez les patients lupiques, nous avons mis en évidence un défaut fonctionnel de BTLA sur les LT CD4*, se
traduisant par une altération de ses capacités inhibitrices. De plus, I'expression de BTLA est modifiée a la
surface des Tregs et des LB mémoires DN (respectivement augmentée et diminuée) de patients atteints
d’un LED. L'ensemble de ces données suggerent que BTLA participe au désordre immunologique observé
chez les patients lupiques. Par ailleurs, nous avons observé une diminution de la fréquence des Tenl au
profit des T2 chez les patients. Cette contraction des Teyl pourrait étre le reflet d’'une migration de ces
cellules vers les organes présentant une inflammation tels que les reins.
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La majeure partie de ma these a consisté a déterminer le role du récepteur co-inhibiteur BTLA dans le
LED chez I’'Homme. Une étude phénotypique et fonctionnelle de BTLA a permis de mettre en évidence,
dans les LT CD4* de patients lupiques, une capacité réduite de ce récepteur a inhiber la prolifération
et I'activation cellulaire. Ce défaut fonctionnel est plus prononcé chez les patients lupiques présentant
un score d’activité de la maladie élevé et se retrouve corrélé a une augmentation des anomalies liées
aux LB telles que l'insuffisance rénale ou la production d’auto-Ac (Figure 52). De plus, nous avons
démontré qu’en normalisant le métabolisme lipidique des LT CD4* de patients, nous restaurons la
fonctionnalité de ce récepteur en rétablissant sa capacité a dissocier les radeaux lipidiques. La capacité
de BTLA a réguler la formation des microdomaines membranaires lipidiques, qui était jusqu’alors
inconnue, suggére que le transport intracellulaire et membranaire de BTLA et des glycosphingolipides
agissent en synergie pour réguler I'activité du TCR a la suite d’une stimulation spécifique de ce
récepteur. En effet, il semble qu’un défaut de trafic intracellulaire de BTLA dans les LT CD4* de certains
patients lupiques, contribue au défaut fonctionnel de ce récepteur, ce qui se traduit par une rétention
de BTLA dans des compartiments intracellulaires apres activation (Chapitre Il) . Par ailleurs, nous avons
mis en évidence un défaut d’expression de BTLA au sein des LB mémoires DN de patients lupiques,
cellules dans lesquelles BTLA semble a nouveau étre retenu dans des vésicules intracellulaires. A
I’heure actuelle, la localisation précise de BTLA a l'intérieur des compartiments intracellulaire des LT
et LB n’est pas connue chez 'Homme, et il sera nécessaire de déterminer ce point par microscopie
confocale dans ces cellules, avant activation. Par la suite, nous souhaitons analyser le trafic de BTLA
depuis ces compartiments vers la membrane a la suite d’'une activation du récepteur spécifique, TCR
ou BCR. En condition physiologique, une activation des LT via le TCR permet le transport de
nombreuses molécules clés pour la transduction du signal du TCR, telles que LAT ou Lck, depuis
I"appareil de Golgi jusqu’a la membrane (Lou et al., 2016). Le trafic intracellulaire de BTLA a la suite
d’une activation n’est pour I'instant pas clairement défini. Dans des lignées de cellules murines, il a été
décrit que BTLA se retrouve au niveau de la membrane et dans I'appareil de Golgi lorsque la cellule est
au repos. A la suite d’'une activation des LT, BTLA est rapidement adressé a la synapse immunologique
et colocalise avec le TCR et les radeaux lipidiques (Owada et al., 2010). Par ailleurs, CTLA-4, récepteur
analogue a BTLA se retrouve transporté au TCR, grace a son interaction avec une molécule chaperonne
appelée TRIM (« T cell Receptor Interacting Molecule ») (Rudd et al., 2009; Schneider and Rudd, 2014).
Il sera intéressant de déterminer si le trafic de BTLA est assuré par des molécules chaperonnes, via des
interactions avec les lipides ou par un autre mécanisme. Pour cela, nous souhaitons identifier les
partenaires protéiques de BTLA par une étude d’interactome dans le but de déterminer les molécules
impliquées dans son trafic intracellulaire. Le défaut d’expression membranaire de BTLA a été observé
dans les LT CD4* de patients lupiques apres activation mais également parmi les LB mémoires DN. Les

