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Partie 1 : Le lupus érythémateux disséminé

I-Histoire du lupus.
A) Une pathologie cutanée.

Les premieres manifestations du Lupus Erythémateux Disséminé (LED) a avoir été
décrites furent les atteintes cutanées a 1’époque médiévale. Le terme lupus (signifiant loup en
latin) a été utilisé du fait de la forte ressemblance des 1ésions cutanées avec les dommages que
pourrait causer une morsure de loup mais également a cause de 1’agressivité des lésions
cutanées et du fait que leur forme rappelait un masque de loup (Rampuda et al., 2009).
Toutefois a cette époque, il arrivait trés souvent que la distinction entre les différentes affections
ne soit pas correctement établie, c’est pourquoi le terme de lupus englobait également d’autres
pathologies cutanées mais également certains cancers. Ce n’est que plus tardivement qu’il fut
considéré (a tort) que le lupus ne touchait que la peau contrairement a ce que 1’on commengait
a connaitre du cancer et de plus, les vaisseaux autour des tumeurs ressemblaient fortement a
des pinces de crabes (d’ou le nom cancer, qui signifiait crabe en latin).

Le premier texte a avoir fait allusion au terme de lupus fut I’ancien testament dans lequel
le terme "Shekhin", ou ulcére en hébreux, est mentionné. On apprendra plus tard que cette
manifestation n’avait rien a voir avec le lupus mais était causée par la lepre (Cazenave et al.,
2009). On ne retrouve que peu d’écrits mentionnant le lupus avant le 18°™ si¢cle mais 1’un
d’entre eux, datant de 916 aprés J.C. parlait de la maladie dont souffrait 1’évéque de Liege
Eraclius (Wallace et al., 1999). C’est a la fin du 18°™ siécle que Robert Villan, aidé de son
¢léve Thomas Bateman, publia un écrit "Manual of skin diseases", ouvrage qui classifiait les
maladies cutanées en fonction de leur apparence. Le lupus était alors associ¢ a des maladies
destructrices et ulcérantes du visage. Ce systeéme de classification comportait celles que 1’on
nommera plus tard lupus vulgaris et lupus erythematosus (Scofield et al., 2009). 1l aura fallu
attendre Pierre Cazenave et Henri Schedel et leur ouvrage "Abrégé pratique des maladies de
la peau" pour pouvoir distinguer trois types de lupus en fonction de la destruction visible : en
surface, en profondeur ou avec hypertrophie. C’est en 1833 que Cazenave publia une seconde
édition de ses travaux dans laquelle il référence une nouvelle description de la pathologie
nommeée érytheme centrifuge et qui correspondra a ce que I’on nommera plus tard le lupus
érythémateux (Rampuda et al., 2009).

En 1846, Ferdinand von Hebra fit la description de deux types de 1ésions lupiques : 'une
consistant en des disques ronds tandis que 1’autre type de Iésion correspondait a de petites

1ésions confluentes. Von Hebra fut également le premier a évoquer le rash en forme d’aile de



papillon au niveau du visage qui est aujourd’hui caractéristique de la pathologie lupique
(Scofield ez al., 2009). Et ce fut enfin au cours de ’année 1851 que Cazenave étendit sa
description des maladies cutanées, il décrivit ainsi le lupus comme une affection de la peau
comportant une atrophie, des télangiectasies et un érythéme fixe. Il précisa également que cette
pathologie touchait essentiellement les jeunes femmes (Wallace et al., 1999). 11 lui attribua
alors I’adjectif "érythémateux", c’est a partir de cette époque que I’on parla de lupus

érythémateux.

B) De la pathologie cutanée a la maladie auto-immune systémique.

Comme mentionné dans le paragraphe précédent, le lupus était au départ considéré
comme une affection uniquement cutanée. Il aura fallu attendre I’année 1872 et les travaux de
Moriz Kaposi pour commencer a redéfinir le lupus comme une pathologie systémique. Ce fut
lui qui pour la premiere fois, décrivit les signes systémiques de la pathologie lupique. Ces
manifestations comprenaient : la fievre, I’anémie, une lymphadénopathie, la perte de poids et
de I’arthrite (Rampuda et al., 2009).

Dans les années qui suivirent, d’autres manifestations furent associées au lupus : la
photosensibilité, la pneumonie ou encore le syndrome de Raynaud. Mais c’est en 1902 que
Sequiera et Balean décrivirent pour la premiere fois I’une des atteintes les plus emblématique
du lupus : la néphropathie (Mallavarapu et al., 2007). Elle représente en effet aujourd’hui
encore |’atteinte considérée comme la plus grave observée au cours du lupus. Mais ce furent les
travaux de William Olsen, en 1904, qui établirent clairement le caractére disséminé de la
pathologie (dont 1’analogie était souvent faite, a tort, avec 1’étendue des Iésions cutanées)
(Scofield et al., 2009). Ces travaux reposerent sur de nombreuses études de cas au cours de sa
carricre et il fut notamment le premier a affirmer que I’on pouvait présenter les atteintes
systémiques de la maladie lupique sans présenter les atteintes cutanées.

Le lupus était alors considéré comme une pathologie systémique mais le concept d’auto-
immunité commencait seulement a émerger et il fallut attendre un demi-siecle plus tard pour
enfin caractériser le lupus comme une pathologie auto-immune. Tout d’abord, en 1948, la
découverte des cellules LE (pour Lupus Erythémateux, Figure 1) par I’hématologue Malcolm
Hargraves représenta 1’un des premiers pas vers la classification du lupus en pathologie auto-
immune et permis la mise en place de I’un des premiers tests de diagnostic du lupus (Hepburn
et al., 2001). Ces cellules étaient retrouvées dans la moelle osseuse des patients lupiques et
correspondaient a des neutrophiles ayant phagocyté de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique)

et ’on pouvait induire leur formation en exposant des cellules de moelle saine a du sérum de
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Figure | : Cellules LE.
Imape montramt ln présence de cellubes LE dans In moelle osseuse d”un patient lupiqes, La zone en gris clair représentbe
ke noyan d"wne aetre eellule venant d'&re ingdéné,

patient lupique. Méme s’il n’est plus utilisé aujourd’hui, ce test a pendant longtemps été
considéré comme le plus spécifique pour détecter la pathologie lupique. Quelques années plus
tard, Miescher et Fauconnet se rendirent compte que 1’on pouvait empécher la formation des
cellules LE en adsorbant le sérum lupique avec des noyaux. Ils en conclurent donc qu’un
¢lément dans le sérum devait réagir avec/détruire les noyaux (Miescher et al., 1954). Et ce fut
alors en 1957, a la suite de travaux de George Friou que I’élément présent dans le sérum et
réagissant avec les noyaux fut identifi¢ comme étant une gammaglobuline et que cette derniére

réagissait avec I’ADN complex¢ aux histones (Hepburn et al., 2002).

A) Epidémiologie.

Le lupus est une pathologie touchant 9 femmes pour un homme. Elle se manifeste en
particulier entre 15 et 40 ans, c’est-a-dire lorsque la femme est en age de procréer. Il existe
¢galement des cas de lupus pédiatrique mais ceux-ci ne représentent que 5 a 10% des cas et
restent difficiles a diagnostiquer. Le lupus est aujourd’hui encore considéré comme une maladie
rare en France car il ne touche que 41 cas pour 100 000 individus et I’on dénombre 2500
nouveaux cas par an. C’est une maladie que I’on retrouve cependant a travers le monde mais
qui affecte davantage certaines ethnies : les populations noires, antillaises et asiatiques sont plus
fréquemment touchées par le lupus que les populations caucasiennes. L’incidence de cette
pathologie differe ainsi en fonction des pays/ethnies considérés. En effet, 1’incidence de la
maladie varie de 1 a 10 cas pour 100 000 habitants dans les populations caucasiennes tandis
qu’elle est de 200 pour 100 000 chez les populations afro-américaines (Borchers et al., 2010).

Le lupus est une pathologie trés hétérogene qui se manifeste de diverses manicres a I’état
clinique (Figure 2). Nous nous attarderons sur les différentes manifestations cliniques dans les
paragraphes suivants mais les principales manifestions d’un point de vue général sont de la

fievre, une asthénie et un amaigrissement. Méme si certaines manifestations se retrouvent tres
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Figure 2 ¢ Manifestations elinigues du LED,

Le lugiss est une pathologie sysiémique allectant de nombeeux organes. Les stieintes les plus ndquentes sonl le rash
cutand ¢t I"arthsite. L stteinte la plus sadvére est la glomdmubonéphrite lupbque qui, si elle n'est pas prise en charge, pewt
aboutir au déoés du patiant.

fréquemment chez les patients (I’atteinte cutanée affecte 80% des patients) le diagnostic de la
pathologie n’en reste pas moins compliqué a établir. C’est dans le but de faciliter ce dernier que
I’ACR ("American College of Rheumatology") a établi une liste en 1971, puis révisée en 1997,
de critéres de classification du lupus (Hochberg et al., 1997). Cependant, cette classification
n’étant pas optimale, le groupe Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) a
mis en place de nouveaux critéres en 2012. Etant donné la complexité du diagnostic du lupus
I’utilisation de deux classifications distinctes n’est pas envisageable, c’est pourquoi une
nouvelle classification vient d’€tre mise en place récemment, elle n’est pas encore publiée mais
fut présentée au congres européen de Rhumatologie par le Dr. Johnson. Pour cette derniére, il
faut obtenir un score minimum de 10 et le sérum doit présenter une positivité pour les anticorps
antinucléaires a la dilution 1/80 (Figure 3).

En plus de se manifester de diverses maniéres au niveau clinique, le lupus est une
pathologie évoluant selon différentes phases. On observe une alternance entre des phases de
poussée ou se manifestent les symptomes et des phases quiescentes demeurant
asymptomatiques. Afin de pouvoir mesurer 1’activité de la maladie, les médecins se référent a

un score dont le plus utilisé est le "Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index"
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(SLEDAI, Bombardier et al., 1992). 1l permet d’affecter a chaque symptdme un score selon

son importance et est utilisé lors du diagnostic mais également lors du suivi d’essais cliniques.

Inflammation rénale/néphrite
Classe [TV (ndphirite sdvire) 10
Classe [I'V 8

Frotéines i plus de 0, 5g00ur 4

Anticorps anti-nucléaires
Aiti-Sim 6
Amnti-ADNEh &

Sérites (piricardites/plewrésic)
Péricardite aigu &
Epanchement candiaque pulmonaie 5

Penuw

Lupuss cutand .'|.i|_;||. i

Lupus cutand subaigu'discotde 4
Uledre oral 2

Alopdcne 2

Systéme merveuy oentral
Epilepsic &

Paychose 3

Daélires 2

Articulations
Arthrite &

Sang

Hémuolyse 4
Thrombocyiopénie 4
Lewcopiénie 3

C3et C4 bas 4

L3 ouCd bas 3

Aulres
Fitvre non expligube 2
Anticoaps anti-phospholipides 2

Figure 3 : Critéres de référence utilisés powr le diagnostic du LED définis par I"ACE et révisés en 997 puis, réac-
tualists en M8, Les eritéres sont clinikques mais dgalement immunologiguees. Pour que le diagnostic de lupus soit
clabdi, il Faut présenler un score minimum de 10 el une positivile pour les anticorps aminuckaimes.

B) Les atteintes cutanées et I’arthrite lupique.

Les atteintes cutanées au cours du lupus sont retrouvées chez 80% des patients et
représentent ’'une des manifestations les plus caractéristiques de la maladie lupique. On les
observe notamment au niveau des zones photoexposées du fait de leur trés forte
photosensibilité. Elles se manifestent en particulier par I’apparition d’un rash en forme d’aile
de papillon au niveau du visage (é¢galement appelé masque de loup) (Cojocaru et al., 2011).
Ces lésions cutanées peuvent varier du simple érythéme pouvant se résorber, a des 1ésions

squameuses suivies d’atrophies cicatricielles.
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Une autre manifestation lupique que ’on retrouve fréquemment est 1’arthrite. Elle
affecte en particulier les phalanges, les poignets, les genoux et les chevilles. Elle peut souvent
étre confondue avec un autre type d’arthrite et survient donc la majorité du temps avant
I’établissement du diagnostic de lupus. Contrairement a ce que 1’on peut observer dans le cas
de la Polyarthrite Rhumatoide (PR), cette arthrite peut étre asymétrique, est non déformante et

ne présente pas de destruction ostéocartilagineuse (Toukap et al., 2007).

() La néphrite lupique.

La néphrite lupique est observée chez 50 a 60% des patients suivant I’ethnie considérée.
Nous approfondirons la physiopathologie de la néphrite lupique dans une partie qui lui sera
consacrée (Partie 2, page 62). Elle représente I’atteinte la plus séveére observée au cours du
lupus car elle peut étre de pronostique fatal si elle n’est pas prise en charge. Elle est en partie
causée par le dépot d’auto-anticorps et de complexes immuns au niveau des glomérules rénaux

et se traduit par la présence de protéines dans les urines et une diminution de la fonction rénale.

D) Les manifestations neurologiques.

Les atteintes neurologiques sont observées dans 30 a 60% des cas de lupus. Les atteintes
sont notamment observées au niveau du systéme nerveux central mais les atteintes du systéme
nerveux périphérique sont également observables. On peut en premier lieu citer les troubles
cognitifs qui représentent I’une des principales manifestations du neurolupus (Jeltsch-David ez
al., 2014). Cela peut aller des simples troubles de I’humeur a des tendances suicidaires voire
mener a des acces psychotiques. Ces désordres ne sont pas clairement identifiés car ils peuvent
étre dus a la pathologie elle-méme, mais également tre causés par le traitement administré
(comme les corticoides). L’une des explications repose sur la reconnaissance par certains
anticorps des récepteurs NMDA ("N-Methyl-D-aspartate Receptor"). En revanche, la plupart
des symptomes touchant le cerveau peuvent étre expliqués par des atteintes vasculaires. Dans
ce cas, il apparait clairement que les anticorps anti-phospholipides représentent des médiateurs
importants car ils peuvent déclencher un accident vasculaire cérébral aboutissant a des déficits
centraux moteurs ou sensitifs. Les manifestations observées au niveau périphérique se trouvent
étre majoritairement des neuropathies associées ou non a des démyélinisations. Méme si la
cause de ces démy¢linisations n’est pas clairement établie, les hypothéses avancées mettent en
cause les vasculopathies mais également la participation potentielle d’anticorps dirigés contre

la my¢line.
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E) Les atteintes pulmonaires et cardiaques.

Au niveau pulmonaire, chaque compartiment peut étre touché au cours de la pathologie
lupique. Cependant ce sont les atteintes pleurales et vasculaires qui sont les plus fréquemment
retrouvées (Mittoo et al., 2014). La pleurésie représente 1’un des critéres de diagnostic du lupus
établi par I’ACR et est survenue chez un patient sur trois lors du suivi de cohortes européennes
et canadiennes. Les atteintes vasculaires et pleurales pulmonaires sont la majeure partie du
temps associées a des défaillances cardiaques ou rénales mais n’engagent pas le pronostic vital
car répondent bien aux traitements. Au contraire de la pleurésie, la pneumonie lupique, qui
comprend fievre, toux, douleur pleurale et dyspnée, peut étre de pronostic fatal avec un taux de
mortalité de plus de 50%. Elle reste cependant assez rare et se manifeste notamment chez les
sujets agés. Au niveau de la vasculature pulmonaire, il est possible d’observer différentes
manifestations. Les événements thromboemboliques, notamment causés par la présence des
anticorps anti-phospholipides, sont assez fréquents et nécessitent des traitements par
anticoagulants. Il est également possible d’observer des vascularites principalement dues a un
phénomeéne de Raynaud. La derniére atteinte vasculaire rencontrée est une hypertension
artérielle pulmonaire qui peut étre d’origine primaire, causée par une atteinte des vaisseaux des
artérioles, ou secondaire et faisant suite & une atteinte cardiaque ou a un accident
thromboembolique.

En plus des atteintes pulmonaires, des manifestations au niveau cardiaque sont
fréquemment retrouvées au cours du LED (Tincani et al., 2006). On dénombre trois grands
types de manifestations cardiaques lupiques. Tout d’abord la péricardite qui représente 1’atteinte
cardiaque la plus étudiée et qui fait partie des critéres de I’ACR. Elle se caractérise par des
douleurs thoraciques, augmentées en position couchée. Elle serait plus fréquente au début de la
maladie et durant les phases de rechute et est généralement d’évolution bénigne. En revanche,
I’atteinte du myocarde, bien que beaucoup moins fréquente, est de plus sévere pronostic car, si
elle n’est pas traitée a temps, elle peut aboutir au décés du patient. Cette myocardite peut en
effet aboutir a une insuffisance cardiaque congestive ainsi qu’a des troubles du rythme et de la
conduction. La derniére manifestation cardiaque que 1’on peut attribuer au LED, est le risque
augmenté d’insuffisance coronarienne et ce notamment en raison de la forte prévalence

d’athérosclérose chez les patients lupiques.

F) Anomalies vasculaires, hématologiques et sérologiques.

Pour terminer, nous allons dans un premier temps aborder les anomalies vasculaires

observables au cours de la pathologie lupique. Elles représentent une importante cause de
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morbidité car peuvent étre responsables d’un grand nombre d’atteintes lupiques citées
précédemment. Le phénomeéne de Raynaud représente 1'une des complications vasculaires
lupiques et est observé chez un patient sur trois (Cojocaru et al., 2011). Ce phénomene peut
affecter les doigts, les orteils, les oreilles et le nez. Il est dii a une mauvaise circulation mais
n’est pas a lui seul représentatif du lupus. Comme citée précédemment, I’hypertension artérielle
pulmonaire est également retrouvée au cours du lupus et est assez fréquente. En plus de ces
deux atteintes, I’on peut noter que les patients lupiques sont plus prompts a développer une
athérosclérose et peuvent présenter de nombreux accidents thrombotiques (ces derniers étant
principalement causés par la présence d’anticorps anti-phopholipides).

Enfin, il est intéressant de noter que le lupus se caractérise par de nombreuses anomalies
hématologiques. En premier lieu, les patients présentent de fortes cytopénies, incluant anémies
(Voulgarelis et al., 2000), thrombopénies et leucopénies (en particulier lymphopénies)
(Hepburn et al., 2010). Les taux circulants de complément sont également anormalement bas
du fait de la consommation du complément (en particulier la fraction C3) lors de la pathologie
(Lloyd et al., 1981) ou de certaines déficiences primaires en complément dues a des anomalies
génétiques (déficience en C1q/C4). De plus, des taux élevés de cholestérol et de triglycérides
sont retrouvés chez les patients et sont en partie responsables de 1’athérosclérose. Pour terminer,
la présence dans la circulation d’anticorps dirigés contre des éléments nucléaires est I'une des
caractéristiques majeures du lupus (bien qu’elle n’en soit pas exclusive). Parmi ceux-ci, on
retrouve des anticorps reconnaissant I’ADNdb (double brin), les histones ou les nucléosomes
(assemblage d’histones et d’ADN) mais également des ribonucléoprotéines (RNP). On retrouve
¢galement des anticorps reconnaissant les globules rouges ou les plaquettes, responsables des
anémies et thrombopénies. Enfin, et méme s’ils ne sont pas spécifiques du lupus, il est possible
de détecter des anticorps anti-phospholipides qui sont notamment responsables de nombreux

événements thrombotiques.

I1I-Les traitements du lupus.

La grande hétérogénéité du lupus et le fait que cette maladie évolue sous forme de
poussées/rémissions en font une pathologie compliquée a traiter. Les traitements peuvent ainsi
varier selon si la maladie est active ou non, et en fonction des différentes atteintes observées
chez le patient. La majorité des traitements ne ciblent pas directement les causes de la maladie
mais agissent sur les symptdmes et ont pour objectifs principaux de prévenir les phases de
poussée, d’empécher la détérioration et la perte de fonction de divers organes (suivant les

atteintes considérées) et d’améliorer la qualité de vie des patients. Ces traitements reposent
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principalement sur I’utilisation de molécules réduisant 1’inflammation comme les corticoides
ou les immunosuppresseurs. Cependant, ces thérapies sont peu spécifiques et présentent de
nombreux effets secondaires (Davis et al., 2017), c’est pourquoi il existe aujourd’hui de plus

en plus d’études visant a développer des thérapies plus ciblées : les biothérapies.

A) Prévention et éducation du patient

La premiere chose a prendre en compte est I’éducation du patient. La survenue parfois
précoce de la maladie et son évolution chronique par alternance de poussées/rémissions
nécessite une bonne information du patient et de son entourage afin de bien garder ces notions
a ’esprit. De plus, les personnes atteintes de lupus, en plus du traitement classique, doivent
adapter leur mode de vie a la maladie. Par exemple, les 1ésions lupiques étant fortement
photosensibles, il est conseillé d’éviter une exposition prolongée au soleil et penser aux
protections comme les lunettes teintées et la créme solaire a indice maximal. Il faudra également
arréter tout tabagisme afin de limiter les risques d’athérosclérose, qui représente un facteur de
mortalité important chez les patients. La contraception est également un facteur a prendre en
considération. Le lupus étant une pathologie pouvant étre modulée par les hormones et aggravée
lors de la grossesse, chaque grossesse doit étre programmée/planifiée chez les patientes
lupiques. Ainsi, I’utilisation de contraceptifs efficaces doit étre envisagée des les début du

diagnostic tout en évitant les contraceptifs a base d’cestrogenes.

B) Les traitements classiques du lupus.

Le traitement de fond du lupus repose sur ’utilisation d’antimalariques de synthése
pouvant étre associés a des anti-inflammatoires non stéroidiens et peut parfois étre complété
par une corticothérapie a faible dose. Dans le cas des formes plus sévéres de lupus, les

corticoides sont systématiquement utilisés et peuvent €tre combinés a des immunosuppresseurs.

1.Traitement des formes mineures du lupus.

Les formes mineures du lupus sont des formes ne présentant que peu d’atteintes et
touchant principalement la peau et les articulations. Ces classes de lupus ne nécessitent pas de
lourds traitements immunosuppresseurs et sont majoritairement traitées par antimalariques,
anti-inflammatoires et parfois des corticoides. Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont
généralement utilisés uniquement dans ces formes peu séveres de lupus car ils impactent la
fonction rénale et sont donc fortement déconseillés chez les patients présentant une néphrite.
Les antimalariques, comme 1’hydroxychloroquine, sont souvent utilisés comme traitement de
fond du lupus. Cette molécule présente peu d’effets secondaires et de nombreux effets

immunomodulateurs et anti-thrombotiques. L’hydroxychloroquine agit notamment sur les
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atteintes cutanées, articulaires et retarde/empéche les phases de poussée (Rainsford et al.,
2015). Elle s’accumule dans les lysosomes et les autophagosomes, diminue leur pH et module
ainsi la présentation antigénique et la production de diverses cytokines inflammatoires, et
contrdle I’activation de TLR9 ("Toll Like Receptor 9") dont nous allons parler plus loin dans
ce chapitre (Partie 1, paragraphe V, B, page 35). De faibles doses de corticoides sont utilisées
afin de traiter les atteintes articulaires et les formes cutanées résistantes aux antimalariques de

synthése.

2.Traitement des formes de lupus présentant des atteintes viscérales.

Ces formes de lupus ne peuvent étre traitées avec ce que 1’on nomme le traitement de
base du lupus. L’atteinte de plusieurs organes comme les reins ou le cceur nécessite 1’utilisation
de traitements plus forts afin de rapidement contréler la poussée lupique et d’éviter un
maximum les dommages pouvant étre engendrés au sein des organes.

Leur traitement est en premier lieu basé sur 1’utilisation de corticoides dont le plus
couramment utilisé est la prednisone. Ils agissent en réduisant 1’activation du systéme
immunitaire et la production de cytokines inflammatoires. Leur dose varie au cours du
traitement, ils sont tout d’abord administrés a forte dose afin de rapidement réduire
I’inflammation et limiter les dommages lors de la phase de poussée, puis ils sont
progressivement réduits (voire arrétés) durant la mise en place de la rémission (Kasturi et al.,
2016). Ils présentent cependant divers effets secondaires comme les troubles digestifs,
I’hypertension artérielle ou les risques augmentés d’infection et de diabéte de type II. Ils doivent
donc étre associés a une modification des habitudes alimentaires et font I’objet d’un suivi
rapproché.

Les formes les plus graves doivent associer les corticoides a des traitements
immunosuppresseurs, c’est le cas, en particulier, des atteintes rénales et cérébrales. Les
immunosuppresseurs présentent de nombreux effets secondaires nécessitant un suivi rigoureux
des patients, ce qui explique leur utilisation restreinte aux formes les plus graves. Parmi ceux-
ci, on retrouve le cyclophosphamide, un agent alkylant qui va bloquer la synthése de I’ADN et
ainsi la prolifération cellulaire (Fassbinder et al., 2015). Il présente des effets secondaires
comme un risque d’infection, une leucopénie, une toxicité au niveau de la vessie et un risque
augmenté¢ de cancer (Singh ez al., 2016). C’est pourquoi il est utilis€ comme traitement
d’induction et est remplacé par d’autres agents lors de thérapies longues. Le cyclosphosphamide
peut étre remplacé par exemple par I’azathioprine, un analogue des purines qui va lui aussi jouer

sur la prolifération cellulaire. L’azathioprine est utilisée chez les patients présentant une atteinte
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rénale mais est également efficace dans le cas de certaines atteintes cutanées, pulmonaires ou
encore lors d’anémies hémolytiques, et permet une diminution des doses de corticoides (Callen
etal.,1991). Le cyclophosphamide peut également étre remplacé par le mycophénolate mofétil.
Ce composé¢ inhibe la synthése des purines et induit une diminution de la prolifération des
lymphocytes ainsi qu’une baisse de la production d’oxyde nitrique par les macrophages
(Allison, 2005). 11 est utilisé pour traiter les formes rénales du lupus et semble moins toxique
que le cyclophophamide et plus efficace que 1’azathioprine (Houssiau et al., 2010). Finalement,
la cyclosporine A peut étre utilisée dans les cas de lupus résistant aux corticoides et
immunosuppresseurs classiques mais seulement en dernier recours du fait de sa toxicité pour

les reins et de son fort métabolisme hépatique (Ogawa et al., 2010).

() Les biothérapies.

Les traitements classiques du lupus présentant de nombreux effets secondaires, de
nombreux efforts ont été fait ces dernieéres années afin de développer des thérapies ciblées
jouant sur des facteurs impliqués dans le lupus (dont une grande partie sera détaillée par la suite

dans le paragraphe V, page 25).

1.Thérapies ciblant les ymphocytes B.

Plus d’un dixieme des thérapies ayant fait I’objet d’un essai clinique dans le cadre du
lupus sont des thérapies ciblant les Lymphocytes B (LB). Elles sont soit directement dirigées
contre les LB afin de les dépléter, soit dirigées contre des molécules importantes pour
I’activation ou la survie de ces lymphocytes. L une des plus connues est le rituximab. Il s’agit
d’un anticorps chimérique constitué du domaine IgG1 humain et de la partie variable murine
reconnaissant la molécule CD20. Cet anticorps induit une déplétion des LB et est déja utilisé
dans le cas de la PR. Cependant, dans le cas du lupus son efficacité se trouve étre insuffisante
car il ne permet pas une déplétion totale des LB du fait de la non expression de CD20 a la
surface des progéniteurs de LB et des plasmocytes (Ehrenstein ez al., 2016). D’autres études
ont alors débuté afin de tenter une déplétion des LB via le ciblage d’autres marqueurs. CD19
est par exemple exprimé a la surface des progéniteurs B et des plasmablastes qui n’expriment
pas CD20 et est, de plus, augmenté chez les patients lupiques (Culton et al., 2007), il représente
donc une cible intéressante. Le MEDI551, un anticorps humanisé dirigé contre CD19, a été
testé dans un modele murin humanisé de lupus (Gallagher et al., 2016) et est actuellement en
essai clinique pour d’autres pathologies auto-immunes comme la sclérodermie ou la sclérose
en plaques (Mei et al., 2012). 11 existe également un anticorps ciblant directement les LB mais

induisant leur modulation plutot que leur déplétion : il s’agit de 1’epratuzumab, un anticorps
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dirigé contre CD22 et qui fait actuellement 1’objet d’études dans le cadre du lupus (Dérner et
al., 2015). Enfin, il existe également une thérapie, qui est aujourd’hui la seule a avoir obtenu
une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et en Europe : le belimumab. Cet
anticorps cible la cytokine BAFF ("B cells Activating Factor"), empéche son interaction avec

son récepteur et réduit ainsi la prolifération et la survie des LB (Vilas-Boas et al., 2015).

2.Thérapies ciblant les cytokines.

Comme dans le cas de BAFF, il est possible de cibler diverses cytokines lors du lupus,
ces dernicres étant souvent dérégulées et jouant un role important dans 1’activation du systéme
immunitaire. La pathologie lupique étant fortement médiée par les interférons de type I (voir
paragraphe V, B, 2, page 38), il existe divers composés, actuellement en essai clinique, ciblant
ces interférons. Parmi eux, on peut citer le sifalimumab (actuellement en phase III) et le
rontalizumab (en phase II) qui sont deux anticorps humanisés dirigés contre 1’interféron a. Le
premier a montré des résultats prometteurs (Khamashta ez al., 2016) tandis que le second n’est
efficace que chez les patients ayant une faible signature interféron (Kalunian ez al., 2016). 11
existe également des thérapies ciblant le récepteur aux interférons de type I (au lieu de la
cytokine elle-méme). C’est le cas de I’anifrolumab dont les résultats de phase II sont
prometteurs (Furie et al., 2017). On retrouve également des traitements ciblant d’autres
cytokines impliquées dans le lupus. Ainsi, ’IL6 a été ciblée par des thérapies utilisant un
anticorps humanisé dirigé contre son récepteur : le tocilizumab, ou plus récemment, un
anticorps dirigé contre I’IL6 elle-méme, le sirukumab. De la méme manicre, il existe des
thérapies ciblant le TNFa ("Tumor Necrosis Factora") (etanercept ou infliximab). Ces divers
traitements n’ont cependant pas toujours montré autant d’efficacité qu’attendu (Davis et al.,
2017). En revanche, I’administration d’IL2 a des patients en vue de restaurer les fonctions des

Lymphocytes T (LT) régulateurs est une voie trés prometteuse (He et al., 2016).

3.Thérapies ciblant la co-stimulation et immunomodulatrices.

Enfin, il existe, outre les thérapies précédemment décrites, des traitements qui vont
cibler les molécules de co-stimulation ou induire une modulation de I’activité¢ des cellules
immunitaires afin de réduire la réponse immunitaire adaptative pathogénique au cours du lupus.
L’abatacept, par exemple, est une molécule de fusion entre une IgG1 et la molécule CTLA4
("Costimiulatory molecule cytotoxic T Tymphocyte associated Antigen 4"). Cette molécule co-
inhibitrice se lie a CD80 et CD86 et induit des signaux inhibiteurs chez les LT. Elle a
actuellement une autorisation de mise sur le marché dans le cas de la polyarthrite et semble

¢galement exercer des effets bénéfiques en cas de lupus (Furie et al., 2014). La voie
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CD40/CD40L étant importante pour les interactions entre les LB et LT, en particulier au niveau
du centre germinatif pour la génération des anticorps de forte affinité, elle a fait I’objet de divers
ciblages dans le cas du lupus. Un anticorps ciblant CD40L a été testé mais rapidement stoppé
du fait de la survenue d’événements thrombotiques (Patel et al., 2008). Une nouvelle version,
dépourvue de partie constante, ne produit pas cet effet indésirable et est actuellement en phase
I d’essai clinique (Tocoian et al., 2015). D’autre thérapies ciblant ICOSL ("Inducible T cell
COStimulator Ligand") sont également en cours d’étude chez les patients lupiques (Sullivan ez
al., 2016). Enfin, notre laboratoire est a 1’origine du lupuzor, un peptide de 21 acides aminés
provenant de la ribonucléoprotéine U1-70K, phosphorylé a la position Ser140 (Monneaux et
al., 2003). Il montre un effet thérapeutique intéressant sur le modele murin MRLIpr/lIpr et sur
les PBMC ("Peripheral Blood Mononuclear Cells") de patients lupiques ex vivo, en exercant un
effet tolérogénique et immunomodulateur (Zimmer et al., 2013). L’essai clinique de phase 111

réalisé récemment a malheureusement généré des résultats décevants.

IV-Lel t une pathologie multifactoriell

Aujourd’hui encore, les causes exactes de la pathologie lupique ne sont pas clairement
¢tablies. En revanche, de nombreuses études ont permis de mettre en lumiére des facteurs
prédisposant a la maladie. Comme pour de nombreuses pathologies, que ce soit d’autres
maladies auto-immunes ou des cancers, il n’est pas possible de définir un seul facteur comme
étant a 1’origine du développement de la maladie. Ce sont diverses mutations/prédispositions
génétiques qui, dans le contexte d’un environnement bien particulier, vont pouvoir s’exprimer
pleinement et mener a la rupture de tolérance et a la suractivation du systéme immunitaire (inné
comme adaptatif) aboutissant ainsi aux divers dommages tissulaires et d’organes que 1’on

retrouve lors de la pathologie lupique (Figure 4).

A) La génétique du lupus.

En premier lieu, ce sont les prédispositions génétiques qui entrent en ligne de compte.
De nombreux mode¢les animaux ont permis de mettre en évidence que la mutation d’un géne ou
d’un ensemble de génes pouvait mener au développement de maladies de type lupus. Chez
I’homme, des mutations d’un seul géne (cas plutdt rares de lupus monogéniques, mutation de
genes impliqués dans la voie du complément) ou d’un ensemble de génes sont associées au
développement du lupus. De plus, il est possible d’observer des formes familiales de la
pathologie lupique avec de forts taux de concordances entre jumeaux monozygotes (Alarcon-
Segovia et al., 2005). Des ¢tudes de "Genome-Wide Association Study" (GWAS) ont permis

d’associer la mutation dans de nombreux genes avec le développement du LED (Teruel et al.,
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Figure 4 : La spirale lapbguse infermale,

Les indivadus avee un cenain nombre de poalymorphismes génétiques sont davamage susceptibles de développer un
lupus. Towefois, ces prédispositions pladtiques doivent dre combindes avec un cemain nombee de factewrs
envirpanementaus afin d miber & survenwe de la maladie. Ces divers facteurs engendirent un excés d apoptose el
"activation du sysbéme immanitaine neé avec motamment la production d'inerférons, le relargage de cytokines
pro-inflammacoires 1 la présenation d'anbipénes aux cellules de 'immuanieé adaprative, Lactivanon du systéme
immamitaire adaptant va mener a la producton d auto-anticorps antineclEares pouvant former des complexes immans
capables o activer le systénie mmuniaire adaptaif (en particulier par la vose des TLR). Ces complexes immwuns
permettent non seulement de créer une boucle d amphfication menant i 'activaton d"an nombne crossand de cellubes
muboréaciives, maes vont égabement s rlépmc-r dans les organesisss (pea, rein, ooewr, pourman.,. ) ef engendrer bes
drverses atginies clinigques lapiques (d apres Lim e ol 20033,

2016). Ces mutations correspondent au remplacement d’un nucléotide par un autre au niveau
de la séquence du géne considéré, ou parle alors de "Single Nucleotide Polymorphism" ou SNP.
De nombreux SNP ont été associés au lupus mais sont également retrouvés dans d’autres
pathologies auto-immunes comme par exemple les mutations dans les génes codant pour
PTPN22 ("Protein Tyrosine Phosphatase, Non receptor type 22") et STAT4 ("Signal
Transducer and Activator of Transcription 4") que 1’on retrouve dans la PR et le diabéte de type
1. Ces SNP, divers et variés, ne sont pas tous partagés équitablement entre les différentes ethnies
touchées par le lupus mais I’on peut globalement les classer en trois grandes familles : les
mutations affectant la clairance des complexes immuns et des corps apoptotiques, les mutations
conduisant a une activation excessive du systéme immunitaire inné (TLR et voie des interférons

(IFN)) et enfin les mutations causant des anomalies au niveau du systéme immunitaire adaptatif
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(Figure 5). Ces diverses classes de mutations contribuent a la survenue et au développement
du LED et participent aux différentes atteintes que 1’on observe au cours de cette pathologie

(Ceccarelli et al., 2015).

Lamphagyie I

Figure 5 : Les genes de susceplibilitd et leur rale dans le développement du lupes,

Il existe de nombrews logi assecids au développement du LED. On retrouve des muiations dans bes génes impliqués dans
la clairsnee des corps apoptotiques of des complexes immuns (eadre joune). La mavvaise fliminmion des corps
apoplotigues entraine une augmentation de 1AL exira-cellulzire e permet une activation de immiumild innée. Des
gemes impluguds dans cotle demidre sonl Sgalement mulds au cours du lupus. O retrouve des mutatons impliguces dans
la vode des interférons, la phagocytose mais également dans I"activation globale des cellules de I'immunité innde et leur
capacifé i présenter antigéne aux cellules du systéme immunitaire adaplatil (cadre blew). Concemnant I'immumité
sdapiative, il existe de nombreax polymorphismes dans le bocus du CMH qui vont slors influencer ln présentation aux LT,
En phs de ces mutations, il en <xiste de mombrensces antres qui imfheent sor 'sctivation, In signalisation ot ba
reconnaissarce par les oellules du systéme immumilaine adaptatil (cadre rouge), aboutissant & une rupue de lobkérance ¢
4 la production 4" suto-anthcomps. ([Vapres Lio & of, 20012).

1.Mutations dans la voie de clairance des corps apoptotiques et des complexes

immuns.

Si on s’intéresse a 1’¢limination des complexes immuns, la premiére famille de
molécules a considérer sont les récepteurs reconnaissant la partie constante des
immunoglobulines (Ig). Il existe des mutations dans les génes codant pour les récepteurs liant
la partie constante des anticorps de type IgG (RFcy). Ces derniers permettent de faire le lien
entre les anticorps/complexes immuns et les cellules immunitaires les exprimant. Des mutations

ont été retrouvées au niveau du géne codant pour le récepteur RFcylla, ces mutations diminuent
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sa capacité a lier les IgG et donc la capacité des cellules les exprimant a éliminer les complexes
immuns. Un autre récepteur, le RFCyllb, est le seul de cette famille a aboutir a un signal
inhibiteur lorsqu’il se lie aux IgG et joue de ce fait un role fondamental dans I’inhibition/le
contrdle de I’activation des lymphocytes B. Il apparait donc clair que la mutation du géne codant
pour ce récepteur peut induire une rupture de tolérance au niveau des LB. Cela a été¢ démontré
dans des mode¢les murins ou 1’absence totale de ce récepteur chez la souris C57BL/6 conduit a
I’apparition d’une auto-immunité accompagnée de la production d’auto-anticorps et du
développement d’une glomérulonéphrite (Bolland et al., 2000). De plus, I’expression du-dit
récepteur a été montrée comme étant diminuée chez des modéles murins de lupus (Rahman et
al., 2007).

Dans le cas de I’¢limination des corps apoptotiques, I’on peut s’intéresser a I’exemple
de la mutation de 7rex/. Ce geéne code pour la protéine TREX1, appelée également DNaselll,
qui correspond a une exonucléase impliquée dans le stress oxydant et 1’apoptose. Des SNP ont
¢té retrouvés au niveau de ce gene et montrés comme associés au LED (Lee-Kirch et al., 2007).
Ces mutations entrainent un défaut d’expression du géne et vont donc aboutir a une diminution
de dégradation de I’ADN. Cet ADN non dégradé va permettre I’activation de I’immunité innée,

des cellules auto-réactives et mener a la production d’auto-anticorps.

2.Mutations dans les voies de I’immunité innée.

On retrouve également dans le LED des SNP aux niveau de génes impliqués dans
I’immunité innée (Figure 5). Nous allons en voir deux exemples dans ce paragraphe.

Tout d’abord, I’'une des voies de I'immunité innée qui est trés fortement associée au
lupus est la voie des IFN. En effet, plus de la moiti¢ des variants associés au lupus se retrouvent
impliqués dans la voie de I’interféron (Bronson et al., 2012). Cette voie fait intervenir de
nombreux facteurs de transcription dont les "Interferon Regulatory Factors" ou IRF. Ces
derniers jouent un réle non seulement dans la production des IFN mais également dans la
réponse a ces derniers. Des mutations dans le géne /rf5, codant pour le facteur de transcription
IRFS5, ont été associées au LED (Lazzari et al., 2014). Ces derniéres entrainent une
augmentation de la synthése et de la stabilit¢ de I’Acide RiboNuclé¢ique messager (ARNm)
d’Irf5, aboutissant alors a une prolongation de la réponse inflammatoire et a une rupture de
tolérance. En plus de cela, IRF5 a été¢ décrit comme impliqué dans la différenciation des
macrophages, la commutation de classe en IgG et le processus d’apoptose. Ces autres fonctions
peuvent également expliquer pourquoi la mutation de son géne peut jouer un rdle dans le

développement de la pathologie lupique. Un second exemple de géne de I’immunité innée dont
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la mutation favorise la survenue du lupus est /tgam. 1l code pour la protéine "InTeGrin subunit
alpha M" (ITGAM) qui est une sous-unité du récepteur au complément (CR, "Complement
Receptor") 3 se trouvant exprimé par les polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les
cellules dendritiques (DC). Ce récepteur joue un role dans la phagocytose, via I’opsonisation
par les molécules du complément, et dans 1’adhésion des leucocytes. Des SNP dans ce géne
sont associés au développement du lupus, ils induisent une déstructuration du récepteur CR3
engendrant une perte d’affinité de ce dernier et une diminution de la phagocytose (Roberts e?

al., 2014).

3.Mutations affectant 'immunité adaptative.

Le lupus étant une pathologie fortement médiée par les auto-anticorps et les complexes
immuns, il apparait clairement que des mutations provoquant des dysfonctionnements au
niveau de I’immunité adaptative peuvent jouer un role dans le développement de la pathologie
(Figure 5).

Des mutations dans les génes impliqués dans le développement et la signalisation des
LB sont en grande partie responsables de la rupture de tolérance et de la production massive
d’auto-anticorps caractéristiques du lupus. Le géne codant pour la protéine "B Lymphocyte
Kinase" (BLK) en est un exemple. Cette protéine est impliquée dans la signalisation du BCR
("B cell Receptor") et le développement des LB. Divers SNP ont pu étre associés a une
diminution de BLK et au développement du lupus (Hom et al., 2008). Ces derniers réduisent
I’activité du promoteur du géne codant pour BLK, diminuant ainsi son expression. Le lien entre
cette diminution de BLK et le développement de la pathologie n’est pas totalement élucidé mais
cela semblerait affecter le processus de tolérance des LB et serait responsable d’une
accumulation de lymphocytes du type B1 accompagnée d’une augmentation des auto-anticorps
et d’une infiltration des reins par ces LB (Wu et al., 2015).

Outre les LB, les lymphocytes T jouent également un role dans la mise en place de
I’immunité adaptative et dans le développement du lupus. Ces derniers s’activent suite a la
reconnaissance par le TCR ("T Cell Receptor"), exprimé a leur surface, du complexe peptide-
Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢é (CMH) présent a la surface de toutes les cellules
nucléées (CMH de classe I) ou des cellules présentatrices d’antigéne professionnelles (CMH de
classe II). Cette reconnaissance donne lieu, via la signalisation du TCR, a I’activation, la
prolifération et la différenciation de ces LT. Des polymorphismes dans le locus du CMH vont
donc influencer la présentation de peptides aux LT, moduler leur activation et influer sur la

réponse immunitaire. I est donc évident que ces polymorphismes jouent un réle primordial
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dans la rupture de tolérance des LT au cours du lupus. C’est ce qui a ét¢ montré chez ’'Homme :
de nombreuses mutations ont été retrouvées au locus du CMH et ce dernier est celui qui montre
la plus forte association avec la pathologie lupique, en particulier HLA-DR3 et HLA-DRS
(Smolen et al., 1987).

B) Le role de I’épigénétique dans le développement du LED.

Bien que le role des génes de susceptibilité dans la survenue de la maladie lupique
(comme dans d’autres pathologies auto-immunes) soit clairement établi, la génétique a elle
seule ne peut pas expliquer la survenue du lupus et que d’autres facteurs tels que I’épigénétique
entrent en jeu (Bjorsson et al., 2002). L’une des preuves de son importance vient du fait que la
concordance n’est que de 60% au maximum entre jumeaux monozygotes concernant le LED
alors que ces individus partagent strictement le méme patrimoine génétique. Et c’est 1a que
I’épigénétique prend tout son sens: elle consiste en effet en des modifications stables et
héritables ne faisant intervenir aucune modification de la séquence d’ADN et qui peuvent varier
au sein d’'un méme étre vivant. L’épigénétique comprend les modifications de I’ADN (par
méthylation), les modifications des histones et la modulation de 1’expression génique par

I’intervention de petits ARN régulateurs.

1.Les modifications de I’ADN au cours du lupus.

Les modifications épigénétiques touchant directement les brins d’ADN consistent en la
méthylation et la déméthylation de I’ADN et font intervenir des enzymes nommeées "DNA
Methyl-Transferases" ou DNMT. Elles permettent le transfert de groupements méthyl sur les
brins d’ADN, en particulier au niveau des lots CpG, entrainant une répression de I’expression
de la transcription. Dans le cadre du LED, il a été¢ montré que des LT isolés du sang de patients
lupiques présentaient une hypométhylation de I’ADN (Richardson et al., 1990). Toujours en
faveur de cet argument, il a ét¢ démontré que des drogues agissant sur le niveau de méthylation
de ’ADN, plus précisément en induisant une diminution du niveau de méthylation, pouvaient
mener au développement une pathologie du type lupus-like. Concernant les LT de patients
lupiques, des études ont montré que ce changement du statut de méthylation était associé a une
augmentation d’expression de certains genes. Par exemple, cette baisse de méthylation est
associée a une augmentation d’expression du gene codant pour la perforine chez les LT CD
(Cluster de Différenciation) 4" et serait donc partiellement responsable de la destruction
autologue des monocytes (Kaplan et al., 2004). Un autre exemple chez ces LT est
I’augmentation d’expression du géne codant pour CD70 qui aboutit a une augmentation de la

stimulation des LB (Lu et al., 2005). Pour terminer, il a ét¢ démontré qu’une déméthylation au
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niveau du géne codant pour CD40L, situé sur le chromosome X inactif, permet sa réactivation

dans les LT de patients atteints de lupus (Lu et al., 2007).

2.Les modifications des histones influencent ’expression de génes au cours du LED.

Le second type de modification épigénétique ne se fait pas directement sur I’ADN mais
au niveau de protéines qui lui sont étroitement associées : les histones. Ces dernicres s’associent
a ’ADN sous forme d’octameére pour former ce que 1’on appelle des nucléosomes (ensemble
ADN+octamere d’histones) qui constituent 1’unité de base de la chromatine. Cette chromatine
peut étre sous forme condensée (hétérochromatine) ou relachée (euchromatine). Le niveau de
compactage de la chromatine influence I’expression des genes : 1’hétérochromatine est plutot
associée a des geénes peu/pas exprimés (ex: centromeres et télomeres au niveau des
chromosomes) tandis que la forme euchromatine correspond a un état de transcription active.
Cette modification d’état de la chromatine est influencée par la modification post-
traductionnelle des histones. Ces modifications correspondent principalement a des
méthylations, des acétylations et des phosphorylations, ces derniéres vont changer la charge
globale de I’histone (chargée positivement) et donc moduler son interaction avec I’ADN
(chargé négativement). L’acétylation des lysines des histones est majoritairement associée a
une transcription active. Dans le cas des méthylations des lysines et arginines, elles peuvent
correspondre a la fois & une répression ou une activation de la transcription en fonction de
I’histone et de I’acide aminé considéré. Concernant le lupus, de fagon similaire a la méthylation
de ’ADN, les LT CD4" de patients présentent une hypoacétylation des histones H3 et H4 ainsi
qu’une hypométhylation de la lysine 9 de I’histone H3 (Hu et al., 2008). 11 est é¢galement
possible d’observer, chez les patients lupiques, le développement d’auto-anticorps
reconnaissant certaines modifications d’histones (comme 1’acétylation de 1’histone H2B) dont
les taux correlent avec I’activité de la maladie (Dieker et al., 2016). Chez la souris, il a été
montré que 1’inhibition des histone désacétylases chez un modele murin de lupus (la souris
NZB/W) améliorait les symptomes lupiques dont la protéinurie et diminuait la proportion des
lymphocytes Th17 ("T Helper 17") au profit de celle des LT régulateurs et d’une augmentation
d’acétylation au niveau du locus codant pour Foxp3 ("Forkhead box P3", facteur de
transcription spécifique des T régulateurs (Treg)) (Regna et al., 2014). Par ailleurs, des études
de transcriptomique sur les LT de patients ont montré que le phénomene inverse pouvait
également étre impliqué dans la pathologie lupique. Ces études ont montré qu’une
augmentation de 1’acétylation de certaines histones était associée a une augmentation

d’expression de divers genes tels que I’interleukine 17 (IL17) et le "Tumor Necrosis Factor
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alpha" (TNFa), que 1’on connait comme impliqués dans la physiopathologie du lupus
(Apstolidis et al., 2013). Un dernier exemple concerne cette fois-ci, une augmentation de
méthylation des histones. Une augmentation de la tri-méthylation de la lysine 27 sur I’histone
H3 va aboutir a une diminution de I’expression de Hpkl. Ce géne code pour la protéine
Hematopoietic Progenitor Kinase 1 qui est une kinase activée suite a I’engagement du TCR,
régule négativement 1’activation des LT et permet de contrdler les réponses immunitaires T
dépendantes. La diminution de I’expression de HPK1 aboutit donc a une hyperactivation des

LT et a une augmentation de la stimulation des LB (Zhang et al., 2011).

3.Les microARN et le lupus.

En plus des modifications directes de I’ADN ou des histones, I’expression des genes
peut étre controlée par de petits ARN non codant régulateurs. Chez les mammiferes, les
principaux ARN régulateurs impliqués dans la régulation de 1’expression génique sont les
micro-ARN. Ces derniers sont de petits ARN longs de 21 a 25 nucléotides capables de moduler
I’expression des geénes en affectant soit la stabilité de I’ARNm et en induisant sa dégradation,
soit en empéchant la traduction de cet ARNm. Un nombre croissant de publications a démontré
leur importance dans la régulation des réponses immunitaires et dans la survenue de maladies
auto-immunes. Concernant le LED, des études ont montré que les PBMC provenant de patients
lupiques présentent une diminution de I’expression du micro-ARN 146a (miR-146a). Ce
dernier est induit par de nombreux stimuli inflammatoires et agit comme un rétrocontrole
négatif afin de diminuer 1’inflammation et de stopper la réponse immunitaire. Etant capable de
réguler des facteurs tels qu’IRF5 et STATI, la diminution de ce micro-ARN en conditions
lupiques meéne a une activation accrue de la voie des IFN de type I dans les PBMC et contribue
ainsi a la signature interféron que I’on observe au cours de la maladie (Tang et al., 2009).

A Dinverse, d’autres micro-ARN sont augmentés au cours du LED. Le micro-ARN
miR-21 a ét¢ impliqué dans de nombreux processus pathologiques dont le développement de
tumeurs, et a été décrit comme augmenté dans les LT CD4" circulants chez les patients lupiques.
Cette hausse d’expression engendre une hyperprolifération des LT, une augmentation de
I’expression de CD40L et de I'IL10, et aboutit a une plus forte capacit¢ d’aide a la
différenciation des LB en plasmocytes (Stagakis et al., 2011). L altération de 1’expression de
ce micro-ARN participe donc a I’apparition du phénotype activé des LT au cours du LED et au
développement de réponses B aberrantes. Un autre micro-ARN, a savoir le miR-155, semble
avoir la faculté de réguler négativement 1’enzyme AID ("Activation-Induced cytidine

Deaminase") (Zan et al., 2013) ce qui suggererait plutdét une diminution de ce dernier en
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conditions lupiques étant donné la forte activité d’AID au cours de cette maladie. En réalité,
contrairement a ce que I’on peut penser, le miR-155 se trouve étre en fait, comme le miR-21,
augmenté en cas de lupus. Ce dernier est augmenté dans les Treg chez la souris MRL/Ipr ce qui
expliquerait en partie leur faibles capacités suppressives (Divekar et al., 2011), de plus, sa
suppression permet de diminuer la réponse pathogénique médiée par les auto-anticorps chez ce
mode¢le murin (Thai et al., 2013). De plus, dans un modéle de glomérulonéphrite a croissant,
ce micro-ARN semble médier la réponse Th17 pathologique (Krebs ef al., 2013). Au vu de ces
différents résultats, le miR-155 pourrait étre impliqué dans la balance Th17/Treg qui se trouve
étre altérée au cours du lupus (point qui sera détaillé plus tard dans ce manuscrit)

Pour finir, les LB peuvent également présenter une dérégulation intrinséque de certains
micro-ARN. L’un d’entre eux, le miR-1246, a été démontré comme diminué dans les LB de
patients présentant un lupus. La diminution de 1’expression de ce micro-ARN engendre une
baisse de la dégradation de ’ARNm du facteur EBF1 ("Early B Cell Factor 1") (Luo et al.,
2015). Ce dernier étant impliqué dans le développement, I’activation et la prolifération des LB,
son augmentation en condition lupique contribue a I’hyperactivation des LB qui est I’une des

caractéristiques de la pathologie.