causes de ce défaut observé spécifiquement dans une sous-population de LB demeurent inconnues.
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Est-ce lié a un défaut d’association de BTLA avec une protéine chaperonne ou bien a un état
d’activation trop important au sein de ces cellules ? En effet, nous pouvons imaginer qu’un état
d’activation trop élevé pourrait perturber le trafic intracellulaire de BTLA et réduire son niveau
d’expression membranaire. Nos premiers résultats semblent indiquer que les LB mémoires DN BTLA"#
expriment fortement Fas, considéré comme un marqueur d’activation des LB, par rapport aux LB
mémoires DN BTLA* (résultats non montrés). |l sera intéressant de confirmer ces résultats puis de
déterminer si I'état d’activation de ces cellules est une cause ou une conséquence du défaut
d’expression membranaire de BTLA. En paralléle de ces analyses phénotypiques, nous souhaitons
étudier la fonctionnalité de BTLA sur les LB de patients lupiques. Actuellement, une étudiante en
Master 2 dans notre équipe établit les conditions optimales pour cette étude fonctionnelle qui
permettra de déterminer si comme pour les LT CD4*, un défaut fonctionnel de BTLA sur les LB contribue

a I'activation anormale de ces cellules chez 'Homme.

Lors de ma these, nous avons mis en évidence une augmentation de I'expression de BTLA a la surface
des Tregs de patients lupiques par rapport aux individus controles. Afin d’évaluer les conséquences de
cette augmentation, nous souhaitons dans un premier temps définir le réle des interactions entre
HVEM et BTLA sur la fonctionnalité des Tregs chez ’'Homme. En effet, chez I'individu sain, le niveau
d’expression de BTLA a la surface des Tregs est faible, suggérant que son réle inhibiteur est limité sur
ces cellules, comme cela est décrit chez la souris (Tao et al., 2008). Le role précis de BTLA a la surface
des Tregs chez 'Homme devra, dans un premier temps, étre caractérisé afin de déterminer, par la
suite, si une expression aberrante de BTLA sur ces cellules pourrait affecter leurs capacités
suppressives ou leur nombre chez les patients lupiques. La réalisation de tests de suppression en
inhibant ou non la voie BTLA/HVEM pourrait nous permettre de préciser le role de ces récepteurs dans

la fonction des Tregs chez I’'Homme.

L'ensemble des résultats obtenus concernant I'expression et la fonctionnalité de BTLA sur les LT, les
LB et les Tregs soulevent la question de la régulation de BTLA. En effet, grace a ses capacités
inhibitrices, le niveau d’expression de ce récepteur semble critique dans le contréle de la réponse
immunitaire. Cependant, les facteurs régulant I'expression de BTLA demeurent relativement peu
décrits. Nous envisageons d’étudier certaines pistes telles que la régulation transcriptionnelle, la

production de cytokines ou bien I’expression du ligand de BTLA, HVEM.

Dans un premier temps, nous suggérons que la régulation de BTLA peut s’opérer a un niveau
transcriptionnel. En effet, une modification épigénétique ou une régulation par des microARNs
pourraient controler I’expression de BTLA. Chez ’'Homme, les microARNSs ciblant BTLA n’ont, a I'heure

actuelle pas été décrit. En croisant les résultats obtenus a I'aide de plusieurs logiciels de prédiction

(
| 163

'