C) Les facteurs environnementaux impliqués dans le développement du LED.

Méme si ’on connait de nombreux génes prédisposant au lupus et que le role de
I’épigénétique n’est plus a démontrer, d’autres facteurs environnementaux peuvent favoriser la
survenue du lupus en jouant sur I’expression des génes ou les modifications épigénétiques ou
en activant directement le syst¢tme immunitaire de manicere non contrdlée. Ces facteurs sont
nombreux et comprennent divers agents physico-chimiques mais également des agents

biologiques intrinséques et extrinséques comme les hormones et les pathogenes (Figure 6).

1.Les rayonnements ultraviolets.

Les ultraviolets (UV) peuvent jouer de nombreux roles : bien qu’ils soient nécessaires
pour la production de vitamine D, ils présentent de nombreux effets néfastes dont leur capacité
a induire la mort cellulaire ou des mutations au niveau de I’ADN. Les patients lupiques
présentent une photosensibilité non négligeable et sont en particulier sensibles aux UVA et
UVB. Ces rayonnements participent au développement des atteintes cutanées et peuvent induire
des poussées de la maladie (Bijl ez al., 2006). Ils sont impliqués dans la physiopathologie du
lupus par deux effets principaux. Premiérement, de par leur capacité a induire des cassures
double-brin au niveau de I’ADN, ils présentent un effet mutagéne non négligeable et peuvent

donc étre responsable de 1’apparition de mutations prédisposant au lupus. Leur autre role dans
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le développement du lupus est que les UV peuvent induire 1’apoptose des kératinocytes (et
d’autres cellules dans le derme) ce qui permet le relargage de nombreux auto-antigénes ainsi
que de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation (Caricchio ez al., 2003). En effet, a
faible dose ces rayons UV induisent une apoptose normale ne s’accompagnant pas de réponse
inflammatoire, en revanche a plus forte dose il y a augmentation de la fragmentation de I’ADN,

augmentation de la sécrétion d’IL1, le tout pouvant méme aboutir a la nécrose.
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2.La cigarette et les polluants.

De nombreux agents chimiques sont connus pour avoir des effets sur la susceptibilité a
développer un lupus, tels que I’exposition a la fumée de cigarette ou divers polluants.
Concernant la fumée de cigarette, méme si les études ne sont pas totalement claires, il y aurait
un lien entre le fait de fumer et le risque de développer un lupus (Costenbader et al., 2005).

L’exposition a la fumée de cigarette semble induire une augmentation de 1I’expression de CD95
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a la surface des LB, de CD4 a la surface des LT ainsi que des cytokines pro-inflammatoires,
participant ainsi a la forte activation du systéme immunitaire observée lors du lupus (Arnson
etal., 2010).

Outre la fumée, divers polluants peuvent favoriser la survenue d’un lupus. Les
personnes travaillant dans le milieu rural peuvent étre exposées aux cristaux/a la poussiére de
silice. Ces derniers sont connus comme agissant tels que des adjuvants et induisent la
production d’IL1 et de TNFa, les personnes exposées ont alors plus de risques de développer
un lupus que celles qui ne I’ont jamais été (Finckh et al., 2006). Un autre composé, le mercure,
est capable d’induire un stress oxydant chez les LT et peut engendrer leur apoptose. Il n’est
alors pas étonnant qu’il ai ét€ montré comme capable d’induire la production d’auto-anticorps
antinucléaires et le dépot de complexes immuns au niveau du mésangium chez des souris
génétiquement susceptibles (Abedi-Valugerdi ez al., 2000). De maniére intéressante, les
mineurs d’or brésiliens qui ont été exposés au mercure, présentent des taux plus élevés d’auto-

anticorps antinucléaires que le reste de la population (Gardner et al., 2010).

3.Les agents pathogénes.

En plus des agents physiques et chimiques, des agents biologiques peuvent également
participer a la mise en place de la maladie lupique. Il a par exemple ét€¢ montré que la
séropositivité pour le virus d’Epstein Bar (EBV) était plus élevée chez les adultes ou les enfants
atteints de lupus que dans le reste de la population (James et al., 1997). Ces pathogeénes peuvent
agir sur la survenue du lupus par trois mécanismes principaux. Le premier correspond au
mimétisme moléculaire, cela se produit lorsqu’il y a une forte ressemblance (au niveau de la
structure ou de la séquence) entre les antigénes du virus et certains antigénes du soi. Les
anticorps dirigés contre le virus vont alors étre capables de reconnaitre des éléments du soi et
induire une rupture de tolérance. Dans le cas de ’EBV, il y a des épitopes communs entre la
protéine EBNA-1("Epstein-Barr virus nuclear antigen-1") du virus et les protéines Sm (Smith)
et Ro (Harley et al., 2006), I’infection virale va donc potentialiser la production des auto-
anticorps anti-Sm et anti-Ro. Il existe d’ailleurs une association entre les taux d’anticorps
dirigés contre des composants du virus et les taux d’anticorps anti-ADNdb (Chougule et al.,
2018). Le second mécanisme est nommé activation "bystander", cela se produit lorsque les
cellules de I'immunité innée (telles que les cellules présentatrices d’antigéne) sont activées par
les pathogénes, elles vont alors relarguer des cytokines et créant un environnement
inflammatoire qui va potentialiser 1’activation des cellules auto-réactives. Un exemple de ce

phénomene est qu’une infection bactérienne chronique est suffisante pour activer les cellules
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auto-réactives qui, en présence de leur antigéne, pourront entamer le processus de maturation
d’affinité (Jung et al., 2016). Et enfin, le dernier mécanisme est appelé "epitope spreading", il
correspond a la diversification de la spécificité des épitopes reconnus lors de la réponse
immunitaire sans qu’il y ait besoin de mimétisme moléculaire. La réponse immunitaire initiale,
qui est dirigée contre un nombre restreint d’épitopes, va engendrer une inflammation aigue et
des dommages tissulaires permettant alors le relargage et la présentation d’antigénes qui
n’étaient pas initialement ciblés par la réponse immunitaire (en particulier des antigeénes du soi).
Un autre exemple de virus est celui du cytomégalovirus (CMV) qui induit une production
d’anticorps antinucléaires par mimétisme moléculaire et "epitope spreading" (Soderberg-
Nauclér et al., 2012). Ce virus est également capable d’induire une réponse inflammatoire dans

les LT de patients lupiques (Janabhi et al., 2018).

4.Les médicaments et les hormones.

Pour finir nous allons aborder le réle de la médication et des hormones dans le
développement du LED.

Pour commencer, il existe des lupus que l’on qualifie de médicamenteux. Ils
correspondent a des lupus déclenchés par la prise médicamenteuse que ce soit dans le cadre
d’un traitement pour une autre pathologie auto-immune ou non. Un premier exemple est celui
du procainamide. Cette molécule est utilisée pour ses propriétés anti-arythmiques mais est
¢galement capable d’induire une baisse de méthylation dans les LT (Scheinbart et al., 1991)
et de déclencher ainsi la survenue d’une pathologie de type lupique. Un autre exemple trés
connu est celui de 'utilisation des anticorps anti-TNFa (etanercept). Le blocage de cette
cytokine pro-inflammatoire permet de diminuer la réponse inflammatoire aigiie et de rétablir
une homéostasie normale, il est entre-autres utilisé dans le cadre du traitement de la PR.
Cependant, I’utilisation de ces anti-TNF induit la production d’auto-anticorps et en particulier
anti-ADN et anti-cardiolipine et peut étre responsable de la survenue d’un lupus (Zhu et al.,
2010).

Enfin, il est bien connu que la pathologie lupique touche préférentiellement les femmes,
cela peut bien sir étre attribué a la génétique (réactivation/duplication de certains genes sur le
chromosome X) mais les hormones jouent également un réle non négligeable dans ce
dimorphisme sexuel. Un premier ¢lément allant dans ce sens est que les femmes atteintes de
lupus ne le déclarent qu’aprés la puberté et en général avant la ménopause. Ensuite, les
hormones males présentent des fonctions en faveur de I’immunosuppression, d’ou un potentiel

effet protecteur. Pour finir, des études ont démontré le potentiel immunostimulateur des
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hormones femelles et notamment des cestrogenes. Cela a été démontré chez des souris lupiques
NZB/W n’exprimant pas le récepteur aux cestrogenes, ces dernicres présentent une diminution
des auto-anticorps anti-histones, anti-ADNdb, une néphrite atténuée ainsi qu’une survie accrue
(Bynoté et al., 2008). 11 a également ét¢é montré que les cestrogénes étaient capables
d’augmenter la calcineurine et ainsi d’augmenter I’expression de CD40L a la surface des LT de

patients lupiques (Rider ef al., 2001).

V-La physiopathologie du lupus.

Les causes du lupus étant multiples, il est difficile d’établir un schéma clair concernant
la mise en place de la pathologie. Il est clair que ce sont diverses prédispositions génétiques qui
en se combinant a différents facteurs environnementaux influencent la survenue de la maladie
lupique (Figure 4). En premier lieu, ces différents facteurs meénent a un exces d’apoptose qui,
combiné a un défaut de clairance des corps apoptotiques et des complexes immuns, permet le
relargage et I’exposition de nombreux signaux de danger et d’auto-antigénes (tel que I’ADN)
et a la mise en place d’un environnement inflammatoire. Ces divers signaux vont permettre
d’activer la premicere ligne de défense que représente I’immunité innée. La reconnaissance des
signaux de danger, comme les acides nucléiques, par les cellules de I’immunité innée va mener
a leur activation, amplifiant d’une part la réponse inflammatoire mais permettant ¢galement la
présentation d’antigénes aux cellules de I’'immunité adaptative. L’activation des LT et LB
autoréactifs va permettre la génération d’une réponse dirigée contre les auto-antigénes
désormais accessibles avec notamment la production d’auto-anticorps qui formeront des
complexes immuns et qui vont non seulement participer aux nombreux dommages tissulaires

mais également amplifier la réponse immunitaire.

A) Régulation anormale de ’apoptose et exposition de ’ADN.

En situation physiologique, 1’apoptose est une mort cellulaire programmeée qui permet
de maintenir I’homéostasie tissulaire et empéche la survie de cellules qui auraient accumulé
trop de dommages/mutations et deviendraient dangereuses pour I’organisme (Elmore, 2007).
Le processus d’apoptose met en jeu une contraction des cellules, une condensation du noyau et
une fragmentation de I’ADN, le tout menant a la formation de structures nommeées corps
apoptotiques, dans lesquels sont empaquetés les acides nucléiques et autres composants
cellulaires et qui seront éliminés par phagocytose sans provoquer d’inflammation ou de réponse
immunitaire (Voll et al., 1997). Elle peut étre induite par de nombreux signaux extra comme
intracellulaires et fait intervenir les protéines de la famille des caspases qui vont alors cliver de

diverses protéines impliquées dans divers processus dont la fragmentation de I’ADN. Bien
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qu’étant un processus nécessaire, une dérégulation de I’apoptose peut avoir des conséquences

néfastes pour 1’organisme.

1.Apoptose excessive en conditions lupiques.

Lorsque les cellules apoptotiques sont en nombre restreint, les corps apoptotiques sont
facilement ¢liminés par les macrophages au niveau du lysosome et cette ¢élimination
s’accompagne d’une sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme le TGFp
("Transforming Growth Factor beta") ou I’IL10. En revanche lorsque les cellules apoptotiques
se retrouvent en exces, les corps apoptotiques ne peuvent pas étre éliminés suffisamment
rapidement et évoluent alors vers un stade de cellules nécrotiques secondaires qui sont quant a
elles, caractérisées par une perte de 1’intégrité de la membrane plasmique et qui vont donc
permettre le relargage du contenu cellulaire et ’activation de I’inflammation et du systeme
immunitaire (Wyllie et al., 1980).

De nombreux facteurs peuvent contribuer a la survenue d’une apoptose excessive. En
premier lieu, comme mentionné précédemment (paragraphe IV-C-1, page 21), une exposition
a de fortes doses de rayonnements UV va induire une apoptose massive des kératinocytes qui
ne pourra plus étre suffisamment prise en charge et aboutira au relargage du contenu cellulaire
et a une inflammation (Caricchio et al., 2003). Les infections par divers pathogeénes peuvent
¢galement contribuer a 1’apoptose excessive en induisant directement 1’apoptose par la
production de composés pro-apoptotiques tels que des protéines formant des pores dans la
membrane ou des enzymes actives dans le cytosol de la cellule hote (Weinrauch et al., 1999)
ou indirectement par la reconnaissance et la lyse des cellules infectées par le systéme
immunitaire. De plus, de nombreuses protéines impliquées dans le processus d’apoptose ont été
démontrées comme surexprimées au cours du lupus telles que Fas, Bax ("BCL2-Associated X
protein") ou encore la caspase 3 (Cui et al., 2012). Un exemple en particulier est celui de la
protéine p53, cette derniére est augmentée en réponse au stress et notamment aux dommages a
I’ADN. Elle agit alors en arrétant le cycle cellulaire le temps que les mécanismes de réparation
de I’ADN puissent officier ou, si les dégats sont trop importants, elle déclenche le processus
d’apoptose. Une augmentation de cette protéine a été décrite au cours du LED et plus
précisément, le locus codant pour cette derniére se trouve étre hypométhylé dans les
lymphocytes de patients lupiques menant donc a sa surexpression (Zhao et al., 2014) et a une

apoptose accrue de ces cellules.
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Figure 7 : Dérigulation de la mort cellabaire au conrs du lopus.

En conditions snormaless, les cellales apoplotiques presenbent des signaux permcllant lour reconnassance par les
phagocytes bels que bes macrophages, comme par exemple Iexposition 4 la surface de leur membrane de phosphalipides,
telles gue la phosphatidylsénine (S) ou la phesphorylcholine (PCL Ces phospholipides exposés en surfsce vonl
également maédier B fixation J'lgM naturdles, du eomplément ou encore d'autres moléeules comme la CRP qui
favorisem la phagocytose de cos corps apopiotiques, lewr dépradation ¢t [a production de cvtokines anti-inflammatoines.
D plus, les acides nucbéiques présents dans le malicu extracellulaine ou immcellulaine sond alors dégradés par des DMases
afin de p'ﬁvm'tr t'ﬂimhmm;}ﬂrwl'anﬂihim.

En conditions lupiques, on observe une apoplose excessive en raison de la dérégulation de nomsbreux pémes o &
Pexposition & divers Fcteurs environsementaus comme les UV ou les inlections, De plus, des déficiences en
complément, en IgM naturelles ains que la présence danticoms ciblant e complément ou encore la CRP, vt s nssocker
i urve capagibé de phagocytese diminude, engencrnt ainsi uie mauvaise prise en change des corps apoploligues o orienter
les macrophages vers une production de cytokines pro-inflammaioires. Ces cellules apoptatiques non dégradides vont
entrer en néerose secondaire, stade propice au relangage du contenu cellalaire niche ¢n ackdes nucléaques qui ne poarmont
étre dégradés efficacement i cause de déficiences au nivesu de gines codam pour les DMases,
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2.Lupus : une mauvaise prise en charge des corps apoptotiques ?

Outre I’exces d’apoptose, les mécanismes de prise en charge et d’¢limination des corps
apoptotiques se retrouvent également impactés au cours du LED (Figure 7). Lorsque les
cellules entrent en apoptose, des modifications ont lieu au niveau de la membrane plasmique et
notamment, la phosphatidylsérine (PS) va se retrouver exposée du coté extérieur de la
membrane plasmique. Cette relocalisation de la PS est percue comme un signal "eat me" et va
permettre la reconnaissance des corps apoptotique par les macrophages, leur ingestion et leur

dégradation.

a) Une mauvaise phagocytose des corps apoptotiques.

Concernant tout d’abord I’ingestion des cellules apoptotiques, il a été montré que
I’activité phagocytaire des macrophages était diminuée chez les patients lupiques et qu’ils
posséderaient une plus faible capacité a ingérer les débris apoptotiques (Herrmann et al.,
1998). Cette baisse d’activité semble provenir d’un défaut au niveau de la différenciation en
cellule phagocytaire. Des études ont pu en effet démontrer que les cellules souches
hématopoiétiques circulantes chez les patients lupiques, bien que ne présentant pas de défaut
au niveau de la mort ou du cycle cellulaire, présentent un défaut au niveau de leur morphologie
et de leurs adhésions cellulaires lorsque qu’elles se différencient en cellules adhérentes (Muiioz
et al., 2010). Ces défauts phénotypiques ont également été associés a une plus faible capacité a
phagocyter des billes recouvertes d’IgG, expliquant alors en partie le défaut de phagocytose des
corps/cellules apoptotiques au cours du LED. Un parfait exemple de I’impact de ce processus
est le cas des macrophages a corps tingibles ("Tingible Body Macrophages" ou TBM). Ces
TBM sont retrouvés au niveau du centre germinatif (GC pour "Germinal Center") et ont pour
role la prise en charge et la dégradation des corps apoptotiques afin d’éviter leur acces au GC.
Dans le cas du LED, ces macrophages se trouvent étre plus petits et présentent une moindre
activité de phagocytose. Les corps apoptotiques se retrouvent alors moins dégradés et peuvent
pénétrer dans le GC ou ils pourront promouvoir la rupture de tolérance et la génération de
réponses spécifiques d’auto-antigénes (Baumann et al., 2002). Un cas particulier de
phagocytose impliquée dans la prise en charge et la dégradation du matériel cellulaire relargué
suite a I’apoptose est la phagocytose associée a LC3 ("microtubule-associated protein 1A/1B-
Light Chain 3") (ou LAP, "LC3 Associated Phagocytosis"). Ce mécanisme représente une
forme non canonique d’autophagie (processus par lequel la cellule peut dégrader ses propres
composants) et est induit suite a la reconnaissance des corps apoptotiques par les macrophages.

La reconnaissance des PS exposées a la surface des cellules apoptotiques par la protéine TIM4
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("T-cell Immunoglobulin- and Mucin-domain-containing molecule 4") va permettre la
conjugaison de la protéine LC3 a la surface du phagosome et la formation d’une structure
appelée le "LAPosome", ce dernier va alors fusionner avec le lysosome et permettre la
dégradation du matériel phagocyté. L’ importance de ce processus a été démontré chez la souris.
Les animaux présentant une incapacité a recourir a la LAP présentent des anticorps anti-ADN,
une glomérulonéphrite ainsi qu’une signature interféron (Martinez et al., 2016). Chez ces
souris, les macrophages sont toujours capables d’internaliser les cellules en apoptose mais ne
peuvent pas les dégrader aboutissant & une inflammation, au contraire des macrophages
"normaux" qui, suite a 1’ingestion et a la dégradation des corps apoptotiques, vont sécréter des

cytokines anti-inflammatoires comme I’IL10.

b) Un probleme d’opsonisation ?

Avant d’étre ingérés par les phagocytes, les corps apoptotiques doivent présenter des
signaux permettant le recrutement des macrophages et leur reconnaissance par ces derniers. Les
IgM et le complément sont de trés fortes opsonines et vont favoriser la phagocytose de
nombreux composés dont les cellules apoptotiques. Il existe de nombreuses IgM produites
naturellement dans 1’organisme dont certaines sont impliquées dans 1’élimination des débris
apoptotiques, telles que les IgM anti-phophorylcholine (PC). Ces IgM permettent un
recrutement des molécules précoces de la voie du complément et des lectines liant le mannose,
médiant la mise en place d’une synapse entre le phagocyte et le corps apoptotique et donc
permettant une meilleure phagocytose. Dans le cadre du LED, ces IgM naturelles anti-PC sont
diminuées dans le sérum de patients, conduisant alors a un nombre plus ¢élevé de cellules
mourantes/mortes dans la circulation (Gronwall ez al., 2012). De plus, les patients présentant
de plus faibles taux de ces IgM développent des atteintes cardiovasculaires tandis que ceux
présentant un taux élevé ont un SLEDALI plus faible, montrant ainsi I’implication de ces IgM
naturelles dans la pathogénése du lupus. Les molécules du complément interviennent également
dans le processus d’opsonisation et en particulier la molécule C1q, qui représente 1’une des plus
fortes opsonines. C’est pourquoi la déficience en C1q est I’une des mutations capables de causer
a elle seule un lupus (lupus monogénique). En plus d’une déficience, cette molécule peut
¢galement étre neutralisée par les anticorps anti-C1q que 1’on peut retrouver dans le sérum d’un
grand nombre de patients lupiques chez qui leur taux correle avec le développement de la
néphrite lupique (Trendelenburg et al., 2006). Bien que le phénotype soit moins apparent que
dans le cas de la molécule Clq, il est également possible de retrouver chez les patients des

déficiences pour les molécules C4 et/ou C2 (Meyer et al., 1985) mais qui ne peuvent a elles

[29]



seules déclencher la survenue du lupus. Chez la souris, en revanche, la déficience en molécule
C4 va entrainer un délai de clairance des complexes immuns circulants et causer une pathologie
de type lupus accompagnée d’une production d’auto-anticorps antinucléaires (Chen et al.,
2000). De plus, méme si certains patients ne présentent pas de défauts génétiques concernant
les molécules du complément, ces derniéres se retrouvent consommées au cours de la
pathologie ce qui se traduit par une baisse de leur taux au niveau sé€rique et renforce la mauvaise
¢limination des corps apoptotiques. Un autre exemple de molécule impliquée dans la
reconnaissance et I’élimination des corps apoptotiques est celui de la protéine C réactive (CRP).
Cette dernicre est capable de se fixer sur les débris apoptotiques et augmente 1’activité de la
voie classique du complément. Au cours du LED, elle se retrouve a des taux plus faibles dans
le sérum suite a la suite d’une phase de poussée (du fait de sa consommation suite a la forte
inflammation) mais elle peut également étre la cible d’anticorps anti-CRP que 1’on peut
retrouver chez certains patients lupiques. Ces anticorps ne se fixent que sur la version liée a la
membrane de la CRP et lorsque les complexes corps apoptotiques-CRP-anti-CRP sont
phagocytés par les macrophages, ils induisent cette fois une réponse pro-inflammatoire au

contraire du processus naturel d’élimination de corps apoptotiques (Janko et al., 2011).

¢) Une plus faible dégradation des acides nucléiques en contexte lupique.

Enfin, que ce soit aprés leur phagocytose ou lorsqu’ils se retrouvent dans le milieu
extracellulaire, les débris apoptotiques doivent étre dégradés pour prévenir leur reconnaissance
et ’activation du systéme immunitaire. Afin d’effectuer ce processus, ce sont notamment les
DNases qui sont mises a contribution. Tout d’abord la DNase I est responsable de la dégradation
de la chromatine extracellulaire et intervient de ce fait dans la dégradation des NET
("Neutrophil Extracellular Traps"), dont nous parlerons un peu plus loin, mais également dans
la dégradation de la chromatine relarguée par les cellules en nécrose secondaire. Cette enzyme
joue donc un rdle primordial pour empécher 1’activation de I’immunité lorsque les mécanismes
d’¢limination des corps apoptotiques se retrouvent saturés et incapable de les éliminer
suffisamment rapidement. Au vu de son importance, il n’est pas surprenant que sa perte de
fonction représente 1’une des causes de lupus monogénique. De plus chez la souris lupique
NZB/W, son expression a été¢ démontrée comme diminuée spécifiquement au niveau des reins
et jouerait un réle prépondérant dans le développement de la néphrite lupique (Seredkina et
al., 2011). Il existe d’autres DNases impliquées dans la dégradation de I’ADN provenant de
I’apoptose telle que la DNase II. Cette enzyme intracellulaire est retrouvée dans les

macrophages au niveau des lysosomes et permet donc la dégradation de I’ADN apres la
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phagocytose. Elle prévient I’auto-toxicité due aux IFN en dégradant I’ADN présent dans les
phagolysosomes et en empéchant alors sa reconnaissance par les récepteurs intracellulaires et
la synthese excessive d’IFN de type I. En revanche, bien que pouvant jouer un role, la mutation
de cette enzyme semble plutdt mener a des interféronopathies ou a de la polyarthrite (Rodero
et al.,2017). Pour finir, un exemple connu de DNase associé¢e au LED est celui de la DNase 111
ou TREXI. Cette enzyme est une exonucléase impliquée dans la réponse au stress oxydatif et
a I’apoptose et qui va dégrader I’ADN dans le cytosol a partir de son extrémité 3’ et sa
translocation nucléaire est induite suite a différents stimuli dont 1’apoptose induite par le
granzyme A. Diverses mutations dans le géne codant pour cette enzyme ont été identifiées, non
seulement dans le lupus (Lee-Kirch ez al., 2007) mais également dans d’autres pathologies
auto-immunes tel que le syndrome de Sjogren (Barizzone et al., 2013) ; elles pourraient étre
responsables de sa plus faible activité et donc mener a une reconnaissance de I’ADN par le

systéeme immunitaire et ainsi a son activation.

3.Moins d’apoptose dans le lupus ?

Pour terminer, bien qu’un exceés d’apoptose ou une mauvaise ¢limination des débris
apoptotiques soit en cause dans la survenue et la progression du lupus, un défaut d’apoptose
peut également participer a la physiopathologie de cette maladie. En effet, I’¢limination des
cellules auto-réactives au niveau central (lors du développement des LB et LT) ou en périphérie
(lors de I’activation des lymphocytes et de la réaction du GC) repose sur la capacité de notre
organisme a ¢éliminer ces cellules qui représentent une menace et cela passe notamment par la
mort des cellules auto-réactives par apoptose. Ainsi, une déficience en apoptose va permettre a
des cellules auto-réactives d’échapper a leur élimination, ces derniéres vont alors se retrouver
en circulation ou dans les organes lymphoides secondaires et vont pouvoir s’activer suite a la
reconnaissance d’auto-antigénes et participer a la rupture de tolérance et la mise en place de
réponses auto-immunes. La nécessité de 1’apoptose a été démontrée chez des modeles murins
ou la mutation de Fas (Watanabe-Fukunage et al., 1992) ou de son ligand FasL (Takahashi
et al., 1994) cause un syndrome lymphoprolifératif associé a une rupture de tolérance. L’un des
modeles classiques de lupus, la souris MRL lpr/lIpr, associe un fond génétique prédisposant au
lupus (fond MRL) avec la mutation homozygote de Fas (Ipr faisant référence au syndrome
lymphoprolifératif) et développe une forte lymphoprolifération associée a de nombreux auto-
anticorps antinucléaires ainsi que des atteintes rénales et cutanées. De plus, outre les modeles
murins, des mutations affectant négativement I’apoptose ont été retrouvées chez des patients

lupiques. On retrouve des mutations affectant Fas ou son ligand (Moudi et al., 2013) mais
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¢galement des mutations dans d’autres protéines. Par exemple, la protéine BCL2 ("B-cell
lymphoma 2", une protéine anti-apoptotique) est augmentée dans le sérum et dans les
glomérules de patients lupiques (Fathi ef al., 2006). Ces résultats semblent corroborer ceux
précédemment obtenus chez la souris ou, la surexpression de BCL2 dans les LB menait a une
production d’auto-anticorps et au développement d’une atteinte rénale (Strasser et al., 1991).
Ces dérégulations de 1’apoptose et de la prise en charge des corps apoptotiques (Figure
7) vont aboutir a ’activation de I’immunité innée via 1’activation de divers récepteurs
reconnaissant des signaux de danger et induire la production de nombreuses cytokines et la mise

en place d’un environnement inflammatoire délétere.

B) Activation du systéme immunitaire inné.

Le systéme immunitaire inné représente la premicre ligne de défense de I’organisme et
se base sur la reconnaissance de signaux de danger ou de motifs associés aux pathogenes
permettant la mise en place d’une réponse afin d’¢éliminer rapidement 1’agent infectieux ou
endogéne pouvant nuire a I’intégrit¢ de [’organisme. Les récepteurs permettant la
reconnaissance de ces motifs sont appelés "Pattern Recognition Receptors" ou PRR. Ils
permettent la reconnaissance de nombreux signaux de danger (Scharfer Liliana., 2014), qu’ils
proviennent du pathogeéne lui-méme (ex : composants de la paroi des bactéries) ou des
cellules/tissus lors d’un stress stérile, et sont exprimés aussi bien a la surface de membranes
(plasmique ou endosomale) que dans le cytosol. Les conditions lupiques étant associées a
diverses infections mais également a une mort cellulaire accrue et au relargage du contenu
cellulaire faisant suite a la mauvaise prise en charge des cellules mourantes, il apparait clair que
les PRR vont jouer un réle majeur dans 1’activation du systéme immunitaire inné et les étapes

précoces du développement de la maladie.

1.La reconnaissance des acides nucléiques par le systéme immunitaire inné.

Lorsque les cellules apoptotiques sont en nombre restreint, les corps apoptotiques sont
facilement élimings et le systéme immunitaire ne s’active pas. En revanche lorsque les cellules
apoptotiques sont en trop grand nombre et que les acides nucléiques se retrouvent exposés, ils
peuvent activer un grand nombre de récepteurs membranaires et cytosoliques (Atianand et al.,
2013) et ainsi promouvoir ’activation du systéme immunitaire et la rupture de tolérance. Ces
acides nucléiques peuvent avoir diverses origines dans le cas du lupus. Ils peuvent soit provenir
du milieu extracellulaire lorsqu’ils sont relargués par des cellules endommagées/nécrotiques et
activer les récepteurs membranaires ou provenir directement de I’intérieur méme de la cellule

et se lier aux senseurs cytosoliques de ’ADN/ARN. Dans le cas des acides nucléiques
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intracellulaires, ils proviennent essentiellement de virus ARN ou ADN en cours de réplication
dans la cellule ou de la réactivation de divers rétroé¢léments. Lorsque les acides nucléiques sont
présents hors des cellules, il existe trois moyens leur permettant de pénétrer a 1’intérieur des
cellules. En premier lieu, ils peuvent étre reconnus par le récepteur membranaire des LB
autoréactifs et étre ensuite internalisés et dirigés vers les endosomes. De la méme maniére, les
complexes immuns contenant des acides nucléiques vont pouvoir étre phagocytés via les
récepteurs aux complément ou via les RFc exprimés a la surface de nombreux phagocytes. Pour
finir, il est également possible dans le cas de I’ADN de pénétrer a I’intérieur des cellules sans
pour autant étre complexés avec des anticorps. En effet, les cellules nécrotiques relarguent une
grande quantité¢ de la molécule HMGB1 ("High Mobility Group Box 1"), cette derniére est
capable de s’associer avec I’ADN et a été¢ montré comme augmentée dans le sérum des patients
lupiques et corrélée avec I’activité de la maladie et les taux d’anticorps anti-ADN (Abdulahad
et al., 2011). Le complexe ADN-HMGBI va étre reconnu par le récepteur RAGE ("Receptor
for Advanced Glycation Endproducts") exprimé a la surface des cellules de I’immunité innée,
internalisé, dirigé vers les endosomes et va permettre 1’activation de la cellule et la production

d’IFN de type I (Tian et al., 2007).

a) TLR et acides nucléiques.

Le premier groupe de récepteurs capables de reconnaitre les acides nucléiques sont les
TLR endosomaux, a savoir TLR3, 7, 8 et 9 qui reconnaissent respectivement 1’ARNdb,
I’ARNsb (simple brin) (TLR7 et 8) et les séquences CpG non méthylées de I’ADN. La liaison
des ligands de ces TLR va pouvoir induire a la fois la production d’IFN de type I via la
phosphorylation du facteur IRF7 ou la production de cytokines pro-inflammatoires via la voie
NF-kB ("Nuclear Factor-kappa B") ou la voie des MAPK ("Mitogen Activated Protein Kinase")
(Figure 8).

Tout d’abord TLR7, qui est spécialis¢ dans la reconnaissance des molécules d’ARN
simple brin, a ét¢ montré comme clairement impliqué dans la pathologie lupique et ses
différents variants identifiés comme des facteurs de risque (Wang et al., 2014). La premiére
chose a savoir est que le géne codant pour TLR7 est un des nombreux genes pouvant expliquer
en partie le sex-ratio observé au cours du lupus. Ce dernier est en effet localis¢ sur le
chromosome X et se retrouve transloqué sur le chromosome Y du modéle murin B6/Yaa
(Subramanian et al., 2006). Cette translocation ne suffit pas a elle seule pour engendrer un
lupus, mais lorsqu’elle est associée a autre locus de susceptibilité (Slel par exemple) on obtient

un lupus fatal. Un modéle lupique nommé BXSB/Yaa a d’ailleurs été développé et est le seul
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ou le sex ratio est cette fois en faveur des males, montrant I’importance de cette translocation
et de TLR7. De plus, le géne Tlr7 a été montré comme réactivé sur le chromosome X inactif
chez les femmes et chez les individus males présentant un chromosome X surnuméraire,
pouvant alors partiellement expliquer le sex-ratio observé au cours du lupus (Souyris et al.,
2018). Sa stimulation aggrave le lupus existant chez la souris MRL/Ipr (Pawar et al., 2006) et
la simple application locale d’un agoniste de ce récepteur est capable d’induire un lupus chez

des souris saines (Yokogawa et al., 2014). Pour finir, son ARNm est augmenté dans les PBMC
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de patients lupiques mais sans montrer de différences entre les différentes ethnies (Lyn-cook
et al., 2014), montrant ainsi sa forte implication dans la maladie.

Un autre TLR endosomal qui a été fortement étudié dans le cadre du lupus est TLRO.
Ce dernier reconnait non pas I’ARN mais I’ADN, et plus particuliérement les motifs de type
CpG non méthylés. Contrairement a TLR7, son role dans le développement du lupus reste
controversé. Les premicres études tendaient a montrer un role pathogeéne de TLR9 dans le lupus.
Les patients présentant un lupus actif possédent davantage de LB et de monocytes exprimant
TRLO et cela correle avec les taux d’anticorps anti-ADN (Papadimitraki et al., 2006). De plus,
I’ARNm de TLRY se trouve étre globalement augmenté dans les PBMC de patients lupiques et
en particulier chez ceux présentant des auto-anticorps anti-ADNdb ou une atteinte rénale
(Chauhan et al., 2013). Toutefois, un modele de souris lupique déficiente pour TLR9 montre
une baisse des anticorps anti-ADN et anti-chromatine sans que cela n’affecte la néphrite
(Christensen et al., 2005). Cette ¢tude permit d’émettre un premier doute sur 1I’implication
possible de TLRY dans le lupus. Un peu plus tard un autre travail permit de renforcer cette idée
en démontrant que les souris déficientes pour TLRY présentaient un lupus exacerbé (Fukui et
al., 2011). Cela s’expliquerait par le fait que TLR9 entre en compétition avec TLR7 pour I’accés
aux endosomes et que son absence augmente/renforce la réponse médiée par TLR7. En
revanche, si I’on supprime a la fois TLR9 et TLR7, le lupus est cette fois totalement abrogé.
Pour finir, TLRY est également impliqué dans les mécanismes de tolérance puisqu’un co-
engagement du BCR avec TLRY induit I’apoptose des LB autoréactifs. Une étude récente dans
notre laboratoire suggere que les LB de patients lupiques présentent une déficience au niveau
de la réponse a une stimulation de TLRO in vitro et que cette déficience pourrait participer a la
rupture de tolérance observée lors du lupus (Gies et al., 2018). Toutes ces données pointent
donc un réle plutdt protecteur de TLR9 au cours du lupus.

Bien que la plupart des études se soient focalisées sur les TLR7 et 9, les deux autres
TLR endosomaux semblent ¢galement pouvoir jouer un role dans la physiopathologie du LED.
TLRS8, comme TLR7, reconnait les molécules d’ARN simple brin et pourrait étre responsable
du biais sexuel observé au cours du lupus. De maniére intéressante, son gene a été montré
comme pouvant répondre a I’cestradiol et I’expression de ce dernier est augmentée dans les
PBMC de patients lupiques. De plus, les cellules provenant de patientes montrent une plus forte
expression de TLRS8 en réponse a I’cestradiol (Young ef al., 2014). 11 serait alors logique de
penser qu’il joue un réle redondant avec TLR7 ; une autre étude chez un modéle de souris
exprimant un BCR transgénique a d’ailleurs montré que la signalisation de ce TLR jouerait un

role dans la rupture de tolérance et la signature interféron (Umiker et al., 2014). Cette étude
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montrait également que seule la déficience combinée de TLR7 et TLR8 pouvait abolir la
production d’auto-anticorps. Mais une autre étude semble rapprocher le role de TLRS de celui
de TLRY. En effet, la délétion de TLR8 chez une souris saine entraine la survenue d’une
syndrome lymphoprolifératif accompagné par la production d’auto-anticorps et le
développement d’une glomérulonéphrite (Demaria et al., 2010). Ce phénotype n’est
contrecarré que si I’on supprime €galement TLR7 et, de manicre intéressante, les DC issues de
souris n’exprimant pas TLR8 présentent une plus forte expression de TLR7, ressemblant
fortement a ce qu’il est possible d’observer dans les LB dans le cas de TLRY. Pour finir, une
¢tude plus récente (Tran ef al., 2015) a montré que la délétion de TLRS8 chez une souris de fond
lupique accélere le développement de la pathologie et cause une mortalité accrue. Ces
différentes études montrent alors un rdle plutot régulateur de TLR8, comme cela semble étre le
cas pour TLR9. Concernant le dernier membre de la famille des TLR endosomaux
reconnaissant les acides nucléiques il n’existe que trés peu de données. TLR3 reconnait I’ARN
double brin et sa signalisation ne passe pas par MyD88 mais par la molécule TRIF et son
activation induit une trés forte production d’IFN de type I via IRF3. Son ARNm est, comme
dans le cas des autres TLR endosomaux, augmenté dans les PBMC de patients lupiques
(Klonowska-Szymecezyk et al., 2014) et sa stimulation répétée accélere le lupus chez la souris
MRL/Ipr en jouant sur les cellules présentatrices d’antigéne et également directement sur les

cellules mésangiales a I’intérieur du glomérule (Prashant ez al., 2005).

b) Les autres senseurs d’acides nucléiques.

Outre les TLR, qui sont des récepteurs liés a la membrane, il existe des récepteurs
cytoplasmiques capables de détecter les molécules d’ARN et/ou d’ADN. Dans le cas des ARN,
pouvant dériver de virus intracellulaires, ce sont les membres de la famille des RLR ("Retinoic
acid Inducible Gene-I (RIG-I) Like Receptors") qui vont entrer en jeu. Ils vont permettre le
production d’IFN de type I en passant par une protéine adaptatrice mitochondriale nommée
MAVS ("Mitochondrial AntiViral Signaling") (Figure 9). Des polymorphismes dans le geéne
codant pour la protéine MDAS ("Melanoma Differentiation-Associated protein 5"), un membre
de la famille des RLR, sont associés au développement du lupus et I’'un d’entre eux, la mutation
A946T, est responsable d’une sensibilité accrue a I’interféron alpha et est associé a la présence
d’anticorps anti-ADNdb (Robinson et al., 2011). De plus, des souris portant une mutation
entrainant un gain de fonction au niveau de cette méme protéine développent un lupus sans
I’intervention de facteurs viraux exogenes (Funabiki et al., 2014). Pour terminer, des SNP ont

¢galement été détectés plus en aval dans la signalisation des RLR, au niveau de la protéine
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Figure ¥ : Reconnaissance des acides nuclégues par bes senseurs ovloplasmigues,

Les acides nucléiques contenus dans le oytosol peuvent & reconmus par de nombreux senseurs cytoplasmiques. Les
hilicases de la famille des RLR {REG-1 Like Receprars), dont fon partie RIG-1 er MDAS, sont capables de recomnaine |es
ARNb &t permetbent la synthése 4 mterférons de type | & de cvtokimes pro-inflanimatomres suite 3 une Signalisaon
faisanl inlervenic la molécale adaptairice MAVS qui s trouve au niveas de la membrane mitochondriale, Pour e qui est
de ' AN double brin présent dams le cytoplasme, il peat éire reconnu de diverses mamieres. En premier hew, il peut étre
transerit en ARN par des ARN polyménases e activer ka voie des RLE. Ensune, I'ADN peut se lier & des probéines de
lepson & |"ADN, pelle que DAL ou & 'enzyme cGAS qui va, en réponse & cetie laison, produme du GAMP cycleque
(cGAMPY, Le cGAMP ef DAl vont abors activer STIMNG, une protéine assoceée an réticalum endoplasmaque, et activer la
production des interférons de fype | e UNinflammabion. Pour finar, 1" ADN peat ére reconng par 1imflimmasome A2 qua
va ensmite promouvoir le clivage de la pro=1L 1 et de la pro-IL1E en leurs formes matares, 1IL I et PTLLE, participant
alors & I"'mflammation,

MAVS. Une étude a démontré qu’une mutation entrainant une perte de fonction de MAVS était
associée a une sous-classe de lupus dans une cohorte américaine et africaine (Pothlichet et al.,
2011). Concernant I’ADN cytosolique, il existe différents senseurs capables de le détecter mais
I’on peut citer la voie STING ("STimulator of INterferon Genes") et DAI ("DNA-dependant
Activator of Interferon regulatory factors") et I’inflammasome AIM2 ("Absent in Melanoma
2"). STING va induire la production d’IFN de type I via IRF3 tandis qu’AIM2 va permettre la
production de cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL1J et I’'IL18 (Figure 9). Dans le cadre
du lupus, la protéine DAI semble surexprimée chez les patients et le ciblage de son ARNm par

des siARN ("small interfering RNA") dans des modeles murins de lupus allége les symptomes
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de la maladie en agissant sur les macrophages (Zhang et al., 2013). Une étude s’est intéressée
a une mutation familiale de STING et a montré que cette derni¢re engendre une activation de
STING sans qu’il y ait besoin que son ligand endogene soit présent et cela aboutit au
développement d’une pathologie de type lupus chez ces patients (Jeremiah et al.,
2014).Cependant, une étude récente a montré que STING jouerait un role plutot protecteur dans
le lupus, son absence induisant une mort plus rapide des souris et une réponse accrue des
macrophages apres stimulation par les TLR (Sharma et al., 2015). La voie DAI/STING semble
donc impliquée dans la pathologie lupique mais les études restent contradictoires. Pour ce qui
est de I’inflammasome AIM2, des études ont montré une plus forte expression de ce dernier
chez les patients lupiques et dans des modeles murins de lupus (Zhang et al., 2013). Son
blocage inhibe le lupus en bloquant la réponse inflammatoire induite par les macrophages suite
a la reconnaissance de ’ADN provenant des cellules apoptotiques. Cependant une étude a
montré que la déficience pour le géne codant AIM2 entraine une expression accrue du gene
Ifi202 qui a été montré comme représentant un locus de susceptibilité lupique (Panchanathan
et al., 2010), cette augmentation a été corrélée avec une augmentation des IFN et une plus forte
réponse des macrophages apres stimulation par I'interféron. Comme pour STING, le role
d’AIM2 semble double et les thérapies ciblant cet inflammasome doivent étre considérées avec
précaution.

Les différentes voies de reconnaissances des acides nucléiques sont donc fortement
impliquées dans le développement et la physiopathologie du lupus. Elles peuvent jouer un role
dans la rupture de tolérance (TLR9 et LB) et vont promouvoir I’activation de I’immunité innée
en permettant la synthése de cytokines pro-inflammatoires, mais également d’IFN de type I,

qui vont jouer un rdle clé dans le lupus.

2.La signature interféron et les cellules dendritiques plasmacytoides.

La reconnaissance des acides nucléiques se retrouvant plus accessibles en conditions
lupiques vont activer des voies de signalisation permettant la synthése de diverses cytokines
dont les IFN. Cette famille de cytokines comprend plusieurs membres, on peut y retrouver les
IFN de type I (IFNa, IFNB et [FNw), de type II (IFNy) et de type III (IFNA). Le rdle des IFN
de type III dans le lupus n’a que récemment été décrit (Zahn et al., 2010) tandis que celui des
IFN de type I et II dans la physiopathologie du lupus est largement décrit et ce, depuis les
premiéres observations datant de 1979 (Hooks ef al., 1979). Par la suite, nous allons nous

focaliser sur les IFN de type I, qui jouent un réle majeur dans la pathologie lupique et qui sont
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la conséquence directe des dérégulations de clairance et de reconnaissance des acides

nucléiques.

a) Pourquoi étudier les IFN de type I ?

Siles IFN de type I sont fortement étudiés dans le cadre du lupus, c’est notamment parce
qu’il est possible d’observer ce que 1’on appelle une signature IFN chez la majorité des patients
lupiques et dans quasiment tous les cas de lupus pédiatriques. Cette signature correspond au fait
que I’on retrouve chez ces patients un grand nombre de geénes, que 1’on sait induits par les IFN,
fortement exprimés. Les premieres observations chez les patients datent de 1979, cette étude a
pu mettre en évidence une augmentation des IFN de type I dans le sérum des patients en se
basant sur leur capacité a empécher la mort cellulaire induite par un virus (Hooks et al., 1979).
Et ce fut a partir des années 2000 que de nombreux laboratoires ont démontré que les PBMC
de patients présentent une augmentation de nombreux transcrits induits par les IFN (Baechler
et al., 2003 ; Bennett et al., 2003 ; Crow et al., 2003). En plus de ces observations, certaines
¢tudes ont d’ores et déja démontré 1’'implication potentielle de ces IFN dans la pathologie
lupique. Il a en effet ét¢ démontré chez le modele NZB/W, que ’induction de ces IFN chez de
jeunes souris, par I'utilisation de poly(I :C) (un agoniste de TLR3), accélérait le développement
du lupus (Steinberg et al., 1969). Cette étude montrait alors que la reconnaissance des acides
nucléiques combinée a un fond lupique était suffisante pour accélérer la survenue du lupus. En
plus de cela, des études réalisées chez I’Homme ont associé 1’utilisation d’IFNa pour traiter
I’hépatite C avec le développement de symptdmes de type lupiques (Gota et al., 2003). De plus,
les nombreux effets possibles des IFN sur les cellules immunitaires comme leur capacité a
moduler la différenciation, la prolifération, la mort ou encore la survie des cellules (McNab et
al., 2015) mettent en lumiére leur potentiel a induire/favoriser le développement du lupus, c’est

pourquoi de nombreuses équipes se sont alors penchées sur leur role au cours du lupus.

b) Origine des IFN de type I dans le lupus.

On peut alors se demander d’ou proviennent ces IFN et pourquoi ils sont produits en si
grande quantit¢ lors du lupus. Les différentes prédispositions génétiques évoquées
précédemment vont participer a la forte production d’IFN. Les diverses mutations affectant
I’¢élimination des corps apoptotiques et des complexes immuns vont favoriser la production des
IFN. Le fait est qu’en contexte lupique, on observe un nombre accru de complexes immuns
dont une forte proportion contient des acides nucléiques. Ces derniers vont pouvoir pénétrer a
I’intérieur des cellules via les RFc ou les récepteurs au complément et activer les TLR

endosomaux menant alors a la production de ces IFN de type I. Bien que 1’augmentation des
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ligands des TLR endosomaux et autres senseurs d’aides nucléiques soit en cause, ce sont aussi
les diverses mutations affectant directement ces senseurs ou leur signalisation qui vont jouer un
role dans la surproduction d’IFN. On peut notamment citer I’augmentation d’expression de
certains TLR ou encore les mutations entrainant un gain de fonction ou une activation
constitutive comme dans le cas des protéines MDAS ou STING (voir paragraphe V, page 37).

En ce qui concerne la source cellulaire de ces cytokines, toutes les cellules de
I’organisme ont la capacité de produire des IFN de type I afin de se défendre face a une infection
virale. Cependant, il existe deux type cellulaires présentant une capacité particuliére a produire
de larges quantités d’IFNa et d’IFNP: les monocytes et les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) (Figure 10). Tandis que les monocytes ne répondent qu’a I’ARNdb, les
pDC ont la capacité de produire des IFN suite a la reconnaissance de tous les types d’acides
nucléiques et peuvent donc répondre a une infection par quasiment tous les virus (Fitzgerald-
Bocarsly et al., 2007). Elles expriment une grande quantité de TLR7 et TLRY et ont une forte
expression basale du facteur de transcription IRF7, ¢’est pourquoi on les considére comme les
principales productrices d’interféron de type I et notamment I’IFNa. Les complexes immuns
contenant des acides nucléiques sont reconnus par le RFcylla exprimé a la surface des pDC et
vont étre transportés vers les endosomes, ou ils pourront étre reconnus par TLR7 ou TLR9
(Lovgren et al., 2006). Ces cellules ont été associées au lupus dans diverses études. On peut
notamment citer le fait que leur déplétion dans un modéle murin de lupus est suffisant pour
diminuer les taux d’auto-anticorps, 1’activation des lymphocytes et les dommages rénaux
(Rowland et al., 2014). De plus, des études sur les biopsies de patients ont montré la présence
de pDC qui se trouvaient a proximité de cellules présentant une forte signature interféron
(Farkas et al., 2001), montrant alors qu’elles peuvent localement produire des IFN de type I au

sein des tissus enflammés.

c¢) NET, pDC et IFN.

Outre les complexes-immuns, les NET produits par les neutrophiles sont capables
d’induire une production d’IFN par les pDC (Pinegin et al., 2015). Ce processus, appelé
NETose, est une mort cellulaire des neutrophiles ou ces derniers vont relarguer dans le milieu
extracellulaire leur contenu nucléaire, incluant la chromatine dont les histones ainsi que
diverses protéines nucléaires et cytosoliques. Ces composant vont alors former un filet dense
permettant de capturer et d’immobiliser les pathogénes (en particulier les bactéries). Dans le
cadre du lupus, il est possible d’observer une population particuliere de granulocytes que 1’on

nomme LDG pour "Low-Density Granulocytes". Ces derniers sont retrouvés dans le sang des
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patients et du fait de leur faible densité, se retrouvent au niveau de la fraction mononucléaire
lors de la séparation des composants du sang par densité¢ (Hacbarth et al., 1986). Ces LDG ne
sont pas qu’une simple anomalie de densité mais représentent une population hautement
pathogeéne au cours du lupus. Ces derniers produisent davantage de cytokines pro-
inflammatoires dont les IFN de type I et sont toxiques pour les cellules endothéliales (Denny
et al., 2010). Ils présentent également une capacité accrue de production de NET au niveau
basal (Villanueva et al., 2011) dont les capacités immunostimulatrices sont supérieures a celles
des NET générés par des neutrophiles. De plus, nous avons vu précédemment que la
dégradation des NET ¢était diminuée au cours du lupus. Ces derniers représentent donc une forte
source d’auto-antigeénes qui vont alors pouvoir se lier aux auto-anticorps et activer les voies de
reconnaissance des acides nucléiques et permettre la production d’IFN. Il a ét¢ montré que ces
NET pouvaient activer la production d’IFN par les pDC de manieére TLR9-dépendante (Garcia-
Romo et al., 2011). Plus précisément, I’ADN contenu dans les NET et ayant la capacité
d’activer TLR9 n’est pas simplement de I’ADN relargué a partir du noyau mais est en fait
d’origine mitochondrial et sous forme oxydée (Caielli ef al., 2016). Une équipe a d’ailleurs
démontré que les especes réactives de I’oxygene ("ROS") provenant des mitochondries étaient
capables d’initier le processus de NETose et le relargage d’ADN mitochondrial oxydé
permettant la production d’IFNa via TLR9 et la voie STING (Lood et al., 2016). En plus de
leur action sur les pDC via les NET, les neutrophiles activés via TLR7/8 sont capables
d’empécher I’¢limination des complexes immuns par les monocytes (Lood et al., 2017) et donc
vont augmenter I’inflammation et la disponibilité¢ des auto-antigénes, participant ainsi a cette
boucle d’amplification que I’on observe au cours du lupus. Ils sont également capables
d’infiltrer les tissus comme la peau ou les reins et vont localement générer des NET, ce qui a
été corrélé avec la production d’auto-anticorps anti-ADNdb (Villanueva et al., 2011).
Finalement, un travail récent a pu montrer que les NET permettent d’activer les LB autoréactifs

par un processus impliquant TLR9 (Gestermann et al., 2018).

d) Les effets des IFN sur le systeme immunitaire et leurs roles dans le LED.

Les IFN de type I ont de nombreux effets sur les cellules en général, ils peuvent par
exemple médier la production de chimiokines permettant le recrutement des cellules
immunitaires ou encore promouvoir I’apoptose des cellules endothéliales (Thacker et al.,
2012). Cependant leurs nombreux effets sur les cellules immunitaires sont encore plus
intéressants lorsque I’on se retrouve en contexte lupique (Figure 10). Chez un modéle murin

d’infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire chronique (LCMV), le blocage des
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Les cellules dendriniques plasmacytoides (pDC) sont bes prncipales cellules productnices d'inverférons (1FM) de type 1.
Dians le cadre du lupus, le nombre acere de cellules apopiotiques, les complexes immuns contenant des acides nuchéigues.
e |a fore production de NET vom enpendrer une sumproducion d' IFM de type | par bes pDCs &1 dans ane modndne fiesirns
par bes monocyles, Ces IFM vand alors agir sur le systeme immunitaire en augmentanl par exemple expression du CWH
de chasse 11 &t donc la présentation antigéniqus, mais également expression de molécubes de costimulation. 115 vont
également médier ln production de la cytokine BAFF, favonsant s survie des LI, Enfin, s vont svoir un effet direct sar
les bymphocytes en promowvant la différenciation des LB en plasmocytes ef en modulant ks différenciation des LT
(bhalsnee TregThl 7).