différents (DIANAmMT, miRanda, miRDB, miRWal, RNAhybrid, Targetscan, SUM), nous avons identifié
plusieurs microARNs susceptibles de cibler BTLA. Dans un premier temps, nous souhaitons valider les
prédictions informatiques par un test biologique utilisant le géne rapporteur luciférase. La luciférase
est communément utilisée comme gene rapporteur afin de mesurer une activité transcriptionnelle.
Récemment, ce test a été adapté afin d’évaluer la régulation post-transcriptionnelle de certains génes
par les microARNs. Une fois que nous aurons identifié un ou plusieurs microARNs ciblant BTLA chez
I’'Homme, nous souhaitons évaluer les niveaux d’expression de ces derniers dans les cellules lupiques
par rapport aux cellules provenant d’individus sains. Dans le cas ol nous observerions une différence,
la modulation de leur expression pourrait permettre d’influencer indirectement I'expression de BTLA
dans les populations lymphocytaires concernées. En effet, le ciblage spécifique des microARNs qui
régule I'expression de BTLA (en utilisant des inhibiteurs ou des mimiques) nous permettra de vérifier
si les défauts fonctionnels de BTLA sont associés a un défaut d’expression et/ou de régulation. Par
exemple, chez la souris, il a été démontré que miR-155 cible BTLA et régule son expression dans les LT
CD4* apres activation (Liu et al., 2016). Il est intéressant de noter qu’une délétion de miR-155 réduit
la production d’auto-Ac chez des souris lupiques Fas"™, empéchant le développement des symptémes
lupiques (Thai et al., 2013). De maniére intéressante, 5 sites de prédiction informatique sur 6 ont
proposé que la séquence de miR-155 peut interagir avec BTLA chez I'Homme. Si nous confirmons ces
analyses bio-informatiques, il sera intéressant d’évaluer les niveaux d’expression de ce microARN dans
différentes populations cellulaires de patients lupiques, car une expression anormalement élevée de
miR-155 dans les LB mémoires DN ou dans les LT CD4" activés de patients lupiques pourrait inhiber la
synthése de BTLA et diminuer son expression protéique. De plus, la comparaison du profil des
microARNs dans les LB révele un profil distinct entre les patients lupiques et les individus sains. Dans
la méme étude, il a été décrit qu’un profil spécifique de microARNs est retrouvé dans les cellules B
CD27 et CD27* de patients lupiques (Duroux-Richard et al., 2015). Pour déterminer si la régulation
transcriptionnelle de BTLA se retrouve a l'origine du défaut d’expression observé chez les patients
lupiques, nous souhaitons, dans un premier temps, isoler les populations de LB mémoires DN

d’individus sains et de patients, afin d’évaluer le niveau d’expression de ’ARNm de BTLA.

Par ailleurs, il a été démontré que la production d’IFN-a par les pDCs réduit le niveau d’expression de
BTLA sur les LT CD4*, diminuant ainsi ses capacités inhibitrices (Zhang et al., 2011). Ce résultat est
intéressant car la production d’IFN-a par les pDCs est considérée comme un des phénomenes les plus
importants dans la pathogénese du LED (cf. Introduction partie A.). Nous souhaitons, en premier lieu,
établir, s’il existe, une corrélation entre les niveaux de production d’IFN-a et I'expression de BTLA chez
les patients lupiques, puis définir si l'inhibition de la production d’IFN-a peut nous permettre

d’améliorer I'expression ou la fonctionnalité de BTLA sur les cellules de patients. Enfin, il sera
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intéressant d’évaluer le niveau d’expression de BTLA chez des patients traités avec de I'HCQ, drogue

connue pour inhiber la production d’IFN-a par les pDCs.

Enfin, il a été démontré que I'expression de BTLA est régulée par les interactions avec son ligand HVEM.
En effet, une activation des LT CD8" par des cellules exprimant HVEM réduit le niveau d’expression de
BTLA par ces cellules T. A l'inverse, I'absence d’"HVEM favorise 'augmentation de I'expression de BTLA
sur des temps de culture plus long (Derré et al., 2010). De plus, il a été démontré dans des lignées de
cellules murines que I'expression d’"HVEM par des CPA est nécessaire a la présence de BTLA dans les
radeaux lipidiques de LT CD4*. Nous souhaitons compléter nos analyses phénotypiques en étudiant le
niveau d’expression d’HVEM sur différentes populations cellulaires de patients lupiques (LT, LB,
monocytes) afin de définir si le défaut d’expression de BTLA observé chez les patients est associé a une
expression aberrante d’HVEM. De maniére intéressante, nous avons mis en évidence une diminution
de I'expression d’"HVEM a la surface des monocytes de patients lupiques par rapport aux individus
contrdles. Bien gu’aucune étude n’ait pour l'instant décrit les conséquences de l'interaction entre
HVEM sur les monocytes et BTLA sur les LT, nous pouvons supposer que cette diminution peut avoir
une influence sur I'expression de BTLA par les LT. C’'est pourquoi, il serait intéressant de réaliser des
co-cultures entre monocytes et LT en bloguant ou non la voie HVEM/BTLA. Par ailleurs, il a été
démontré que les taux de la forme soluble d’"HVEM (sHVEM) sont augmentés dans le sérum de patients
présentant des pathologies inflammatoires, notamment chez les patients lupiques (Jung et al., 2003).
Bien que les effets de sHVEM sur I'expression de BTLA ne soit pas connus a I’heure actuelle, nous
souhaitons évaluer les niveaux de sHVEM chez les patients lupiques et déterminer si une augmentation