IFN de type I réduit I’activation immunitaire et réduit également les dommages tissulaires,
montrant que ces cytokines peuvent diriger une réponse immunitaire pathologique (Wilson et
al., 2013). De plus, des données ont montré que I’I[FNa avait la capacité d’accélérer la maladie
lupique et contribuait a la survenue des dommages rénaux (Liu ef al., 2011). Plus précisément,
les IFN de type I peuvent agir sur la lignée my¢éloide et également sur la lignée lymphoide,
influengant alors a la fois 'immunité innée et I’immunité adaptative. Via leur récepteur
(IFNARLI), qui est exprimé a la surface de tous les types cellulaires (Schneider et al., 2014), ils
vont induire une cascade de signalisation faisant intervenir les protéines JAK ("Janus Activated
Kinase") et STAT, en particulier JAK1 et STAT1/2. Le complexe STATI-STAT2 va se lier au
facteur de transcription IRF9, transloquer dans le noyau et se lier aux génes portant un motif
IRE ("Interferon Response Element") pour induire leur expression (Schneider ef al., 2014).

L’un des premiers effets de ces IFN de type I est qu’ils vont accroitre 1I’expression des molécules
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du CMH de classe I, augmentant alors la présentation antigénique aux LT cytotoxiques
(Grammatikos ef al., 2012). Comme dans le cas du CMH-I, I’'I[FNa influe positivement sur
I’expression du CMH de classe II ainsi que de nombreuses molécules de co-stimulation, telles
que CD40, CD80 et CD86 (McNab et al., 2015). Ces IFN ont également la capacité d’induire
la production de cytokines qui vont favoriser la différenciation des monocytes en DC matures
compétentes pour la présentation antigénique (Blanco ef al., 2001), ces dernicres sont alors
capables d’activer les LT naifs et de promouvoir 1’activation et la différenciation des LB qui
s’ensuit. Les IFN de type I vont donc promouvoir I’activation des DC, favoriser la présentation
antigénique et 1’activation de I’'immunité adaptative. Ils peuvent également, en plus de la
présentation antigénique, avoir des effets directs sur les cellules de I’'immunité adaptative. Ils
sont capables de prolonger la survie des LT activés et favoriser leur différenciation en LT
mémoires (que ce soient des LT CD4" ou CD8"). De plus, ils vont promouvoir la différenciation
des T CD4 en Th17 et supprimer les fonctions des T régulateurs (Treg), contribuant ainsi a
I’inflammation et au ratio Th17/Treg qui se trouve modifi¢ au cours du lupus (Alunno et al.,
2012). En ce qui concerne les LB, des études ont montré une augmentation de la production
d’IFN lorsque les pDC sont cultivées en présence de LB (Berggren et al., 2012). Les IFN ont
¢galement été décrits comme capables d’augmenter la production de la cytokine BAFF, une
cytokine favorisant la survie des LB, et dont I’implication dans le lupus a d’ores et déja été
démontrée (Davidson., 2012). Les résultats d’un essai clinique ont pu montrer que 1’utilisation
d’un anticorps monoclonal ciblant I’'I[FNa avait pour effet une diminution de BAFF (Yao et al.,
2009). Ces IFN semblent en effet agir sur les monocytes sains et augmentent leur synthése
intracellulaire de BAFF, de plus cette expression de BAFF est supérieure lorsqu’il s’agit de
monocytes issus de patients lupiques (Lopez et al., 2014). Ils ont également la capacité de
diminuer le seuil d’activation du BCR, participant a I’hyperactivation des LB observée durant
le LED (Braun et al., 2002). Pour finir, ils sont également capables de promouvoir la
commutation de classe des immunoglobulines en IgG, la différenciation en plasmablastes et la
sécrétion d’anticorps (Kiefer et al., 2012). De par leurs nombreux effets sur le systeme
immunitaire inné et adaptatif mais également sur les cellules non immunitaires, les IFN de type

I participent activement a la physiopathologie du lupus (Figure 10).

C) De la rupture de tolérance a ’activation de ’immunité adaptative.

Bien que les processus de mort cellulaire et d’activation du systéme immunitaire inné

jouent un role important dans la pathologie lupique, les LB et LT, acteurs de I'immunité
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adaptative, sont a prendre fortement en considération lorsque I’on s’intéresse aux étapes plus

tardives du développement et au maintien de la maladie lupique.

1.Auto-anticorps et lymphocytes B.

L’une des caractéristiques du lupus est la présence d’auto-anticorps ciblant des
composants nucléaires. Ces derniers vont participer aux nombreuses atteintes que 1’on peut
observer durant la pathologie mais vont également former des complexes immuns capables
d’activer les cellules de 'immunité innée et permettre 1’amplification de la réponse auto-
immune et inflammatoire. Ces auto-anticorps sont produits par les plasmocytes provenant de la
différenciation des LB auto-réactifs dont la survenue refléte a la fois une rupture de tolérance
mais également une activation globale du systéeme immunitaire. Ces cellules jouent donc un
role majeur dans la physiopathologie du LED, ce pourquoi ils ont été fortement étudiés et ont

servis de cibles a de nombreuses thérapies visant a traiter la maladie.

a) Les anticorps lupiques pathogenes.

Les anticorps observés au cours du LED sont divers et jouent de nombreux roles dans
la physiopathologie de cette maladie (Fritzler et al., 1996). Parmi ces derniers, on retrouve un
grand nombres d’anticorps ciblant des composants nucléaires tels que I’ADNdb, les histones
ou encore les ribonucléoprotéines. Ils sont retrouvés chez la majorité des patients (plus de 90%)
et ont la capacité de former des complexes immuns qui vont alors se déposer dans les tissus,
participant aux différentes atteintes cliniques, mais également amplifier I’inflammation déja
présente. Les anti-ADNdb représentent 1’'un des critéres de diagnostic du lupus, leur taux
sérique correle avec I’activité de la maladie et ils peuvent étre utilisés pour suivre les phases de
la pathologie (phase active ou phase quiescente) (Fritzler et al., 1996). L’importance de ces
anticorps a pu étre démontrée dans des modéles murins. Le transfert de ces derniers a partir du
sérum d’une souris malade chez une souris saine est suffisant pour provoquer la survenue d’une
néphrite (Cheng et al., 2013). De plus, chez un modéle bien connu de lupus qu’est la souris
MRL/Ipr, le blocage de la sécrétion d’anticorps suffit a réduire la mortalité de moitié et a
diminuer la sévérité de la maladie (Chan et al., 1999). Ces études démontrent I’importance de
ces auto-anticorps en tant qu’acteurs de la maladie et non pas seulement comme une simple
anomalie sérologique.

Si I’on s’intéresse de plus pres a ces auto-anticorps lupiques (Sherer et al., 2004), on
peut remarquer que les modes d’actions sont aussi divers que les cibles et qu’ils peuvent agir
en se fixant directement sur leur épitope ou en reconnaissant de maniére croisée ou non

spécifiques des composants tissulaires. L’exemple le plus flagrant est celui des anti-ADNdb
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(ADN natif). Ces auto-anticorps sont trés fortement spécifiques du lupus, ils en représentent
I’un des critéres diagnostiques et leur taux est fortement corrélé a 1’activité de la maladie
(Koffler et al., 1971). Ils ont une forte implication dans la pathologie de la néphrite lupique,
soit en se déposant sous forme de complexes immuns au niveau des glomérules, soit en
reconnaissant des composants de la membrane glomérulaire, tels que la laminine, le collagéne
ou I’alpha-actinine. Ils peuvent alors permettre I’activation du complément et médier la lyse
cellulaire et I’inflammation rénale. Outre les autoanticorps anti-ADN, on peut observer des
anticorps dirigés contre les histones ou les nucléosomes (Amoura et al., 2000). Comme les
anticorps anti-ADN, ces derniers jouent un réle dans le développement de la néphrite lupique
et apparaissent précocement dans le sérum. Ils vont se déposer dans les reins, soit par
reconnaissance croisée (épitope conformationnel), soit par leur complexation avec les
nucléosomes qui leur permettra d’interagir avec les charges négatives des héparanes sulfates au
niveau du rein.

Outre les anticorps dirigés contre I’ADN ou les histones, le lupus se caractérise
¢galement par la production d’anticorps dirigés contre d’autres composants nucléaires comme
les RNP. Parmi ceux-ci, on peut citer les anti-Ro (ou anti-SSA) que 1’on retrouve chez 24 a
60% des patients et qui sont quant a eux plutdt associé€s a la photosensibilité et aux atteintes
cutanées (Mond et al., 1989) et pulmonaires (Boulware et al., 1989). Les anti-La (anti-SSB)
sont en revanche beaucoup moins représentés (6 a 35% des patients) et ne corrélent pas avec
I’activité de la maladie (St Clair, 1992). IIs ont eux aussi associés a des manifestations plutot
cutanées et sont plus fréquents dans les cas de lupus néonataux. Un autre type d’auto-anticorps
sont les anti-snRNP ("small nuclear RNP") et les anti-Sm (un autre marqueur diagnostic du
lupus) qui sont dirigés contre des composants du spliceosome et retrouvés chez environ 50%
des patients. Ils sont plus fréquents dans les populations asiatiques et afro-américaines et sont
plutot associés a des atteintes du systeme nerveux central, une fibrose pulmonaire, des
péricardites et des formes modérées de néphrite (Yasuma et al., 1990).

En dehors des anticorps dirigés contre des composants nucléaires, il est possible
d’observer d’autres types d’auto-anticorps qui sont eux aussi impliqués dans diverses
manifestations cliniques de la maladie. En premier lieu, les facteurs anticoagulant lupiques et
les anti-phopholipides sont observés chez 20 a 40% des patients (Love et al., 1990). Bien qu’ils
ne correlent pas a Pactivit¢ ou la durée de la maladie, ils sont responsables d’anémies
hémolytiques, de thrombocytopénies et médient également la survenue de nombreux
événements thrombotiques qui peuvent participer a la détérioration de divers organes. Toujours

concernant les atteintes vasculaires, et bien qu’ils ne soient pas spécifiques du lupus, il est
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possible d’observer une production d’anticorps dirigés contre des composants des neutrophiles
(ANCA, "AntiNeutrophil Cytoplasmic Antibodies") (Schnabel et al., 1995) qui sont retrouvés
plus primairement dans les vascularites systémiques, et dont la corrélation avec les atteintes
vasculaires ne fut pas établie, ou des anticorps ciblant différents composants des cellules
endothéliales que I’on sait associés a I’hypertension pulmonaire, aux vascularites digitales et a
des atteintes neuropsychiatriques (Song et al., 2000).

D’autres types d’auto-anticorps peuvent également cibler des composants du systeme
nerveux central comme les anti-NMDAR auxquels on attribue un role dans la rupture de la
barriere hématoencéphalique. Enfin, il existe de nombreux anticorps ciblant des molécules du

complément ou les protéines de la phase aigiie et qui jouent un role dans la survenue du lupus.

b) Evolution des populations lymphocytaires B au cours du lupus.

Les LB débutent leur développement dans la moelle osseuse ou ils vont acquérir un
BCR fonctionnel mais également €tre soumis a un processus de sélection négative afin
d’empécher 1’acceés en périphérie des LB exprimant un BCR autoréactif. Le stade final de
différenciation dans la moelle osseuse correspond aux LB immatures ou pré-naifs, ceux-ci vont
alors quitter la moelle et rejoindre la circulation sanguine et les Organes Lymphoides
Secondaires (OLS), on les qualifie alors de LB matures naifs. Ils pourront alors étre activés et
se différencier en cellules mémoires ou en plasmocytes au sein des OLS.

Il existe de nombreuses anomalies concernant la population des LB durant le lupus
(Figure 11). Pour commencer, il semblerait qu’il y ait des anomalies au niveau de la maturation
des LB chez les patients lupiques. En effet, des études ont relevé des fréquences anormales de
LB transitionnels, immatures et naifs (Lee ef al., 2009). Les LB transitionnels et immatures se
retrouvent augmentés dans le sang des patients et il y a également un plus grand nombre de LB
naifs autoréactifs en circulation (Yurasov et al., 2006). Cela semble montrer des anomalies au
niveau des étapes précoces de maturation des LB et de la tolérance centrale au niveau de la
moelle. Cependant, les LB naifs produisent essentiellement des IgM, or les anticorps
pathologiques du lupus sont en majorité des IgG et il existe également de nombreuses IgM
naturelles ayant plutdt un role protecteur vis-a-vis de la maladie. De plus, 1’augmentation des
LB naifs ne semble pas corréler avec 1’activité de la maladie. Cela ne peut donc pas constituer
la seule anomalie aboutissant a la production des auto-anticorps pathogeénes.

La présence d’auto-anticorps de type IgG indique la présence de LB autoréactifs qui ont
rencontré leur antigéne et ont subi le processus de commutation de classe. Et en effet, dans le

sang des patients lupiques, il a été observé une forte hausse des LB CD27'IgD", cellules
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correspondant a des LB mémoires ayant subi la commutation de classe et qui se trouvent de
surcroit &tre moins sensibles aux immunosuppresseurs (Odendahl et al., 2000). Ces cellules
mémoires semblent également persister durant les phases de quiescence de la maladie
(Korganow et al., 2010). De plus elles possédent un répertoire caractérisé€ par de trés nombreux
réarrangements causés par une hypermutation somatique exagérée (Dorner et al., 1998) et le
blocage du processus d’hypermutation somatique chez la souris MRL/Ipr est suffisant pour
améliorer les symptomes lupiques (Hao et al., 2018). La présence de ces cellules en nombre
accru peut étre attribuée aussi bien a un défaut de sélection/tolérance périphérique qu’au résultat
d’une plus forte activation des LB naifs combinée a leur plus forte résistance aux
immunosuppresseurs. Ces potentielles causes seront discutées dans le chapitre suivant.

Outre les cellules B mémoires classiques, il y a une population de cellules mémoires
particuliere qui se trouve étre augmentée au cours du lupus. Ces cellules présentent un
phénotype mémoire mais n’expriment pas le marqueur CD27, elles sont donc CD271gD et
sont appelées cellules doubles négatives (DN) (Wei et al., 2007). Les cellules n’exprimant pas
le marqueur CD27 ont pendant longtemps été considérées comme étant exclusivement des
cellules naives (Klein ez al., 1998), toutefois cette population DN augmentée au cours du LED
présente bien des caractéristiques de cellules mémoires et son augmentation correle a I’activité
de la maladie, la production de divers auto-anticorps et une atteinte rénale déclarée (Wei et al.,
2007 ; Zhu et al., 2018). Parmi cette population de cellules DN, un groupe de cellules en
particulier caractérisé par a la fois la négativité pour ces deux marqueurs mais également
I’expression du marqueur CD95 a pu étre isolée (Jacobi et al., 2008). 11 se trouvent que ce serait
cette population en particulier, au sein des DN, qui soit corrélée a I’activité de la maladie. Cette
sous-population montre une expression accrue de divers marqueurs d’activation tels que le
CMH de classe II, CD86, CD38, CD44 ainsi qu’un grand nombre de récepteurs aux chimiokines
comme CXCR3 ("C-X-C motif Receptor 3"), CXCRS5 et CXCR4. L’expression du marqueur
CDO95 suggere que ces cellules dériveraient de cellules récemment activées en provenance du
GC, indiquant alors des anomalies de la régulation du GC et de 1’acces a ce dernier.

Un autre type de LB a montré une implication non négligeable dans la physiopathologie
du lupus durant la derniére décennie: les lymphocytes de type Bl. Ces derniers sont
principalement retrouvés dans la cavité péritonéale ou ils participent a la production d’anticorps
naturels et peuvent répondre en I’absence d’activation par les LT. Ils produisent principalement
des IgM et le BCR exprimé a leur surface se trouve étre de type polyréactif. On pourrait alors
penser que ces derniers n’ont pas un role majeur dans la physiopathologie du lupus, pourtant,

divers travaux ont pu montrer que leur trafic était affecté au cours du lupus et qu’ils participaient
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a la production d’auto-anticorps pathologiques. Un travail datant de 2007 a démontré que chez
les souris lupiques NZB/W, les cellules B1 ne se retrouvent que faiblement au niveau de la
cavité péritonéale et migrent au niveau des reins du fait d’une forte expression du récepteur
CXCRS (Ishikawa et al., 2007). Ils présentent é¢galement une forte capacité a activer les LT
naifs et leur co-culture en présence de LT auxiliaires folliculaires (TFH, "T Follicular Helper
cells") permet d’induire une production d’IgG par ces cellules. Chez les patients lupiques
¢galement, il semble que les lymphocytes B1 soient également augmentés et que, parmi ceux-
ci, la population CD11b" présente des capacités de stimulation des LT accrues (Griffin et al.,
2011). Ces LB particuliers ont non-seulement une localisation et des capacités altérées au cours
du lupus, mais ils semblent également étre 1’une des sources d’auto-anticorps pathologiques.
En effet, Zhong et ses collaborateurs ont retrouvé une forte proportion de LB produisant des
anticorps anti-ADNdb parmi les cellules B1 (Zhong et al., 2009). De plus, ces derniers
présentent de fortes capacités de cellules présentatrices d’antigénes et orientent la
différenciation des LT naifs en Th17 (dont nous reparlerons dans les paragraphes suivants).
Finalement, cette hausse du compartiment B1 semble en partie due a des dérégulations du
niveau de la protéine BLK (Wu et al., 2015). L’absence de cette dernicre étant associée a une
hausse des lymphocytes B1 et de la production des auto-anticorps anti-ADNdb chez la souris,
de plus, divers SNP dans le géne codant pour la protéine BLK corrélent avec les taux d’auto-
anticorps chez I’homme.

Il existe également une autre population lymphocytaire B qui a une importance capitale
au cours du lupus. Elle correspondant a I’autre stade de différenciation des LB et est responsable
de la sécrétion des auto-anticorps : les plasmablastes/plasmocytes. Chez les patients en phase
active, adultes comme enfants, on retrouve un nombre plus ¢élevé de plasmocytes dans la
circulation sanguine (Medina et al., 2002). Ces nombreux plasmocytes proviennent
majoritairement d’une différenciation excessive des LB au sein des centres germinatifs puisque
le blocage des interactions T-B par 1’utilisation un anticorps anti-CD40L réduit leur nombre
chez les patients lupiques (Grammer et al., 2003). Cela est également confirmé par le fait que
ces plasmocytes sécretent des anticorps possédant des régions variables fortement mutées, chez
les patients actifs, et que ces réarrangements sont caractéristiques de ceux que 1’on peut
observer lors de la réaction du GC (Jacobi et al., 2003). IIs semblent étre oligoclonaux, c’est-
a-dire générés a partir d’un nombre restreint de clones de LB, et sécrétent les auto-anticorps
tels que les anti-ADNdb. Pour terminer, ces plasmocytes ont également été observés dans les
reins de patients atteints de néphrite lupique (Chang et al., 2009 ; Espeli et al., 2011 ; Ma et

al., 2018) et notre laboratoire a pu montrer leur présence dans les reins d’un modele murin de
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lupus, la souris NZB/W (Lacotte et al., 2010). IIs vont alors promouvoir une production locale
d’auto-anticorps et peuvent donc participer au développement de 1’atteinte rénale ; ces cellules
étant d’ailleurs le plus souvent observées au niveau des reins dans le cas des formes de néphrites
les plus sévéres.

Pour terminer, si I’on s’intéresse a la régulation des réponses B, il y a une population
trés intéressante a étudier : les cellules B régulatrices. Bien que leur role ne soit pas totalement
¢tabli chez I’Homme, elles sont considérées comme des cellules de type mémoire ayant
rencontré leur antigéne. Chez la souris, en revanche, elles sont identifiées par I’expression de
différents marqueurs comme CD5 et CD1d et produisent de I’IL10. Elles seraient spécialisées
dans le controle des réponses immunitaires T dépendantes (Yanaba et al., 2008). Ces cellules
ont été décrites comme présentes en nombre équivalent dans le sang des patients lupiques mais
présentent une diminution de leur capacité suppressive (Blair et al., 2010). Cette étude fut
confirmée par d’autres observations plus récentes montrant diminution d’activité suppressive
chez les B régulateurs induits aprés activation (Gao et al., 2014). Chez la souris, il a ét¢ montré
dans deux modeles de lupus, que les B régulateurs étaient capables de supprimer les
manifestations de la maladie et que leur transfert chez des souris lupiques améliorait les
symptomes (Matsushita et al., 2014). Pour terminer, une étude a mis en lumicre que la
diminution des B régulateurs produisant de I’IL10, bien que ne corrélant pas a ’activité de la
maladie, était plus forte chez les patients présentant une néphrite (Heinemann et al., 2016).
Ces différents travaux identifient alors ’implication potentielle des LB régulateurs dans la

physiopathologie du lupus.

c) Comment expliquer les anomalies B au cours du lupus ?

Les LB au cours du lupus présentent un phénotype de cellules activées, expriment des
BCR autoréactifs et sont plus enclins a se différencier en plasmocytes. Cela suggere que des
défauts au niveau des tolérances centrale et périphérique, mais ¢galement au niveau de la
régulation du GC, sont a considérer (Figure 11).

En premier lieu, I’on peut s’interroger sur 1’efficacité des mécanismes de tolérance
centrale au cours du LED. Lors de leur développement dans la moelle osseuse, les LB vont
subir des réarrangements géniques qui vont permettre 1’expression d’un BCR spécifique d’un
seul épitope pour chaque cellule B. Ces réarrangements étant aléatoires, la génération d’un BCR
capable de reconnaitre un antigéne du soi est tout a fait possible, c’est pourquoi il existe des

processus de sélection négative visant a ¢liminer ces cellules B qui représentent un danger pour
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I’organisme (Goodnow et al., 2005). Au cours du lupus, ces mécanismes semblent altérés et

permettent I’émergence de LB autoréactifs dans la moelle osseuse qui vont alors rejoindre la
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Figure 11 : Anomalies des populations lymphscyinines B ao conrs do Jupos.

En conditions snarmaleso, les LB aubondactifs sont limands lors des dapes de maturation au niveaw de la moelle oascuse,
L'v:u'rcsp-clnda.nt s midcanesmes de tolérance comrale. Les cellules amoréactives qu'l ont pu -lj-l;h;ﬁ'rcrﬁ e mbeaniEme vont
&tre conlenupes par les mécanismes de lolérance périphériguee el n'aunonl pas acods au centre Er.rmirnli!'.

Danz le cas du lupos, il existe des débus o nivean des mécanizmes de lodémance centrale 2t pénphéngue, Cela va
comluine e premier licw & une augmemation du nombre de LB nalls, et en particulier du nombre de LB sutonésctifs, D
fait des défouts de tolimnce pdriphdrique mais dgalement de la forfe disponibilitd des puto-petigénes en conditions
lupiques, ces cellules sutordactives vomi poaryoir subir la réaction du cemire genminalil et s diflérencier en LB mémeoires
aubordactifs (dont les LB cdosble-ndgatifss) ef en plasmocyies sécrétand des awlo-anticomps,

circulation sanguine (Wardemann et al., 2003). Un exemple est celui de la souris lupique
MRL/lpr qui présente une plus faible capacité d’édition du BCR, aboutissant a une plus forte
proportion de LB autoréactifs (Lamoureux et al., 2007). 1l faut toutefois se demander si ces
mécanismes de tolérance centrale lorsqu’ils sont altérés, suffisent a générer les clones

autoréactifs qui produiront les anticorps ou si d’autres anomalies sont requises.
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En effet, il existe également des mécanismes de tolérance périphérique qui, dans le cas
des LB, reposent sur la nécessité¢ d’une aide fournie par les LT afin de permettre leur activation
et leur différenciation. Il semblerait que, comme la tolérance centrale, la tolérance périphérique
soit affectée au cours du LED et participe a la génération des cellules autoréactives. Les auto-
anticorps pathogeénes dérivent de clones exprimant des immunoglobulines fortement
réarrangées et présentant des parties variables hautement mutées (Winkler et al., 1992),
suggérant donc qu’ils ne proviennent pas de clones générés suite au simple réarrangement initial
se produisant dans la moelle osseuse. De plus, lorsque 1’on réverte ces modifications pour
revenir a la séquence germinale, les auto-anticorps perdent leur capacité a reconnaitre leur
antigene (Mietzner et al., 2008). Ces données suggerent alors que les clones produisant les
auto-anticorps pathogenes ont subi des réarrangements suite a leur activation par 1’antigéne,
probablement au niveau du GC, et que ces derniers n’ont pas été éliminés par la suite. Cela
dénote alors de défauts au niveau de la tolérance périphérique et en particulier en ce concerne
le controle des centres germinatifs. Cette possibilité est confortée par le fait que 1’on observe
au cours du lupus une fréquence augmentée d’hypermutation somatique de maniére générale
(Mietzner et al., 2008), processus qui se produit au cours de la réaction du GC, ainsi qu’une
forte proportion de LB du GC dans la circulation sanguine des patients (Odendahl et al., 2000).
On peut alors se demander si ce nombre augmenté de LB du GC est di a un plus grand nombre
de GC se formant, une plus forte activité au sein du GC, une moindre sélection des LB sortant
du GC ou une combinaison de tous ces facteurs. Pour commencer, les facteurs participant a la
mise en place du GC tels que I’IL21, les TFHou les molécules de co-stimulation telles qu’ICOS
ou CD40L, ont ét¢ impliqués dans la pathologie lupique, et leur augmentation pourrait expliquer
la mise en place accrue de GC. Un exemple est celui de la souris sanroque ; cette derniére
présente une mutation augmentant I’expression d’ICOS et développe un lupus sévere (Vinueza
et al., 2005). L’interaction CD40-CD40L étant nécessaire pour la mise en place du GC, sa forte
expression chez les patients lupiques peut alors participer a un plus fort développement de GC,
d’autant que son blocage semble normaliser la réponse B excessive caractéristique du LED
(Grammer et al., 2003). L’IL21 est également impliquée puisqu’elle est retrouvée augmentée
dans de nombreux modeles de lupus (Ettinger ef al., 2008) et notre laboratoire a pu montrer
une augmentation de la production d’IL21 ains iq’une plus forte expression de son récepteur
par les LB (Le Coz et al., en préparation). De plus, son absence ou celle de son récepteur
permet de diminuer les symptomes lupiques (Bubier ez al., 2009). Cela démontre que des
défauts au niveau de la mise en place et/ou du maintien des GC sont impliqués dans la

pathogénése du lupus. Cependant un exces de réaction du GC ne peut pas a lui seul expliquer
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la survenue des nombreux LB autoréactifs. En effet, il existe des processus limitant I’acces du
GC aux cellules autoréactives ou leur génération au sein de ces derniers. Pour accéder au GC,
les LB doivent étre activés par leur antigéne mais en conditions normales, les auto-antigénes ne
sont présentés que lors des processus de sélection négative au sein de la moelle et du thymus et
non au sein des OLS. Cependant, la mauvaise prise en charge des corps apoptotiques en
conditions lupiques favorise la disponibilit¢ et la présentation d’auto-antigénes et cela
également a proximité des GC. La moindre efficacit¢ des TBM en conditions lupiques par
exemple, permet 1’entrée de matériel apoptotique au sein des follicules B (Baumann et al.,
2002), matériel que 1’on a pu observer présenté a la surface des FDC ("Follicular Dendritic
Cells") (Gaipl et al., 2007). Cette présentation de matériel apoptotique permet de sélectionner
positivement les LB autoréactifs pour I’accés au GC mais également apres la réaction du GC.
Par ailleurs, les défauts d’apoptose qui pouvaient jouer un role dans la rupture de tolérance
centrale se retrouvent également impliqués dans le cas du GC. En effet, les LB autoréactifs
générés suite au processus d’hypermutation somatique prenant place au cours de la réaction du
GC, devraient étre ¢liminés par apoptose, faute de stimulation antigénique, cependant, les
défaut d’apoptose vont permettre 1’échappement de ces clones autoréactifs et potentialiser leur
différenciation future en cellules mémoires ou en plasmocytes.