de sHVEM peut contribuer a un des défauts d’expression de BTLA que nous avons mis en évidence.

L'ensemble de ces données suggerent que la compréhension des mécanismes impliqués dans la
régulation de I'expression de BTLA représente une perspective importante pour la poursuite de ce
projet. En effet, une bonne connaissance de ces mécanismes pourrait nous permettre de moduler
I’expression de BTLA de maniere plus précise, en limitant au maximum les effets secondaires qu’une

surexpression ou une inhibition de BTLA pourrait entrainer.

Les résultats obtenus au cours de ma thése concernant le réle de BTLA dans le LED soulignent un
potentiel thérapeutique intéressant du ciblage de BTLA. En effet, engager la voie de signalisation de
BTLA a l'aide d’Ac agoniste pourrait réduire I'activation lymphocytaire et de ce fait avoir des
conséquences sur la production d’auto-Ac. Cependant, I'utilisation d’un tel traitement souleve
certaines interrogations. Nous avons mis en évidence un défaut d’expression de BTLA sur les LT CD4*
apres activation. L'engagement de BTLA a I'aide d’un Ac agoniste ciblant un récepteur non-fonctionnel

n’aurait alors, dans ce contexte, aucun sens. Cependant, nous avons également démontré qu’un
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traitement visant a normaliser le métabolisme lipidique dans ces cellules permet de restaurer la
fonctionnalité de BTLA. Dans une perspective thérapeutique, nous pouvons imaginer une stratégie en
deux étapes : restaurer un métabolisme lipidique « normal » dans un premier temps, puis induire la

signalisation de BTLA a I'aide d’Ac agoniste dans un second temps.

BTLA est un récepteur exprimé sur un grand nombre de cellules. Cependant, son expression est réduite
a la surface des Tregs en condition physiologique. En ce sens, il a été décrit que l'utilisation d’Ac
agoniste anti-BTLA favorise la génération de Tregs car les LT effecteurs sont plus sensibles a ce
traitement (Uchiyama et al., 2014). Chez les patients lupiques, nous avons démontré que I'expression
de BTLA est augmentée a la surface des Tregs. Cela souléve un probléme pour l'utilisation d’Ac agoniste
anti-BTLA, qui pourrait potentiellement inhiber la fonctionnalité des Tregs de patients. Afin de
s’affranchir d’une éventuelle inhibition des Tregs dépendante de BTLA, il serait intéressant d’engager
spécifiguement la voie de signalisation de BTLA sur certains types cellulaires. Récemment, Boice et al.
ont démontré que l'utilisation de cellules T possédant un récepteur chimérique (« CAR-T cells »)
permet d’induire I'expression de la forme soluble HVEM localement et spécifiquement a certains types
cellulaires (Boice et al., 2016). L'utilisation d’une telle stratégie pourrait permettre d’induire
spécifiguement la voie de signalisation de BTLA sur les LT CD4" activés dans le cadre du LED, afin de

controler plus précisément I'activation lymphocytaire sans la supprimer.