Enfin, outre les défauts de tolérance et de régulation du GC, il existe des défauts
intrinséques aux LB en conditions lupiques. Ces défauts facilitent 1’activation des LB en jouant
notamment sur le seuil d’activation suite a la reconnaissance de leur antigéne via le BCR et
influent non seulement sur la tolérance centrale mais également périphérique. Un premier
exemple est celui de la protéine BLK. Cette kinase est exprimée au stade pré-B dans la moelle
osseuse et intervient dans la signalisation du pré-BCR (Geier et al., 2006). Les SNP retrouvés
dans le géne codant pour cette protéine et associés au lupus semblent diminuer le niveau de
BLK et seraient responsables d’une mauvaise signalisation du pré-BCR et d’un défaut de
sélection négative au niveau de la moelle osseuse (Pamuk et al., 2016). Confirmant son
implication, des souris déficientes pour BLK développent un syndrome auto-immun caractérisé
par la production d’auto-anticorps (anti-ADNdb) et le développement d’une glomérulonéphrite
(Wu et al., 2015). Une autre enzyme, cette fois-ci une tyrosine phosphatase, PTPN22 est
impliquée dans la régulation négative de la signalisation en aval du BCR et présente des
versions alléliques associées au lupus. L’un de ces all¢les est associé¢ a une augmentation de la
signalisation du BCR et a une survie des LB autoréactifs due a une mauvaise délétion au niveau
central (Arechiga et al., 2009). De plus, en périphérie les LB portant cette version allélique ont

une expression augmentée de nombreux autres geénes impliqués dans I’activation des LB
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(Menard et al., 2011). Enfin, la tyrosine kinase LYN semble également jouer un rdle dans le
phénotype anormal des LB au cours du lupus. Les patients lupiques semblent présenter une plus
faible expression de cette protéine (Liossis ef al., 2001) mais surtout, les souris déficientes pour
Lyn développent une néphrite accompagnée de la production d’auto-anticorps anti-ADNdb
(Lamagna et al., 2014).

Pour résumer, les LB jouent un role clé dans le lupus. Ces derniers vont permettre la
production d’auto-anticorps pathogenes impliqués dans diverses manifestations et dommages
tissulaires. L’on dénote non seulement une augmentation des LB naifs mais également des LB
mémoires et les plasmocytes qui vont jouer un role clé dans la maladie lupique. Parmi ceux-ci,
on peut retrouver un grand nombre de cellules autoréactives dont la survenue est due a une
combinaison de défauts au niveau des tolérances centrale et périphérique mais également au

niveau de la régulation du GC et de défauts intrinséques aux LB.

2.Les lymphocytes T et leurs roles dans la pathologie lupique.

Il est souvent cru, a tort, que la pathologie lupique est une maladie uniquement associée
aux LB, du fait de la forte production d’auto-anticorps. Cependant, les LT jouent en fait un role
central dans la pathologie lupique. Ils sont en effet nécessaires a la production des auto-
anticorps pathogenes du lupus, ces derniers étant en majorité générés au cours de réponses T-
dépendantes au sein du GC. D’autres arguments soutiennent I’évidence d’une forte contribution
des LT au cours du lupus. Les LT sont activés suite a la reconnaissance, via leur TCR, du
complexe peptide-CMH exprimé par les cellules présentatrices d’antigene, or, le locus du CMH
est celui présentant la plus forte association avec le risque de développer un lupus (Harley et
al., 2008). De plus, I’utilisation d’un anticorps permettant la déplétion des LT chez un mod¢le
murin de lupus améliore les symptomes et prolonge la survie des souris (Wofsy et al., 1987) et
diverses études ciblant la migration des LT dans les reins ont montré une amélioration de la
néphrite lupique (Menke et al., 2008 ; Steinmetz et al., 2009 ; Bignon et al., 2014). Ces
différentes études pointent bien un rdle majeur des LT dans le lupus, c’est pourquoi de

nombreux laboratoires se sont intéressés a ces derniers.

a) Les principales populations de lymphocytes T impliquées dans le lupus.

Les LT peuvent étre divisés en différentes sous-populations. L’on distingue en premier
lieu les LT CD8" et les LT CD4". Les premiers représentent une population de cellules
cytotoxiques jouant un role dans la réponse antivirale et anti-tumorale. Les seconds, que 1’on
appelle LT auxiliaires (ou Th), apportent de I’aide aux LB et régulent la réponse immunitaire ;

on retrouve parmi ceux-ci différents Th (Thl, Th2, Th17...) que I’on classe en fonction des
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cytokines produites et des facteurs de transcription exprimés, et les lymphocytes Treg. Parmi
ces différentes populations, certaines sont fortement impliquées dans la physiopathologie du
lupus.

Les Th17 représentent une sous population de Th se caractérisant par leur production
d’IL17 et I’expression du facteur de transcription RORyt ("RAR-related orphan receptor
gamma t"). Cette population ne fut identifiée qu’a partir du milieu des années 2000 comme
étant une population de LT produisant de I’IL17 mais distincte des Th1 et Th2 (Harrington et
al., 2005), pourtant, malgré leur découverte plus récente, les Th17 furent rapidement impliqués
dans de nombreux processus pathologiques. On leur préte par exemple un role dans la sclérose
en plaque expérimentale ou ces derniers vont infiltrer le systéme nerveux central et promouvoir
la production de cytokines pro-inflammatoires et I’inflammation locale (Langrish ez al., 2005).
Bien qu’il n’existe pas de lien direct décrit entre I’IL17 et le lupus d’un point de vue génétique,
son implication dans la pathologie lupique fut suggérée par diverses études. L’IL17 a été
montrée comme augmentée dans le sérum des patients lupiques (Zhao et al., 2010). Bien que
certaines ¢tudes aient pu mettre en évidence une corrélation entre I’activité de la maladie et le
niveau sérique d’IL17 (Chen et al., 2010), d’autres tendent a montrer que le niveau de cette
cytokine ne varie pas entre les patients actifs et inactifs (Zhao et al., 2010). Bien qu’il semble
y avoir des contradictions quant aux niveaux d’IL17 en fonction de I’activité de la maladie,
cette cytokine n’en reste pas moins potentiellement impliquée dans la physiopathologie de la
maladie lupique. En effet, diverses études ont pu montrer une production locale d’IL17 au
niveau de la peau (Tanasescu et al., 2010) et des reins (Crispin et al., 2008) chez les patients.
Les Th17 pourraient donc jouer un role dans le développement de certaines atteintes lupiques ;
par exemple I’IL17 semble augmentée chez les patients présentant une atteinte du systéme
nerveux central (Vincent et al., 2013), ce qui n’est pas surprenant compte tenu de I’implication
des cellules Th17 dans une autre pathologie auto-immune affectant le SNC : la sclérose en
plaque. L’implication de cette cytokine dans le lupus a également ét¢ en grande partie suggérée
chez des modeles murins. En effet, des taux élevés d’IL17 ont été décrits chez la souris MRL/Ipr
(Yang et al., 2009) et chez la souris C57BL/6-lpt/lpr (Kyttaris et al., 2010). Comme chez
I’Homme, I’infiltration de LT produisant de I’IL.17 au niveau des reins (Zhang et al., 2009) ou
de la peau (Kido et al., 2011) est retrouvée chez le modele MRL/lpr. Un preuve plus directe du
role de cette cytokine provient de modeles de souris ne produisant pas d’IL23, une cytokine
connue pour induire la différenciation en Th17 et la production d’IL17. Chez ces souris, la
production d’auto-anticorps est diminuée et est accompagnée de plus faibles dépots de

complément et d’anticorps au niveau des reins (Kyttaris et al., 2010). L’IL17 semble donc
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jouer un role dans la réponse humorale pathologique du lupus et, de maniére plus précise, elle
a été impliquée dans la formation des GC puisque 1’injection d’un virus produisant de I’IL17 a
des souris saines induit la formation de GC au niveau de la rate (Hsu ef al., 2008). Pour finir,
parallélement a son implication dans la réponse humorale, ’'IL17 pourrait jouer un rdle en
induisant la production de chimiokines permettant le recrutement des monocytes et neutrophiles
au niveau rénal, mais également en favorisant la production de NET par ces derniers (Pisitkun
et al., 2012). Toutes ces données suggérent donc que I’[L17 jouerait un role cl¢ dans la
pathologie lupique, et plus particulicrement dans le développement de certaines atteintes
(cutanées, rénales...).

Il existe également, au cours du lupus, une population de LT particuliére, ces derniers
n’expriment ni le marqueur CD4, ni le marqueur CD8, et sont encore aujourd’hui nommés LT
doubles négatifs (DN). Il existe diverses hypothéses concernant 1’origine de ces cellules.
Premierement, elles pourraient provenir du thymus et correspondraient alors a des cellules ayant
échappé a la sélection négative et rejoindraient ensuite la circulation (Priatel et al., 2001). Une
autre hypothése consiste a envisager que ces cellules soient générées en périphérie. Cette
seconde hypothése est appuyée par le fait que ces cellules peuvent étre générées chez des souris
irradiées ne présentant pas de thymus (Ford et al., 2006). De plus, les souris présentant la
mutation /pr ont une forte accumulation de lymphocytes DN dans les OLS et divers organes
(Shirai et al., 1990 ; Watanabe et al., 1995). La stimulation antigénique chez ces souris
provoque une forte prolifération des LT DN que 1’on ne retrouve pas chez les souris sauvages
possédant Fas (Mehal et al., 1998) suggérant alors un défaut au niveau périphérique. Les
patients lupiques présentant une mutation dans le géne codant la protéine Fas montrent
¢galement une accumulation dans le sang de cette population de LT DN (Fleisher, 2008 ;
Arnold et al., 2007). Ces LT DN présentent un phénotype pro-inflammatoire, démontré in vitro
par leur forte capacité a produire de I'IFNy, du TNFa (Zlotnik et al., 1992). Dans le cadre du
lupus, ces LT sont augmentés dans la circulation sanguine et infiltrent également les reins chez
ces patients (Crispin et al., 2008). De plus, ils produiraient en grande quantité de 1’'IL17,
cytokine connue pour jouer un role clé dans la pathologie lupique (Crispin ez al., 2008). Ces
résultats ont également été démontrés chez la souris. En effet, les LT DN chez la souris MRL/Ipr
présentent également une forte capacité de production d’IL17 (Zhang et al., 2009 ; Kyttaris et
al., 2010). De plus, la stimulation in vitro de LT provenant de cette souris avec de I’IL23 induit
la génération de LT DN capables de causer une néphrite si transférés a des souris

immunodéficientes (Zhang et al., 2009 ; Kyttaris et al., 2010). Ces LT DN jouent donc un role
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dans le lupus et plus particulierement, semblent en partie médier la survenue de la néphrite
lupique.

Si ’on s’intéresse a la réponse T au cours du lupus, il faut s’interroger sur les
mécanismes de régulation de cette dernicre. Or les Treg semblent également étre impactés lors
de la pathologie lupique et ne joueraient pas leur role de régulateurs négatifs, ou en tout cas pas
suffisamment. La preuve de I’importance des Treg vient du fait que la mutation du facteur de
transcription spécifique des Treg, FOXP3, cause un syndrome auto-immun nommé IPEX
("Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked"). En ce qui concerne le
lupus, il existe des études allant dans le sens d’un défaut au niveau de ces cellules, mais
¢galement des études contradictoires montrant qu’il n’y aurait aucun changement au niveau de
ces lymphocytes. Si I’on s’intéresse d’abord aux modeles murins de lupus, les diverses études
semblent aller dans le sens d’un défaut au niveau des Treg. En effet, chez la souris NZB/W
jeune, il y aurait une fréquence diminuée des Treg dans les OLS en comparaison a une souris
saine de méme age (Wu et al., 2004), cette observation fut également retrouvée dans le cas de
souris agées. Une autre étude a montré, quant a elle, une augmentation de la proportion de Treg
dans les ganglions drainant les reins mais une diminution dans la rate chez les souris NZB/W,
accompagnée en revanche d’une augmentation de leur nombre total dans les deux localisations
(Scalapino et al., 2006). Une derniére étude a montré une diminution progressive du nombre
de Treg dans les ganglions et le sang des souris lors du développement de la maladie (Humrich
et al., 2010), cette diminution était accompagnée d’une plus faible prolifération des Treg en
comparaison aux autres LT CD4". Concernant ’autre modéle bien connu de lupus, la souris
MRL/lpr, les proportions de Treg semblent chuter dans les OLS avec le développement de la
pathologie (Yang ef al., 2008). D’un point de vue fonctionnel, les Treg semblent conserver
leurs capacités suppressives dans le cas des deux modeles murins (Scalapino ez al., 2006 ;
Yang et al., 2008) bien qu'une autre étude a quant a elle montré une plus faible capacité a
inhiber la prolifération chez la MRL/lpr (Divekar et al., 2011 ; Parietti et al., 2008). Ces
différentes études tendent vers un plus faible nombre de Treg plutét qu’une diminution de leur
capacité et que ce nombre réduit serait en fait insuffisant pour contréler I’inflammation chez
ces modeles de souris. En revanche les résultats des études menées chez I’Homme sont plus
disparates et ont montré des nombres ou capacités réduites (Lyssuk et al., 2007 ; Valencia et
al., 2007 ; Bonelli et al., 2008 ; Miyara et al., 2005) tandis que d’autres ne montraient aucun
changement (Alvarado-Sanchez et al., 2006 ; Vargas-Rojas et al., 2008). D’autres encore ont
montré une augmentation des Treg par rapport aux individus sains (Lin ez al., 2007) ou que le

probléme venait d’une résistance des autres LT a la suppression induite par les Treg (Chowdary
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Venigalla et al., 2008). Cette hétérogénéité concernant les Treg au cours du lupus chez
I’Homme vient notamment du fait que les marqueurs utilisés dans les études ne sont pas les
mémes et ne garantissent pas toujours de la pureté de la population cellulaire étudiée. Ainsi,
Miyara et ses collaborateurs ont montré que 1’on peut classer les Treg en trois groupes en
utilisant le marqueur CD45RA : le groupe I correspond aux cellules CD45RA Foxp3'°, le
groupe II contient les cellules CD45RAFoxp3" et le groupe III se constitue de cellules
CD45RA Foxp3'® (Miyara et al., 2009). Les deux premiers groupes correspondent a de vrais
Treg avec des capacités suppressives tandis que le troisieme ne présente pas d’activité
suppressive et produit méme des cytokines caractéristiques des LT effecteurs. Concernant le
lupus, il semble que les groupes I et III soient augmentés tandis que le groupe II serait diminué
dans le sang périphérique (Miyara et al., 2009). Une autre étude a également montré une
augmentation des groupes I et I11, la premiére corrélant avec 1’activité de la maladie (Pan e al.,
2012). Un autre marqueur récemment utilisé pour identifier les Treg ne produisant pas de
cytokines, le facteur de transcription Hélios, a permis de confirmer ces observations. Dans ces
études, les auteurs ont pu remarquer une augmentation du pourcentage de Treg FOXP3 Hélios"
dans la circulation et une corrélation avec 1’activité¢ de la maladie (Golding et al., 2013 ;
Alexander et al., 2013), ces derniers conserveraient ¢galement leurs capacités suppressives.
Ces études démontrent alors que le nombre et ’activité des Treg ne seraient pas altérés chez
I’Homme au cours du lupus mais ils resteraient tout de méme insuffisants pour contrecarrer
I’inflammation.

Finalement, une autre sous-population de LT semble jouer un role clé dans la pathologie
lupique, les lymphocytes TFH. En effet, cette maladie étant grandement médiée par les
anticorps et ces derniers semblant provenir de LB ayant subi la réaction du GC, il est 1égitime
de penser que des dérégulations au niveau des TFH vont également étre impliquées dans la
maladie lupique. Un des premiers exemples allant dans le sens d’une implication des TFH vient
de la souris sanroque, cette derniére présente une augmentation d’ICOS concomitante avec un
nombre accru de TFH, une augmentation de I’IL21 et un plus grand nombre de GC (Vinueza
et al., 2005). ICOS étant I’un des marqueurs fortement exprimés par les TFH, les études
pointant ICOS au cours du lupus suggerent une dérégulation des TFH. Or, I’expression d’ICOS
a été montrée comme augmentée dans les LT CD4" de patients lupiques (Yang et al., 2005), de
plus, cette expression était d’autant plus forte que les patients présentaient une atteinte rénale
déclarée (Li et al., 2012). Des LT ICOS™ ont pu étre détectés dans les reins de patients a
proximité des LB (Hutloff ez al., 2004), montrant une potentielle implication des TFH, non

seulement dans la réponse systémique, mais également dans le développement de I’atteinte
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rénale caractéristique de la maladie. D’autres molécules que 1’on sait impliquées dans
I’interaction T-B ou encore dans la différenciation des TFH ont été associées a la maladie
lupique. CD40L a en effet ét¢ montrée comme constitutivement augmentée a la surface des LT
chez les patients (Desai-Mehta et al., 1996 ; Katsiari ef al., 2002) or cette molécule joue un
role dans les premicres phases de différenciation des TFH mais également lors de leur
interaction avec les LB dans le GC. De la méme maniére, 1’interaction entre OX40 et OX40L
est essentielle dans les premicres étapes de différenciation des TFH et, chose intéressante,
I’expression d’OX40 est augmentée chez les patients lupiques et correle avec 1’activité de la
maladie (Patschan et al., 2006). De plus, OX40 se trouve fortement exprimé dans les reins de
patients atteints de néphrite lupique (Aten et al., 2000). Finalement OX40L, chez les patients
lupiques, est exprimé par les cellules présentatrices d’antigéne dont la fréquence correle avec
I’activité de la maladie et le signal ainsi fourni par ces cellules permet la différenciation des LT
naifs en TFH (Jacquemin et al., 2015). A D’instar de ces divers marqueurs, les cytokines
produites par les TFH sont elles aussi impliquées dans le lupus. La cytokine BAFF est par
exemple fortement augmentée au cours du lupus et ses niveaux sériques correlent avec les titres
d’anticorps anti-ADNdb (Zhang et al., 2001) et le blocage de la signalisation en aval de cette
derniére suffit a améliorer les 1ésions rénales dans un modéle murin de lupus (Arkatkar et al.,
2018). L’IL21, quant a elle, est fortement augmentée dans le sérum des patients lupiques, en
particulier ceux présentant une néphrite, et correle avec ’activité de la maladie (Wang et al.,
2007). On retrouve également un plus fort pourcentage de LT produisant de I’'IL21 chez les
patients lupiques (Dolff ez al., 2011) ainsi que de nombreux polymorphismes dans les génes de
I’IL21 et de son récepteur (Webb et al., 2009 ; Lan et al., 2014). Ces diverses études ont
¢galement été confirmées chez la souris puisque, outre la souris sanroque, le modeéle BXSB/yaa
présente une forte augmentation de ’ARNm du gene de I'IL21 mais également des taux
sériques de cette cytokine (Ozaki et al., 2004). La souris MRL/Ipr présente quant a elle des LT
produisant 10 fois plus d’IL21 que les souris controles (Herber et al., 2007) et 1’absence du
récepteur de I’IL21 réduit le nombre de TFH chez ces souris (Rankin ez al., 2012). Enfin, notre
laboratoire a pu montrer que la souris NZB/W présentait un nombre accru de TFH et que ces
derniers produisaient plus d’IL21 (Le Coz et al., en préparation). Plus récemment, ’inhibition
du métabolisme du chez divers modéles murins de lupus est suffisant afin de cibler les TFH
autoréactifs, sans affecter les réponses face a un pathogéne, probablement du fait d’un
métabolisme différent dans les cellules auto-réactives (Choi et al., 2018). Finalement, quelques
¢tudes ont directement montré une dérégulation des TFH chez les patients lupiques. En se

basant sur I’expression de CXCRS, PD1 ("Programmed cell Death 1") et ICOS, diverses
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équipes ont pu montrer une augmentation des TFH circulants chez les patients lupiques
(Simpson et al., 2010 ; Choi et al., 2015 ; Xu et al., 2015). De plus, en se basant sur les travaux
de Morita et de ses collaborateurs (Morita et al., 2011), décrivant diverses sous-populations de
TFH (TFH1, TFH2 et TFH17), notre laboratoire a pu mettre en évidence une dérégulation de
la balance entre ces diverses populations chez les patients lupiques (Le Coz et al., 2013). Les
patients présentent en effet une diminution des TFH1 dans la circulation associée a une
augmentation de la proportion de TFH2 et donc un accroissement des TFH les plus prompts a

fournir une aide a la différenciation des LB (a savoir TFH2 et TFH17).

b) Dérégulation de la signalisation des LT au cours du lupus.

Les LT jouant un réle majeur au cours du lupus, de nombreuses équipes ont voulu
comprendre d’ou provenait le phénotype aberrant de ces cellules et ont pu mettre a jour de
nombreux défauts intrinséques aux LT, en particulier au niveau de la signalisation en aval du
TCR et des molécules de co-stimulation (Figure 12).

En premier lieu, il existe des défauts directement au niveau du TCR dans les LT
lupiques. Le TCR reconnait des peptides présentés par les molécules du CMH et le signal est
transmis au niveau intracellulaire par le complexe de différentes sous-unités (9, €, y et {) formant
le CD3. Au moment de I’activation, la kinase Lck ("Lymphocyte Kinase") va phosphoryler des
motifs ITAMs ("Immunoreceptor Activation Tyrosine Motifs") au niveau de la chaine { du CD3
et permettre le recrutement de la protéine ZAP70 ("Zeta Associated protein of 70 kDa"),
¢galement phosphorylée par Lck, et induire les voies de signalisation en aval. Dans les LT de
patients lupiques, I’activation par le TCR va mener a une phosphorylation anormalement plus
rapide et a des flux de calcium plus élevés menant a une réactivité accrue des LT (Liossis et al.,
1998). Cela est notamment démontré par une phosphorylation des protéines de signalisation en
aval plus forte et plus rapide. Cette signalisation plus rapide est en grande majorité due a des
remaniements au niveau du complexe CD3-TCR. En effet, I’expression de la chaine { est
diminuée dans les LT des patients et est remplacée par son homologue : la chaine y du RFc
(Liossis et al., 1998). Alors que la chaine C possede 3 motifs ITAM, la chaine y du RFc n’en
posséde qu’un seul, ce qui permet une phosphorylation plus rapide et une mise en place plus
rapide de la signalisation en aval (Figure 12). De plus, au lieu de recruter ZAP70, la chaine y
du RFc va permettre le recrutement de la kinase Syk ("Spleen tyrosine Kinase") or, I’interaction
de Syk avec la chaine y est 100 fois plus forte que I’interaction entre ZAP70 et la chaine ,
augmentant encore 1’intensité de la signalisation qui va en découler (Nambiar et al., 2003). Le

fait de réintroduire in vitro la chaine { dans les LT de patients lupiques permet de normaliser le
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flux calcique et restaure la production d’IL2 (Nambiar et al., 2003) montrant bien I’importance
de cette chaine dans la signalisation anormale des LT au cours du lupus.

Il y a également un autre défaut dans les LT lupiques qui explique la plus forte
signalisation du TCR. En temps normal, les complexes TCR-CD3 sont exclus des structures
nommées radeaux lipidiques et sont distribués sur toute la surface des LT. Lors d’une
stimulation du TCR, il va y avoir un regroupement des complexes TCR-CD3 a la surface des
LT et leur association avec les radeaux contenant diverses molécules de signalisation, pour
former avec les CPA ce que I’on nomme la synapse immunologique. Cependant, les LT isolés
de patients présentent des clusters de TCR déja préformés et associés aux radeaux lipidiques ce
qui les prépare/sensibilise déja a I’activation (Kabouridis ef al., 2008). Ces radeaux lipidiques
présentent des modifications de leur composition puisque I’on y retrouve une expression
augmentée de la chaine y du RFc, de Syk ou encore de la Phospholipase C y (PLCy). De plus,
des molécules co-inhibitrices telles que CTLA4 ou BTLA ("B and T Lymphocyte Attenuator")
semblent étre exclues des radeaux lipidiques (Figure 12) (Jury et al., 2010 ; Sawaf et al., 2018)
ce qui va empécher/diminuer leurs fonctions inhibitrices et participer au phénotype hyperactivé
des LT dans le lupus.

On retrouve également des anomalies au niveau des molécules de co-stimulation et
d’adhésion dans les LT au cours du lupus. La molécule CD44, qui correspond au récepteur a
I’acide hyaluronique, est exprimée a la surface des LT et permet leur migration dans les tissus
périphériques. Cette molécule est faiblement exprimée par les LT naifs et présente de
nombreuses isoformes dues a un épissage alternatif de son exon variable. Dans les LT de
patients, on peut retrouver une plus forte expression des isoformes v3 et v6 (formes retrouvées
dans les LT) et leur expression correle avec I’activité de la maladie (Crispin et al., 2010). De
plus, lorsque 1’on s’intéresse aux reins des patients, on peut observer un grand nombre de LT
exprimant CD44 ainsi qu’une phosphorylation de ERM ("Ezrin/Radixin/Moiesin") qui se
trouve dans la signalisation en aval de CD44 (Cohen et al., 2008), suggérant I’implication de
la molécule CD44 dans la migration anormale des LT dans les reins au cours du lupus. La
famille des SLAM ("Signaling Lymphocytic Activation Molecule"), qui appartient a la
superfamille des Ig, comprend 9 membres et servent de molécules de co-stimulation a la surface
des LT. Des études de GWAS ont identifi¢ des variants dans les génes codant pour les protéines

de famille des SLAM (Detre et al., 2010).
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Figare 12 : Dyvsfonction de la signalisation des LT dans le lupas,

A, Dans les conditions snormaless ke ssignalings du TCR passe par ke complexe CD3 dont les diverses chaines
permetient de relayer le signal au niveau intrecellulaire. La chaine £ en particulier, posséde troks doneaines ITAM qui som
phosphorybés suie & I'engagement du TCR, ce qui permet be recrutement de ba protéine ZAPFTD et la mize en place de la
signalisation en aval. [ans le cas du lupus, la chaine £ est rem placde par la chaine ¥ du RFe. Cette chaine ne posstde qu'un
seirl motil ITAM, la remidant ainsi plus fscllement phosphorylable. D plus, elle recnse la protéine Svk, ao lieu de £APT0,
dont |"imeractbon avec la chaine 5 est 100 fois plus fore que celle de ZAPTD avee la chaine £ Cela va aboutir 3 une
signalization plus forte et plus rapide en aval du TCR avec, par exemple, des niveaux de calcium mtracellulaire plus
leves mins que des niveaux 3112 plus fbles.

B. A él de repos, les LT présentent un TCR dispersé toul au long de 1o membrane plasmigue el exclu des mideauy
lipidigques qui contiennent un certain nombre de molécules nécessaires & ka mise en place des sgnanx en aval de ce
récepteur (ex ; ke co-récepteur CD4 of ln protdine Lok ha étand associkée], ou permeetiand de réguler activation des LT (ex
:BTLA) Lors de 'activation des LT, les TCR se regrospent en cluster au nivesu des radeaus lipidiques poar former une
stacture nommée b symapse immunologique. L'inchision dans les mdeaux va permctire, d'ume pant ke rapprochement
avee la moldcule CDY, permeniant la phosphonylation de ZAPT par Lk, mais ¢galement la possible régulation ndgative
par des moldeubes co-inhibitrices telle que BTLA. En revanche, dans les LT lupiques, le TCR esi apré-clusturisés ed
associd aux radeaux lipidiques, se qui Facilive leur activation. D plus, diverses moléoules co-inhibitricss, domt Fail partie
BTLA sont exchics des radeaux lipikliques et ne vond done pas powvolr assurer beur mile de régulateur néganl de la
signalisation du TCHR.

De plus, une étude a pu mettre en évidence un défaut au niveau de SLAMF6 dans les LT de

patients lupiques puisque son engagement de permet pas d’induire une production normale
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d’IL2 (Chatterjee et al., 2011). Une autre molécule de co-stimulation, CD40L est impactée
lors du lupus. CD40L est normalement exprimé par les LT activés et permet de fournir de 1’aide
aux LB qui expriment quant & eux CD40. Dans le cas du LED, les LT présentent une expression
accrue et prolongée apreés activation mais €également une expression basale augmentée de la
molécule CD40L qui corréle avec 1’activité de la maladie (Koshy et al., 1996 ; Desai-Mehta
et al., 1996). Enfin, des études ont montré I’implication d’une autre molécule de co-
stimulation : ICOS. Cette dernicre est surexprimée chez la souris sanroque, qui montre des
symptomes de type lupique (Vinueza ef al., 2005). En plus de cela, cette derniére est impliquée
dans le contrdle des fonctions effectrices des LT dans les reins de souris MRL/Ipr (Odegard et
al.,2009) et dans la sécrétion de I’[L21, la production d’IgG et la différenciation en plasmocytes

chez la souris lupique (Odegard et al., 2008).

Nous avons ainsi pu voir dans ce chapitre que le lupus est une maladie complexe. Cette
pathologie systémique est causée par un ensemble de prédispositions génétiques qui vont se
combiner a différents facteurs environnementaux et aboutir a la rupture de tolérance menant a
la production d’auto-anticorps. On retrouve principalement des défauts au niveau de la gestion
des débris apoptotiques mais également des anomalies du systéme immunitaire, que ce soit du
point de vue de la réponse innée ou adaptative. Les auto-anticorps produits (principalement
contre des composants nucléaires) mais également les cellules immunitaires anormalement
activées vont engendrer les diverses atteintes observées lors du lupus. L’une d’entre-elles, la
néphrite lupique, constitue une des atteintes les plus graves que 1’on peut observer durant la
maladie. Le chapitre suivant sera donc consacré a la néphrite lupique en réalisant d’abord un
rappel de base de la physiologie rénale avant d’aborder les différentes classes de néphrite ainsi
que les rdles du systéme immunitaire et des cellules rénales dans la physiopathologie de cette

atteinte.
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Partie 2 : La néphrite lupique, une atteinte emblématique du
lupus

I-Structure et fonctions du rein.

Avant de pouvoir aborder la néphropathie lupique, il est important de rappeler quelles
sont les fonctions primaires du rein et comment ce dernier est organisé.

Les reins sont responsables de plusieurs fonctions. Tout d’abord, ils assurent
I’élimination de toxines et de divers déchets du métabolisme comme par exemple I'urée. Ils
régulent également le volume, I’osmolarit¢é et 1’acidit¢é des compartiments sanguin et
extracellulaire en modulant la réabsorption de I’eau et de divers ions et peuvent, de plus,
influencer le métabolisme phosphocalcique. Enfin, les reins sont responsables de la production
de nombreuses hormones et participent par exemple au processus d’érythropoicse, via la
synthése d’érythropoiétine, ou a la synthése de la vitamine D (Silbernagl et al., 2008).

L’on distingue deux grandes zones au niveau des reins : le cortex et la médulla. Le
cortex est la partie la plus extérieure du rein qui est en contact avec la capsule et contient les
glomérules. La médullaire représente la partie la plus interne et est constituée des pyramides de
Malpighi, connectées aux calices qui recueillent 1’urine provenant des canaux collecteurs. Les
calices vont se rejoindre au niveau de la structure que 1’on appelle le bassinet et qui se déverse
dans I’urétre.

La vascularisation rénale comporte un systéme artériel et un systéme veineux satellite
de ce dernier. Au niveau artériel, 1’artére rénale prend naissance au niveau de 1’aorte avant de
se diviser en plus petites artéres a I’intérieur du rein. Ces diverses ramifications aboutiront aux
artérioles afférentes que 1’on retrouve au niveau du glomérule et qui vont permettre la filtration
primaire du sang. Le sang va alors repartir par les artérioles efférentes vers la médullaire pour
donner naissance a un réseau de capillaires nommé vasa recta permettant 1’échange entre
I’urine et le sang au niveau des tubules avant de déboucher dans le systéme veineux rénal, relié
a la veine cave inférieure.

Les glomérules présents dans le cortex font partie intégrante des unités fonctionnelles
du rein que I’on nomme les néphrons et dont nous allons parler juste aprés. Les glomérules vont
permettre de filtrer le sang provenant des artérioles afin de générer 1’urine primaire. Ils
entourent les boucles capillaires et sont délimités par la capsule de Bowman. On retrouve
différents types cellulaires au sein des glomérules : les cellules endothéliales, les cellules
mésangiales, les podocytes et les cellules épithéliales pariétales (Figure 13) (Scott ez al., 2015).

Les cellules endothéliales entourent les capillaires au sein du glomérule et sont séparées par des
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Figure 13 : Organiation da glomérule rénal,
L phoemérule es1 comiposé de quatnd types cellulaines principaus. Les callules endothéhabes entourend les capillares au
sein dlo ghivmdnle. Elles sonl emoundes par la membrane basale gloménalaane sur laguelle reposent bes podocyies ; bewrs
prolongements cytoplasmaques (kes pédicelbesh vond eaalement recouvnir ¢etie membrne basale, L'ensemble de ces tnos
éiéments forme lo barridre de filtmiion. On retrouve également les cellules mésangiales qui sécrétent de la matnice
extra-cellulaire ef permetieni ke mamtien des boucles capallnires. Enfin, le glomémale est encapsulé par les cellules
épithélinbes pariéiales qui fonment ks capsule de Bowman,

pores de 50 a 100nm permettant le passage de fluides, de solutés du plasma et de protéines ; en
revanche ils empéchent le passage des globules rouges, des leucocytes et des plaquettes. Autour
de ces cellules endothéliales, on retrouve la membrane basale glomérulaire qui sert a la fois de
filtre intermédiaire entre les cellules endothéliales et les podocytes, mais qui permet également
de stabiliser ’ensemble cellules endothéliales-membrane basale-podocyte : ce triple ensemble
définit ce que 'on nomme la barriere de filtration glomérulaire. Concernant les derniers
membres de cet ensemble, les podocytes (ou parfois appelés cellules épithéliales viscérales), ce
sont des cellules de type épithélial possédant des extensions cytoplasmiques, les pédicelles, qui
vont leur permettre de s’enrouler autour des capillaires. Les podocytes adjacents sont reliés par
des jonctions SD ("Slit Diaphragm") permettant de filtrer I’urine primaire et la rétention des
composants de haut poids moléculaire contenu dans le plasma. Le troisiéme type cellulaire que
I’on retrouve a I’intérieur du glomérule correspond aux cellules mésangiales qui vont former le
mésangium (Schlondorff ez al., 2009). Elles sécrétent de la matrice extracellulaire et vont
permettre le développement et le renforcement des boucles capillaires dans le glomérule. Ces

cellules posseédent des fonctions contractiles qui leur permettent de réguler le flux capillaire du
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fait de leur contact direct avec les cellules endothéliales (a I’instar de péricytes contractiles). Il
existe ¢galement chez ces cellules, des fonctions phagocytaires leur permettant d’éliminer les
macromolécules s’accumulant dans I’espace sous-endothélial et I’espace mésangial. Le dernier
type cellulaire composant le glomérule est représenté par les cellules épithéliales pariétales. Ces
cellules forment la partie interne de la capsule de Bowman qui collecte 1’urine primaire.
Cependant des études récentes semblent montrer que ces cellules constitueraient également un
réservoir de cellules progénitrices permettant de régénérer les podocytes lorsque de forts
dommages surviennent a ce niveau (Romagnani, 2011).

Si I’on en revient au néphron (Figure 14), il est organis¢ de fagon a filtrer puis
réabsorber successivement divers composés afin de constituer ce que 1’on appelle d’abord
I’urine primitive qui va se transformer en urine de plus en plus concentrée au fur et & mesure

des étapes de modification le long du néphron (Griinfeld, 2017 ; Silbernagl et al., 2008).
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Figure 14 : (brganisation da néphron.

Repriseniation schématique de I"organisation du néphron. L'urine primitive est filirde au niveaw du glomdmbe pais repoint
ke tabse combournd proximal b a lien la majorité de la néshsonption de 1"caw, du sodium et du chlore. L'arine primitive
proarswt som chermin vers Ianse de Henld od il va y avoir néabsorplion d 'eau dans la partie descendante of du sodium dans
ka partie ascendante. L'urine refoing ensuive le tabe comourné distal oo il v aura réabsorption de sodium mais pas 4 cau,
permetiant & 'urine ' siteindre sa dilution maximale. Enfin, le canal collectewr va permeitre ka réabsorpiion des quamiids
restantes d'eaw ol de sodium mais ce, de fagon régulée par e hormones et sebon bes besoins de Nonganisme.

Le sang est tout d’abord filtré au niveau de la barriere de filtration glomérulaire ou les
macromolécules vont étre retenues afin de ne laisser passer que les petits solutés. Cette urine

primaire va alors se retrouver dans la capsule de Bowman avant de pouvoir pénétrer dans le
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tube contourné proximal (TCP). C’est au niveau du TCP que I’urine va subir ses premicres
modifications. Dans le TCP, 80% du bicarbonate sera réabsorbé¢ ainsi que 65% du sodium dont
la réabsorption permet celle du calcium, du chlore et de I’eau. Faisant suite au TCP, on trouve
I’anse de Henlé qui est divisée en quatre parties : la branche descendante, la branche fine
ascendante, la branche large ascendante (BLA) médullaire et la BLA corticale. Elle joue un role
dans la réabsorption du sodium et la différence de potentiel ainsi générée permet une
réabsorption de calcium et de magnésium. La réabsorption de 1’eau sera en grande partie
finalisée au niveau de I’anse de Henl¢ en suivant le principe d’échange par contre-courant. Une
fois que 1’urine a subi les modifications nécessaires dans 1’anse de Henlé, elle rejoint le tube
contourné distal (TCD). Il y a alors réabsorption de sodium et de chlore mais I’eau n’est pas
réabsorbée, 1’urine est alors a sa dilution maximale. Ayant traversé le TCD, I’urine va pouvoir
se jeter dans le canal collecteur, on distingue le canal collecteur cortical et le canal collecteur
médullaire. C’est au niveau de ce canal que I’osmolarité et I’acidité de 1’urine sont modulées
en fonction des besoins de I’organisme (les quantités réabsorbées dans les parties antérieures
du néphron représentent 95% du sodium et de I’eau et restent constantes). On retrouve deux
types principaux de cellules : les cellules principales et les cellules intercalaires. Les cellules
principales vont réabsorber I’eau et le sodium sous le contrdle de 1’aldostérone et de la
vasopressine (ou hormone antidiurétique) tandis que les cellules intercalaires sécrétent des

protons. L’urine terminale est alors excrétée au niveau des calices et rejoint ['urétre.

II-Description et classification de la néphrite lupique.

La néphrite lupique constitue 1’'une des atteintes les plus graves que 1’on peut observer
au cours de la maladie lupique. Bien qu’elle ne touche que 40 a 60% des patients suivant leurs
ethnies et sexe, on considére qu’il y a une atteinte rénale chez 90% des patients mais que seuls
ces 40-60% développent des signes cliniques de néphrite. De plus, malgré les différents critéres
mis en place afin d’évaluer et de suivre la sévérité de la néphrite, 10 a 20% des patients souffrant
d’une atteinte rénale évolueront vers une insuffisance rénale de stade terminal dans les 5 années
suivant le diagnostic.

Auniveau clinique, la néphrite se caractérise par des périodes de poussée et de rémission
et si elle n’est pas prise en charge/controlée, elle peut aboutir a une glomérulosclérose, une
fibrose interstitielle, une atrophie tubulaire et une défaillance rénale progressive pouvant mener
a une insuffisance rénale terminale nécessitant une greffe. L atteinte rénale peut se traduire par
la présence d’une hématurie, de protéinurie ou encore la diminution de la fonction rénale.

Lorsque la protéinurie dépasse 500mg/jour ou que le débit de filtration rénale est inférieur a
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60ml/min/1,73m?, une biopsie sera requise pour établir le diagnostic définitif et permettre de
déterminer 1’étendue des dommages rénaux et la classe de néphrite dont le patient est atteint.

Lors de la néphrite lupique, c’est principalement le compartiment glomérulaire qui est
atteint, on parle alors de glomérulonéphrite lupique. Toutefois, il est également possible
d’observer une inflammation du compartiment tubulo-interstitiel qui n’est cependant pas prise
en compte a I’heure actuelle dans la classification des classes de néphrites lupiques bien qu’elle
soit souvent associée aux formes séveéres de glomérulonéphrite. Cette inflammation se
caractérise notamment par le dépdt de complexes immuns au niveau de la membrane basale
tubulaire et I’infiltration de cellules immunitaires dans ce compartiment, conduisant a une
fibrose interstiticlle et une atrophie tubulaire. La mani¢re d’évaluer 1’inflammation du
compartiment interstitiel est le plus souvent qualitative et s’appuie uniquement sur 1’étendu de
I’aire rénale infiltrée par les leucocytes. En revanche, I’inflammation glomérulaire peut étre
¢valuée par divers critéres et les diverses l€sions vont permettre de déterminer la classe de
glomérulonéphrite dont souffre le patient mais aussi de déterminer un index d’activité et de
chronicité (Figure 15) (Yu et al., 2017).

Ce distinguo entre les sous-classe de glomérulonéphrite joue un role clé au niveau
diagnostique puisque certaines (III et IV) sont connues comme étant plus agressives et de moins
bon pronostic. Cette classification a d’abord été¢ mise en place par 1I’organisation mondiale de
la santé puis par la société internationale de néphrologie et la société de pathologie rénale en
2003 qui décrit six classes différentes (Griinfeld, 2017).

La classe I (ou glomérulonéphrite lupique mésangiale minime) correspond au dépdt de
complexes immuns au niveau du mésangium mais que 1’on ne peut détecter que par
fluorescence ou microscopie ¢électronique. La classe II correspond a la glomérulonéphrite
lupique mésangiale proliférative, comme son nom I’indique elle est définie par une prolifération
mésangiale (au moins trois cellules par aire mésangiale) et/ou une expansion de la matrice
mésangiale accompagnée de dépdts mésangiaux (toujours non visibles en microscopie optique).
Elle peut étre accompagnée de dépots au niveau capillaire, visibles en fluorescence (Figure
15). Les classes I et II résultent donc du dépot de complexes immuns au niveau mésangial et de
I’expansion de la matrice mésangiale, cependant ils ne causent pas de sclérose irréversible et ce
probablement di au fait que les capacités de régénération du mésangium suffisent a compenser
ces effets.

La glomérulonéphrite lupique focale ou de classe III implique que les lésions
extramésangiales actives et/ou chroniques vont affecter moins de 50% des glomérules. Les

Iésions actives comprennent des dépots endocapillaires et de la prolifération endo- ou
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extracapillaire (Figure 15). Les 1ésions chroniques correspondent aux cicatrices laissées par la

fibrose engendrée par les Iésions actives.
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[ Figure 15 : Classihication de ka ghymerulonephrile lupigue.

La gloméraloméphrite de chasse | est caractérisée par de trés petits dépdis mésangiaux umguerment visibles en microseapie
clectronigque o Huorescence, et une cellulaned normale en mecroscopic optigque (MO, La classe I commespond & des
dépits d lgli visables en fluorescence ¢l confinés au mésangium e " accompagne d ume hypercelllarité mesangiale avec
des boveles capillaires fines en MOL Lors des classes 111 ¢t [V, on peut constater un rétrévissement des capillaires dil auy
fortes proliférations mésangiale of endocapillaine parfois sccompagndée de dépdt hyalins su niveau des boucles capillaines
en MO, En Nuorescence, on constate des dépdis mesangiaux e au mivean de la paroi des capillaires. La clisse Y dide
apuree sl exempie de prolifération mésangiale mais ['on consiae un épaississement des bowcles capillaines du & des
ditpdes sous-Cpithéliaux visibles en Muorescence. La classe V' pem fre combinée & une classe (11 ow 1V, on pewt alors
abserver d la fols un épamsissement des bowcles capillaires ef une prolifération endocapillaare, le poul assecid & des dépdts
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La classe IV (glomérulonéphrite lupique diffuse) correspond a une classe III touchant plus de
50% des glomérules, elle peut étre segmentaire ou globale. Les 1ésions ici sont les mémes que
celles décrites pour la classe III et peuvent toucher moins (segmentaire) ou plus de la moiti¢
(globale) du glomérule. Ces deux classes sont donc le résultat de dépots au niveau de I’espace
sous-endothélial activant alors les cellules endothéliales.

La classe V est une glomérulonéphrite lupique extramembraneuse qui se définit par la
présence de dépots immuns extramenbraneux (ou sous-épithéliaux) (Figure 15). Cette classe
peut étre pure ou associée a une classe III ou IV. Le dépdt de complexes immuns au niveau
sous-¢épithélial engendre une activation locale du complément et des 1ésions au niveau des
podocytes et cause un épaississement de la paroi des capillaires et de la membrane basale
glomérulaire. Enfin, la classe VI ou sclérose glomérulaire avancée correspond a une sclérose
de plus de 90% des glomérules et correspond a 1’évolution finale des classes III et IV (voire V
si non prise en charge). Plus précisément, elle est due a une incapacité des mécanismes de
régénération cellulaire & compenser les 1ésions engendrées par le dépdt de complexes immuns
et a une perte des cellules épithéliales menant a une sclérose irréversible du glomérule et une
perte des fonctions du néphron.

En ce qui concerne le pronostic de ces différentes classes, les classes I et II ont un
excellent pronostic au contraire de la classe VI qui est le reflet d’une néphropathie déja tres
avancée et qui risque fortement de conduire a une insuffisance rénale terminale ne répondant
que peu aux traitements. En ce qui concerne les classes V pures (non associées a des classes 11
ou IV), elles sont en général de bon pronostic sur le moyen terme mais beaucoup moins
rassurantes a long terme puisque jusqu’a 50% des patients seraient sous dialyse aprés 20 ans.
Enfin, ce sont les formes prolifératives (III et IV) qui sont de moins bon pronostic & moyen
terme et ce, d’autant plus si elles sont associées a une prolifération extracapillaire.

En ce qui concerne leur prise en charge, les classes I et II ne nécessitent pas de
traitements lourds puisque les immunosuppresseurs ne seront administrés que si la protéinurie
dépasse 3g/jour (Griinfeld, 2017). En revanche, les classes III et IV nécessitent des thérapies
plus lourdes suivant un schéma de phases d’induction et de phases de maintien. Les phases
d’induction combinent des hautes doses de corticoides avec soit du cyclophosphamide soit de
I’acide mycophénolique tandis que les phases de maintien utilisent de 1’azathioprine ou de
I’acide mycophénolique et de faibles doses de corticoides. Les patients présentant une néphrite
de classe V sont le plus souvent traités avec des antiprotéinuriques et des antihypertenseurs
(inhibiteurs de la voie rénine-angiotensine) mais ils peuvent parfois recevoir des corticoides et

des immunosuppresseurs si la protéinurie persiste dans le temps. Enfin, les patients présentant
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une classe VI seront traités avec des inhibiteurs de la voie rénine-angiotensine mais des

corticoides et immunosuppresseurs peuvent étre prescrits en fonction des autres manifestations

lupiques extrarénales.

de la néphrite lupique.

Il apparait évident que lors de la néphrite lupique, les dépots de complexes immuns vont
jouer un rdle clé dans la physiopathologie de la néphrite lupique. Cependant, les cellules
immunitaires en tant que telles jouent également un rdle dans le développement et 1’aggravation

de I’atteinte rénale de la méme maniére que les cellules intrinséques au rein lui-méme (Figure
16).

Figare 16 : Lésions ¢t confribation des eellules intraglamérulaires lors de la méphrite lupique,

Les divers compartiments du glomdénube sont affectd lors de ks ghomérulondphrite lupique. Les anto-anticorps vont pouvoin
s¢ diposer dans le mdsangium, oo nivean sous-endothélial et sous-épithélial. Cela s’ accompagne d"une prolifdration
mezangiale et endocapillaine, d"un &paissbssement de la parod des capillaires ef de la membrane basale gloménulaine ainsi
quez e lsions des podocytes. La plupant des cellules du glomirule (cellules méaangiales (encadréd brun), cellules
eridothelmales (encadrd ver), puduc_'.'ll:i (encadre magenta) ef cellules épiibeélabes pm'il&r.a!nl:rlﬂqhi- p'i:;]]-'l.'mi pl.:lmuir
activement participer & o processus en produisant des cytokines el chameokines inflammaioires, en exprimant des
mobécules d pdhésion ou encore en promouyant [a fibrose du tissw nénal.

A) Le dépot des anticorps et leurs effets sur les cellules rénales.

Les complexes immuns se déposant dans les reins ont une forte implication dans le
développement de la néphrite lupique de par leurs capacités a activer le complément,

I’inflammation et la prolifération cellulaire. Ces complexes immuns se déposent
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majoritairement dans les glomérules mais I’on peut tout de méme retrouver des dépots au niveau
de la membrane basale tubulaire chez environ 70% des patients et leur présence correle avec
les 1¢ésions glomérulaires (Magil ef al., 1984). Le dépot seul de complexes immuns n’est pas
suffisant pour déclencher une néphrite, il requiert en effet I’activation du complément, la
sécrétion d’enzyme protéolytiques, de cytokines et chimiokines inflammatoires et le
recrutement de cellules immunitaires (Hahn, 2013). Les complexes immuns contenant des
acides nucléiques vont alors pouvoir activer I’immunité via les récepteurs au complément et les
TLR mais également les cellules rénales. Nous allons ici prendre principalement I’exemple des
anticorps anti-ADNdb et détailler leur mode de dépdt au niveau des reins et les effets qu’ils

engendrent.

1.0u et comment les anticorps se déposent-ils dans les reins ?

Il existe deux mécanismes par lesquels ces anticorps peuvent se déposer en dans les
reins. Premiérement, ils peuvent reconnaitre des antigénes présents a la surface des cellules
rénales par réaction croisée, les antigénes reconnus comprennent ’actinine a, le collagéne de
type IV, la laminine, I’annexine 11, la fibronectine ou encore les héparanes sulfates (Deocharan
et al., 2002 ; Suzuki et al., 1993 ; Yung et al., 2010 ; Yung et al., 2012). La seconde maniére
de se déposer repose sur le relargage de matériel apoptotique (en particulier la chromatine) qui
va pouvoir se déposer au niveau de la membrane basale glomérulaire et servir de plateforme de
fixation aux auto-anticorps. Cela a pu étre démontré in vitro puisque les anticorps anti-ADNdb
sont capables de se lier aux cellules mésangiales et endothéliales, aux podocytes et aux les
cellules épithéliales pariétales en culture, induisant leur prolifération, 1’apoptose et médiant la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et pro-fibrotiques (Yung, 2005 ; Yung et al.,
2010 ; Yung et al., 2012). En premier lieu, le dépdt de ces anticorps au niveau du mésangium
a été montré comme I’un des événements précoces de la néphrite lupique chez la souris NZB/W
(Fenton et al., 2009). La fixation sur les cellules mésangiales en culture peut se faire, comme
décrit ci-dessus, indirectement via la chromatine (Chan et al., 1992) mais également
directement via I’actinine a, I’annexine II ou encore la protéine P ribosomale (Sun ez al., 1996).
I1 a par exemple été montré que les cellules mésangiales dérivées de souris MRL/lpr présentent
une expression accrue d’actinine o comparativement a des cellules issues de souris saines
BALB/c et que cela potentialise leur capacité a lier les anticorps anti-ADNdb (Deocharan et
al., 2002). Lorsque I’on progresse vers des classes de néphrite plus avancées, il y a également
dépot de complexes immuns dans la partie sous-endothéliale menant a 1’activation et la 1ésion

des cellules endothéliales qui, en réponse, voient I’expression de diverses molécules d’adhésion
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augmenter, permettant la migration des leucocytes dans I’espace sous-endothélial et mésangial
(Weening, 2004). Les anticorps dirigés contre les cellules endothéliales existent chez 50 a 80%
des patients et en particulier chez ceux présentant une maladie en phase d’activité et des 1ésions
endothéliales (Chan et al., 1996). Un exemple de I’importance de ces anticorps est celui de
I’hybridome 17HS8a, qui si injecté a des souris immunodéficientes, induit le développent d’une
néphrite avec Iésions glomérulaires et en particulier des dépdts sous-endothéliaux et un
¢épaississement de la paroi des capillaires (Fujii ez al., 2003). En revanche, certains anticorps
monoclonaux murins reconnaissant I’ADNdb sont capables de se lier a une protéine de 46kDa
a la surface des cellules endothéliales en culture, les HUVEC ("Human Umbilical Vein
Endothelial Cells"), via I’intervention de I’ADN extracellulaire (Chan et al., 1992 ; Chan et
al., 1993). Toutefois, ils pourraient également reconnaitre des protéines a la surface des cellules
endothéliales par réaction croisée, mais ces protéines restent a identifier (Chan et al., 1997).
Pour finir, les complexes immuns se déposant également dans la partie épithéliale du glomérule,
des études ont mis en lumicre la capacité des anticorps anti-ADNdb a se fixer aux cellules
épithéliales pariétales. Les anticorps anti-ADNdb murins et humains ont en effet la capacité de
reconnaitre les protéines sSnRNP UIA et SmD des cellules épithéliales du tube proximal chez
le porc (Koren et al., 1995). Une autre étude a pu également montrer que 1’anticorps
monoclonal murin 3E10, reconnaissant I’ADNdD, était capable de se fixer aux tubules rénaux

dans le tissu rénal humain sain (Zack et al., 1996).