Les possibilités thérapeutiques du ciblage de BTLA devront, dans un premier temps, étre évaluées dans
des modeles murins. Pour ce faire, au laboratoire, nous avons acces a des modeles de souris lupiques
tels que la souris NZB/W ou la souris MRLP”®". A I’heure actuelle, bien qu’il ait été décrit un role
protecteur de BTLA dans un modeéle de souris lupique déficiente pour BTLA (Oya et al., 2011), aucune
étude n’a évalué I'expression et la fonction de ce récepteur chez la souris NZB/W ou MRL?”®", Dans un
premier temps, le travail consistera a réaliser une analyse phénotype compléte ainsi qu’une étude
fonctionnelle sur les différentes populations de LT CD4*, LB, etc... Si nous mettons en évidence un
défaut fonctionnel de BTLA dans des modeles de souris lupiques, nous tenterons dans un second temps
de restaurer sa fonctionnalité et d’améliorer les symptomes de la maladie en administrant in vivo, un
Ac agoniste anti-BTLA. De maniére intéressante, il a été décrit chez la souris MRL®”®" que les radeaux
lipidiques sont pré-aggrégés, et que les TCR sont pré-clusterisés, comme ce qui a été décrit pour les LT
CD4* de patients lupiques (Deng and Tsokos, 2008). Ce modéle murin de lupus pourrait nous
permettre d’analyser les effets de la thérapie en deux étapes suggérée précédemment. Par ailleurs,
I'utilisation des modeles murins pourrait nous permettre d’évaluer le role précis de BTLA dans certains
types cellulaires. En effet, nous pouvons envisager d’inactiver le géne de BTLA dans diverses sous-
populations (LB, Tregs) afin de déterminer, in vivo, les effets d’'un défaut d’expression de BTLA sur ces

cellules. Un croisement entre une souris BTLA"f et des souris exprimant la Cre-recombinase sous le
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contrdle de différents promoteurs spécifiques (Lck pour une déletion de BTLA dans les LT, FoxP3 pour
les Tregs ou Mb-1 pour les LB) permettrait de supprimer I'expression de ce récepteur spécifiquement
dans une population cellulaire et donc, d’évaluer sa fonction. Au laboratoire, nous disposons de
différents modeles de souris telles que les souris Lck-cre et Mb-1-cre alors qu’une lignée de souris
BTLA™f peut étre acquise chez certains fournisseurs tels que « Jackson Laboratory ». Ces expériences
de délétion conditionnelle pourraient nous permettre de définir le rGle précis de BTLA et de son ligand
HVEM sur la fonction des Tregs, par exemple. Enfin, un nouveau modéle murin de lupus a été décrit
récemment. Dans ce modeéle, une injection de pristane a des souris immunodéficientes reconstituées
avec des cellules immunitaires humaines permet de reproduire un nombre important de symptémes
immunologiques et cliniques de la pathologie lupique humaine. De maniére intéressante, une
expansion des LB mémoires DN est observée en périphérie dans ce modele de souris humanisées
(Gunawan et al., 2017). |l serait intéressant d’analyser le niveau d’expression de BTLA dans ce modeéle
et particulierement dans les LB mémoires DN. Ces souris humanisées présentent plusieurs avantages.
Elles pourraient permettre de réaliser une étude plus approfondie des LB mémoires dans un premier
temps. En effet, les marqueurs utilisés pour définir les LB mémoires chez ’'Homme ne sont pas
transposables aux modeéles murins. De ce fait, il est impossible chez la souris d’identifier la population
de LB mémoires DN. De plus, dans ce modele, le développement d’'un nombre important de
symptomes cliniques observés chez ’'Homme est médiée par un systéeme immunitaire humain. Nous
suggérons que I'utilisation d’un Ac agoniste anti-BTLA dans ce modele pourrait réduire les symptémes
lupiques dans ces souris. Jusqu’a présent, quelques Ac monoclonaux agonistes ciblant BTLA sont
disponibles chez la souris (clones 3C10, BYK.1 et 6A6), mais I'utilisation de ce modéle humanisé nous
permettrait de réaliser des études in vivo en administrant I’Ac agoniste que nous avons utilisé pour

I’ensemble de nos études fonctionnelles chez I’'Homme (clone MIH26).

Pour conclure, au cours de ma thése, nous avons eu I'opportunité d’améliorer les connaissances
concernant |'altération de la régulation de la réponse immunitaire observée chez les patients lupiques
(Figure 52). La mise en évidence de I'implication du récepteur co-inhibiteur BTLA dans le LED chez
I'Homme ouvre de nouvelles perspectives concernant sa régulation, sa fonction et son potentiel
thérapeutique. De plus, la meilleure caractérisation des populations de cTen pourrait offrir de nouvelles
pistes afin de réduire I'inflammation et les lésions observées dans certains tissus chez les patients

lupiques.
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LE RECEPTEUR CO-INHIBITEUR BTLA AU COURS DU LED :
ASPECTS FONDAMENTAUX ET IMPLICATIONS THERAPEUTIQUES

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune systémique caractérisée par une
inflammation provoquant des lésions dans de nombreux organes tels que les reins, les poumons ou la peau. Dans cette
pathologie, une activation excessive du systéme immunitaire conduit a la production d’auto-anticorps dirigés, le plus
souvent, contre du matériel nucléaire. La différenciation des lymphocytes B (LB) en cellules productrices d’anticorps
requiert une communication entre les LT et les LB. Ce dialogue est régulé par de nombreux acteurs cellulaires et
moléculaires afin de permettre la mise en place d’'une réponse humorale efficace en cas d’infections, mais aussi de
prévenir le développement de maladies auto-immunes.

Mon projet de thése a consisté a étudier I'implication de deux de ces acteurs, I'un favorisant la différenciation
des LB en plasmocytes, a savoir, les cellules T folliculaires auxiliaires (Try) et le second régulant négativement
I'activation lymphocytaire, le récepteur co-inhibiteur BTLA (pour B and T Lymphocyte Attenuator) dans le LED chez
I'Homme.

Au cours de cette étude, nous avons d’une part amélioré les connaissances concernant les sous-populations de
Ten circulantes humaines, en décrivant que parmi les cellules Tgy CXCR3°'CCR6™ sont retrouvées des cellules aux
propriétés suppressives. De plus, nous avons suggéré que la contraction des Tryl (CXCR3*CCR67) au profit des Ten2
(CXCR3'CCR6), observées chez les patients lupiques, pourrait étre le reflet d’une migration des Tryl vers les organes
inflammés. D’autre part, nous avons mis en évidence un défaut fonctionnel de BTLA dans les LT CD4* de patients
lupiques. Ce défaut, restauré en normalisant le métabolisme lipidique des LT CD4*, semble associé a la sévérité de la
pathologie. En paralléle de ces observations, nous avons démontré un défaut d’expression de BTLA sur les LB et les LT
CD4" régulateurs de patients lupiques.

L'ensemble de nos données sont prometteuses et ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques pour le
traitement du LED.

Mots-clés : lupus, cellules Ty, BTLA, communication T-B, régulation de la réponse B

THE CO-INHIBITORY RECEPTOR BTLA IN SLE :
FUNDAMENTAL ASPECTS AND THERAPEUTIC IMPLICATIONS

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by lesions in several organs such
as kidneys, lungs and skin for instance. In this pathology, an excessive activation of the immune system leads to the
production of autoantibodies targeting mainly nuclear antigens. B cell differentiation into antibody-secreting cells
requires a close collaboration between T and B cells. This cross-talk is regulated by various cellular and molecular
factors in order to mount an efficient humoral response in case of infection, but also to prevent autoimmune disease
development.

The aim of my thesis was to study two regulating factors of the B cell response, one promoting the B cell
differentiation into plasma cells, i.e the follicular helper T cells (Ten) and the other one inhibiting lymphocyte activation,
i.e a co-inhibitory receptor called BTLA (« B and T Lymphocyte Attenuator ») in human SLE.

In this study, we first improved our knowledge concerning human circulating Te4 cells, by describing among the
CXCR3'CCR6™ Ty cell subset, a population with suppressive capacities. Moreover, we suggested that the decreased
frequency of Teyl in lupus patients’ blood could be explained by the migration of these cells into inflamed tissues. We
also highlighted a BTLA functional deficiency in lupus CD4* T cells. This deficiency, which can be restored by normalizing
the lipid metabolism, seems to be associated to disease severity. Furthermore, we described an altered expression of
BTLA in lupus B cells and regulatory T cells.

Altogether, our data show promising results and suggest new potential therapeutic strategies for lupus
treatment.

Keywords : lupus, Tey cells, BTLA, T-B interaction, B-cell response regulation
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