2.Conséquences du dépot des anti-ADNdb dans les reins.

Concernant les effets de la fixation des anticorps anti-ADNdb au niveau du rein, ils sont
divers et vont influer sur de nombreux processus. Des études ont d’ores et déja montré la
capacité des anticorps anti-ADNdb a induire la prolifération des cellules mésangiales et
épithéliales pariétales in vitro (Yung, 2005). De plus, ces anticorps ont la capacité d’augmenter
la production d’IL1p et d’IL6 dans les cellules rénales, expliquant en partie leur capacités pro-
prolifératives (Yung et al., 2006 ; Yung et al., 2010 ; Yung et al.,2015). Concernant
I’apoptose, les anticorps anti-ADNdb peuvent induire 1’apoptose des cellules mésangiales de
rat via un mécanisme indépendant de p53 (Yu et al., 1998). Une étude récente a pu montrer que
les anticorps anti-ADNdb induisaient un stress du réticulum endoplasmique dans les cellules
mésangiales et que cela s’accompagnait de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et
pourrait contribuer a 1’apoptose de ces dernicres (Zhang ef al., 2015). Pour finir, ces anticorps
sont capables d’augmenter 1’apoptose des cellules endothéliales ainsi montré par

I’augmentation du nombre d’HUVEC montrant une fragmentation de I’ADN (Lai et al., 1997).
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Par ailleurs, les anticorps anti-ADNdb peuvent également participer plus globalement a
I’inflammation du parenchyme rénal. Outre leur capacité a activer le complément, ils vont
permettre le relargage de nombreux composés inflammatoires par les cellules rénales et médier
le recrutement des leucocytes. Dans les cellules mésangiales, les anticorps anti-ADNdb
humains sont capables d’induire la synthése d’annexine II qui est en mesure d’amplifier
I’inflammation et la fibrose par la voie des PKC (Protéines Kinases C) (Yung et al., 2010). On
peut citer par exemple la production d’IL1, d’IL6 ou encore de TNFa (Qing et al., 2006). En
plus des médiateurs inflammatoires et pro-fribrotiques classiques, les cellules mésangiales sont
¢galement capables de produire des chimiokines permettant le recrutement des cellules
immunitaires au niveau du rein. Ces chimiokines jouent un rodle important dans la
physiopathologie de la néphrite lupique puisqu’il a été démontré que leur expression est
antérieure au recrutement des leucocytes, a la protéinurie et aux dommages rénaux (De Lema
et al., 2001). Plus précisément, c’est a nouveau via la voie des PKC que les anticorps anti-
ADNdb vont promouvoir la production de MCP-1 ("Monocyte Chemoattractant Protein 1"),
CXCLI ("C-X-C motif Ligand 1") et CX3CL par les cellules mésangiales (Qing et al., 2006 ;
Rovin et al., 1994). Les cellules endothéliales, ici montré avec des HUVEC, vont également
produire des médiateurs inflammatoires (IL1P, IL6 et IL8) mais également exprimer des
molécules d’adhésion telles qu ICAM-1 ("Intercellular Cell Adhesion Molecule 1"), VCAM-1
("Vascular Cell Adhesion Molecule 1") ou encore la E-sélectine, facilitant ainsi le recrutement
des cellules immunitaires et I’inflammation qui en découle (Chan et al., 1995 ; Neng Lai et al.,
1996). Finalement, les cellules épithéliales pariétales répondront a la fixation des anti-ADNdb
par la production de médiateurs inflammatoires (IL6, IL8 et TNFa) et de chimiokines (MCP-
1), favorisant donc D’infiltration des cellules immunitaires dans 1’espace tubulo-interstitiel
(Yung et al., 2015). Pour terminer, les anti-ADNdb sont également capables de promouvoir la
fibrose rénale qui si elle n’est pas controlée, aboutira a la sclérose du rein. La fibronectine a été
montrée comme augmentée dans les reins de patients présentant une néphropathie lupique et
chez la souris lupique (Nakapoulou et al., 1993 ; Yung et al., 2015). De manicre intéressante,
la fibronectine semblait localisée aux sites de dépots des IgG, suggérant que les anticorps, en
se déposant, seraient capables d’induire une plus forte production de fibronectine et donc de
matrice extracellulaire (Yung et al., 2009). Une étude a d’ailleurs d’ores et déja montré que les
anti-ADNdb pouvaient induire la production de médiateurs pro-fibrotiques dans les cellules
mésangiales (Zhang et al., 2012). Enfin, les anticorps anti-ADNdb seraient capables de médier
la transformation des cellules épithéliales pariétales en cellules mésenchymateuses (processus

que I’on nomme transition épithélio-mésenchymateuse) (Yung, 2005). Cette transition induit
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chez les cellules épithéliales pariétales un arrét du cycle cellulaire, qui va de pair avec une
diminution de leur capacité de régénération du tissu rénal (Lovisa et al., 2015). De plus, ces
auto-anticorps sont capables d’induire la production de fibronectine dans ces cellules
¢épithéliales via la voie des PKC et des MAPK (Yung et al., 2015). Les anti-ADNdb contribuent
a la surproduction de molécules de la matrice extracellulaire/fibreuses mais sont également
responsables de la diminution les capacités de régénération des cellules rénales, favorisant ainsi

la sclérose irréversible des glomérules/reins.

Bien que la glomérulonéphrite lupique soit en grande partie médiée par le dépot des

complexes immuns, les leucocytes eux-mémes jouent un role clé dans le développement de

cette atteinte.

1.Les macrophages et les cellules dendritiques lors de la néphrite lupique.

En premier lieu, intéressons-nous aux macrophages et aux DC. Ces derniers représentent
la majorité des leucocytes résidents des reins et ne seront pas seulement spectateurs mais acteurs
de la néphrite. Tout d’abord, les reins de souris saines contiennent trois populations de DC
incluant les DC myéloides, les DC CD103" et les pDC, ainsi que deux populations de
macrophages, I’une (majoritaire) est faite de macrophages résidents F4/80" tandis que 1’autre
est composée de cellules ressemblant a des monocytes (Kawakami er al., 2013). Les
macrophages résidents sont ceux présentant la plus grande capacité de phagocytose tandis que
les DC CD103" sont les plus efficaces pour ce qui est de la présentation antigénique. Enfin, les
DC résidentes sont renouvelées assez réguliérement avec un turn-over de trois a cinq jours
tandis que les macrophages présentent une demi-vie de plus de trente jours (Bethunaickan et
al., 2011 ; Ramanujam et al., 2010). Chez I’Homme, il n’y a que peu d’études concernant les
populations résidentes mais elles seraient similaires a ce que I’on peut retrouver chez la souris.
Les premiers travaux, utilisant des modeles de néphrite induite au sérum néphrotoxique ou
d’ischémie-reperfusion, ont montré qu’initialement il y aurait un afflux de monocytes et que
ces derniers vont pouvoir se différencier localement en mono-DC ("monocyte-derived DC") et
macrophages de type inflammatoires, exprimant de hauts niveaux de CCR2 et produisant des
cytokines inflammatoires (au contraire de ceux résidant dans les reins) (Menezes et al., 2016).
En plus des monocytes/macrophages migrant dans les reins, les macrophages résidents peuvent
¢galement étre localement activés et contribuer a 1’inflammation locale. En effet, les
macrophages distribués le long des tubules sont en contact direct avec les complexes immuns

car il n’y a aucune membrane basale qui les sépare des cellules endothéliales formant les
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vaisseaux péritubulaires. Ils vont donc pouvoir directement phagocyter les complexes immuns,
s’activer et produire des cytokines pro-inflammatoires. Si I’on en revient a la néphrite lupique,
diverses études ont pu montrer une accumulation de phagocytes CD68" dans la zone tubulo-
interstitielle, accumulation associée a un mauvais pronostic chez I’Homme (Dias et al., 2017).
Chez la souris, il a ét€ montré que le nombre de macrophages résidents était fortement augmenté
et que leur morphologie ainsi que leurs fonctions se trouvaient modifiées (Bethunaickan et al.,
2011 ; Sahu ef al., 2014). Une partie de ces macrophages semble provenir de monocytes
circulant Gr1'°, une population montrée comme anormalement augmentée dans le sang chez la
souris lupique (Sahu et al., 2014) comme cela a déja été montré dans la PR (Misharin et al.,
2014). Concernant leurs fonctions, ils semblent avoir une forte activit¢ de phagocytose et
acquérir des activités cathepsine et métalloprotéinases, ils pourraient donc activement participer
au remodelage et a la fibrose du tissu rénal (Bethunaickan et al., 2011). D’un point de vue
phénotypique, ils contiennent a la fois des macrophages de type M1/inflammatoires, M2/anti-
inflammatoires et de macrophages spécialisés dans la réparation tissulaire (Berthier et al.,
2012 ; Bethunaickan et al., 2011). Dans un mod¢le induit de lupus, le transfert de macrophages
de type M1 conduit a une aggravation de la maladie tandis que le transfert de macrophages du
type M2 semble légérement améliorer 1’état rénal (Li et al., 2015). Des travaux ont mis en
évidence le fait que les reins étaient infiltrés par des monocytes Ly6C" et que ces derniers
pouvaient se différencier en différents types de macrophages, dont ceux promouvant la fibrose
rénale puisque leur délétion semble prévenir ce processus (Lin et al., 2009). De plus, la délétion
des macrophages se trouve étre suffisante pour empécher la néphrite médiée par le dépdt de
complexes immuns (Chalmers et al., 2015). Pour finir sur les macrophages, une étude du méme
laboratoire a pu montrer que 1’inhibition de la kinase BTK ("Bruton’s Tyrosine Kinase")
améliorait la néphrite lupique et que cet effet serait dii au fait que le blocage de ladite kinase
impacte a la fois le recrutement des macrophages dans les reins mais également leurs fonctions
(Chalmers et al., 2016 ; Chalmers et al., 2018). Concernant maintenant les DC, elles infiltrent
¢galement les reins lors de la néphrite lupique et participent a la génération de réponses
adaptatives locales et délétéres. Une augmentation du nombre de DC CD103" a été mise en
évidence chez la souris NZB/W (Sahu et al., 2014), tout comme leur homologue humain tel
qu’observé dans des biopsies de reins de patients présentant une glomérulonéphrite (Kassianos
etal.,2013). Ces DC semblent, comme indiqué précédemment, dériver de monocytes circulants
(Celhar et al., 2015) et présentent une expression augmentée du CMH-II et de CD86, indiquant

un phénotype de cellules activées. Ces cellules, en plus de permettre une présentation
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antigénique locale et donc une activation de I’'immunité adaptative, semblent étre une source de

TGF-B et pourraient participer au processus de fibrose rénale (Kassianos et al., 2013).

2.Les lymphocytes sont-ils impliqués dans le développement de la néphrite lupique ?

Bien que les macrophages et les DC semblent importants dans le développement de la
néphrite, il ne faut pas oublier de prendre en compte le role des lymphocytes puisqu’ils infiltrent
¢galement les reins et que les thérapies ciblant ces cellules ont prouvé leur efficacité.
L’implication des LT CD4" a d’ores et déja été démontrée puisque leur délétion ou le blocage
des signaux de co-stimulation permet de retarder le développement de la néphrite, réduit la
protéinurie et les dommages rénaux (Daikh et al., 1997 ; Jevnikar et al., 1994). Les études
concernant les LT CD8" semblent moins claires puisque la délétion de la beta-2 microglobuline
améliore ’atteinte rénale chez la souris MRL/lpr tandis qu’elle aggrave la néphrite chez la
souris NZB/W (Christianson et al., 1996 ; Mozes et al., 2005). Cela pourrait étre di au fait
que cette délétion cible non seulement les LT CD8" mais aussi les cellules NKT. En revanche,
les LT CD8 régulateurs pourraient jouer un rdle protecteur, ainsi montré dans un modele de
néphrite induite au LPS (LipoPolySaccharide) (Liu ef al., 2018), mais cela reste a déterminer
dans le cas du lupus. En plus de promouvoir la réponse pathogénique médiée par les anticorps,
les LT CD4" produisent localement des cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines influent
sur ’inflammation rénale en permettant le recrutement d’autres cellules, 1’augmentation du
CMH-II et des molécules d’adhésion et en favorisant la fibrose rénale et la production par les
cellules rénales de cytokines inflammatoires (Wada et al., 2001). Les LT DN sont par exemple
capables d’induire I’expression des molécules du CMH-II et ICAM-1 par les cellules rénales
(Kelley et al., 1993). Les cytokines produites par les cellules Thl et Th2 ont fait ’objet de
nombreuses études du fait des propriétés anti-inflammatoires de I’IL10 et I’IL4 au contraire du
TNFa, de I'IL12 et de I'IFNy. Cependant, elles semblent toutes avoir des effets néfastes sur le
développement de la néphrite. Les études se sont en premier lieu concentrées sur les Thl
puisque les LT produisant de I’'IFNy semblent majoritaires et corrélent avec la protéinurie
(Enghard et al., 2006). L’importance de ce sous-type de Th a pu étre montré chez la souris
MRL/lpr chez laquelle I’absence de I'IL12 (Kikawada et al., 2003) ou de ’IFNy (Carvalho-
Pinto et al., 2002) induit une amélioration de I’atteinte rénale. De la méme maniére, les IFN de
type I étant connus pour induire une immunité de type Thl, sont capables d’accélérer le
développement de ’atteinte rénale tandis que 1’absence de leur récepteur a un effet protecteur
(Liu et al., 2011 ; Agrawal et al., 2009). Il en va de méme pour I’IL18 qui se trouve étre

augmentée dans les cellules mésangiales de souris NZB/W (Shui et al., 2007) et dont le blocage
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protége contre la néphrite lupique (Bossu et al., 2003). Enfin, I’administration d’un anticorps
anti-IFNy chez la souris NZB/W améliore les symptomes de la néphrite lupique (Schmidt ez
al., 2015). Chez ’Homme, I'infiltration de LT produisant de I’IFNy dans les reins a été montrée
et de plus, le ratio Th1/Th2 en périphérie semble corréler avec le score d’activité de la maladie
(Masutani et al., 2001). L’expression de I’IL18 dans les glomérules de patients présentant une
néphrite lupique a elle aussi pu étre observée (Tucci et al., 2008). Concernant les cellules Th2,
certains groupes ont pu également montrer qu’elles joueraient un réle dans la physiopathologie
de la néphrite lupique. En effet, les basophiles produisant de I'IL6 et de I’IL4, ainsi que les IgE,
pourraient favoriser le développement de la néphrite (Charles et al., 2010). Les souris MRL/lpr
déficientes pour le récepteur de I’'IL27 présentent une glomérulonéphrite extramembraneuse
associée a I’environnement Th2 prédominent (Shimizu et al., 2005). De fagon similaire, les
patients présentant une néphrite de classe V ont un ratio IFNy/IL4 en périphérie faible au
contraire de ceux présentant une néphrite proliférative de classe IV (Akahoshi ez al., 1999).
Cette prédominance Th2 a aussi pu étre observée dans des biopsies de patients présentant une
glomérulonéphrite extramembraneuse (Uhm, 2003). Les cellules Th2 semblent donc jouer un
role dans la néphrite lupique mais seraient associées a une forme de glomérulonéphrite
extramembraneuse tandis que les cellules Thl seraient plutot associées a une forme agressive
de glomérulonéphrite proliférative avec 1ésions capillaires. Bien que décrites plus tardivement,
les cellules Th17 semblent également pouvoir contribuer a la néphrite lupique. Des études ont
d’ores et déja montré une production locale d’IL17 au niveau des reins de patients lupiques
(Crispin et al., 2008) et de souris MRL/Ipr (Zhang et al., 2009). De la méme maniére, chez la
souris B6/lpr, I’absence du géne codant le récepteur de I’IL23 (induisant des Th17) améliore
’atteinte rénale (Kyttaris ef al., 2010) et la suppression du géne codant le récepteur a I’'IL17
exerce un effet protecteur contre la néphrite induite par le poly I:C (Ramani et al., 2016). En
revanche, une autre étude avait pu montrer que la déficience pour I’IL17 chez la MRL/Ipr ou le
blocage de I’'IL17 avec un anticorps chez la souris NZB/W ne permettait aucune amélioration
et ne protégeait pas contre le développement de la néphrite (Schmidt et al., 2015). Ces résultats
contradictoires peuvent probablement s’expliquer par les différences génétiques entre les
modeles utilisés et il ne peut donc étre exclu que les Th17 participent au développement de la
néphrite lupique. En ce qui concerne les LB, leur principale implication concerne leur capacité
a se différencier en plasmocytes et a sécréter les autoanticorps pathogéniques se déposant dans
les reins, sujet d’ores et déja détaillé précédemment. Cependant, ils peuvent également
participer a la mise en place de la néphrite lupique via d’autres fonctions. Les LB sont

d’excellentes cellules présentatrices d’antigéne puisqu’ils peuvent lier et endocyter 1’antigéne
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via leur BCR et ensuite le présenter via les CMH de classe I ou II. Les LB peuvent également
se différencier en B régulateurs qui vont pouvoir moduler les réponses T via la production
d’IL10 et de TGFp (Yanaba et al., 2008). Ces autres fonctions semblent importantes puisque
des souris MRL/lpr possédant des LB incapables de sécréter des anticorps (car présentant des
IgM dont le motif permettant la sécrétion est absent) sont toujours atteintes d’une
glomérulonéphrite et meurent prématurément (Chan et al., 1999). Les LB pourraient donc eux
aussi contribuer au développement de la néphrite via d’autres mécanismes que la production

d’anticorps, bien que ce dernier reste historiquement majoritaire.

C) Participation des cellules rénales au développement de la néphrite lupique.

Pour finir, en ce qui concerne les cellules du rein, elles vont non seulement subir diverses
lésions dues aux anticorps et leucocytes mais elles vont également pouvoir, soit en réponse a
ces lésions soit a 1’état basal, produire divers médiateurs ou changer de phénotype, ce qui va

directement participer au développement de la néphrite lupique (Figure 16).

1.Les cellules mésangiales, premieres cibles et acteurs de la néphrite lupique.

Intéressons-nous d’abord aux cellules mésangiales. Le mésangium est en effet la
premicre zone du glomérule ou se déposent les complexes immuns puisque les cellules le
composant sont impliquée dans I’élimination de ces derniers. Ces cellules vont pouvoir réagir
au dépdt des anticorps en produisant des cytokines pro-inflammatoires mais également en
augmentant la production de matrice extracellulaire. Les cellules mésangiales expriment TLR3
et sont donc capables de répondre directement a une stimulation par les acides nucléiques
contenus dans les débris apoptotiques ou les complexes immuns. Elles vont suite a
I’engagement du TLR3, produire des interférons de type I (Imaizumi ez al., 2017), connus pour
jouer un role dans le lupus et capables d’aggraver/accélérer le développement de la néphrite.
De plus, le micro-ARN régulant la production des IFN de type I dans les cellules mésangiales,
le miR-130b semble diminué¢ chez ’Homme et la souris en cas de néphrite lupique (Han et al.,
2016). Par ailleurs, parmi les cytokines pro-inflammatoires pouvant étre produites par les
cellules mésangiales, on retrouve I'[L6. Cette cytokine est capable d’accélérer le
développement d’une glomérulonéphrite chez la souris NZB/W, bien que son blocage ne dénote
pas d’un effet thérapeutique (Ryffel ez al., 1994). 11 est cependant de noter que des travaux ont
mis en évidence une augmentation du microARN let-7a impliqué dans la progression tumorale
et la régulation de la production cytokinique) dans les cellules mésangiales de souris NZB/W
et que cela les rendait plus promptes a produire de I’IL6 apres stimulation in vitro (Chafin et

al., 2013). Outre des cytokines, les cellules mésangiales peuvent synthétiser diverses
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chimiokines inflammatoires (telle CXCL10 en réponse a I'IFN) et donc de permettre le
recrutement des leucocytes dans les reins. En effet, les cellules mésangiales de souris lupiques
expriment des taux plus élevés de ’ARNm codant pour MCP-1 a I’état basal et que la protéine
était produite en plus forte quantité apres stimulation par le LPS (Ka et al., 2007). Comme pour
I’IL6, cette étude pointe des changements intrinséques aux cellules mésangiales au cours du
lupus, faisant d’elles de potentiels acteurs a part entieére et non de simple spectateurs du dépot
d’auto-anticorps. Il faut aussi noter que les cellules mésangiales expriment des récepteurs aux
chimiokines comme CXCR3 ou CCR7 et la liaison du/des ligands de ces récepteurs est capable
de moduler le prolifération et 1’apoptose de ces cellules (Wornle et al., 2004). L’apoptose des
cellules mésangiales peut donc étre induite par les auto-anticorps mais €galement par les
chimiokines produites directement dans le glomérule, I’apoptose de ces derniéres va engendrer
une plus grande disponibilité de matériel nucléaire mais va également aboutir a des dommages
au niveau des capillaires, ces derniers perdant alors leur soutien et une source de facteurs de
croissance. La prolifération du mésangium est I’un des critéres de la glomérulonéphrite lupique
et va s’accompagner d’une augmentation de synthése de matrice pouvant conduire a la fibrose
rénale, de plus ces cellules peuvent envahir la zone endothéliale et provoquer une rupture de la
membrane basale. Mais en plus de proliférer, les cellules du mésangium peuvent produire des
enzymes de type metalloprotéinase et causer des dommages au niveau de la membrane basale

glomérulaire (Kuroda et al., 2004).

2.Cellules endothéliales et podocytes : spectateurs ou acteurs ?

Viennent ensuite les cellules endothéliales. Ces derniéres peuvent également répondre
aux diverses lésions en produisant des cytokines pro-inflammatoires mais également en
exprimant des molécules d’adhésion qui vont faciliter le recrutement des cellules immunitaires
dans les reins. Suite au dépdt de complexes immuns et aux 1€sions qui en découlent, les cellules
endothéliales vont se mettre a proliférer et a sécréter de la matrice. Si cette prolifération sert
avant tout a compenser la perte des cellules endothéliales, elle va également s’accompagner
d’un épaississement de la paroi des capillaires et de la membrane basale glomérulaire, affectant
les fonctions de filtration du rein. Le troisiéme composant de la barric¢re de filtration, a savoir
les podocytes, a longtemps été considéré comme passif mais des études montrent aujourd’hui
que ces cellules jouent un role beaucoup plus important qu’il n’y parait. En effet, les 1ésions au
niveau des podocytes, que ce soit suite au dépdt de complexes immuns ou a la production de
médiateurs inflammatoires, sont responsables d’une perte de fonction de la barricre de filtration.

Lors des 1ésions, les podocytes vont se détacher de la membrane basale et perdre peu a peu leur
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extensions cytoplasmiques qui permettaient alors d’assurer leur role de filtre terminal au niveau
du glomérule. Cette perte de capacité a filtrer va causer la protéinurie, I’albumine par exemple
ne sera plus retenue, mais va également permettre le passage d’autres molécules et de débris
apoptotiques qui vont alors pouvoir activer les cellules épithéliales tubulaires et les cellules
immunitaires résidentes (Kurts et al., 2013). En plus de leur fonction premiére de filtration, les
podocytes sont, comme beaucoup d’autres cellules rénales, capables de produire des
chimiokines via la voie alternative de NF-kB (Valifio-Rivas et al., 2016). Les podocytes
produisent par exemple la chimiokine CCL21, qui agit sur les cellules mésangiales qui
expriment le récepteur correspondant CCR7 (Banas et al., 2002). En plus de cela, diverses
¢tudes tendent a montrer que les podocytes pourraient présenter des fonctions immunitaires. Ils
expriment par exemple la molécule de co-stimulation CD80 et peuvent donc interagir avec les
LT, une étude a d’ailleurs montré que les souris déficientes pour CD80 étaient protégées contre
la néphrite induite au LPS (Reiser et al., 2004). Ils expriment également le CMH de classe 11
et présentent des fonctions de cellules présentatrices d’antigeéne et la délétion spécifique du
CMH-II dans les podocytes permet de protéger les souris contre la néphrite induite par les
anticorps anti-membrane basale glomérulaire (Goldwich ef al., 2013). En plus du CMH et de
CD80, les podocytes expriment DC-SIGN ("Dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin"). L’expression de DC-SIGN augmente avec le
développement de la néphrite et son blocage par I’utilisation d’un anticorps spécifique induit
une diminution des fonctions immunitaires des podocytes (expression de CMH, CD80 et
stimulation de la prolifération des LT) et permet de réduire la protéinurie (Cai et al., 2016). Les
podocytes expriment également un certain nombre de TLR et sont capables de produire de
I’IL23 qui participe a I’inflammation rénale (Goto et al., 2016). Plus récemment, une étude a
montré que I’inflammasome NLRP3 ("NOD-Like Receptor family, Pyrin domain containing
3") est activé dans les podocytes de souris lupiques NZM2328 ainsi que chez les patients et que
son blocage permet de sauvegarder les fonctions des podocytes et de prévenir le développement
de la néphrite lupique (Fu et al., 2017). Finalement, il existe ¢galement des mécanismes mis en
place par les podocytes afin de contrecarrer les effets des anticorps pathogenes, ils peuvent en
effet, en réponse au dépot d’auto-anticorps ou a I’I[FNa, activer la machinerie de 1’autophagie

qui va leur permettre de mieux supporter les 1ésions (Qi et al., 2018).
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3.Les cellules épithéliales pariétales : modulation de I’immunité et régénération du

rein.

Finalement, les cellules épithéliales pariétales vont, comme les autres, pouvoir participer
activement a la mise en place de la néphrite. Elles peuvent produire des cytokines pro-
inflammatoires, telles quel’IL6 ou I’ILS8, en réponse a la liaison des anticorps anti-ADNdb
(Yung et al., 2015). Elles ont également été décrite comme capables de produire des interférons
de type I (Castellano et al., 2015) ainsi qu’une cytokine clé dans la pathologie lupique, BAFF
(Schwarting et al., 2018). Elles exprimeraient ¢galement des molécules de co-stimulation
comme B7-H4 suggérant une interaction possible avec les LT. Cette derni¢re semble d’ailleurs
plus fortement exprimée lorsque les lé€sions tubulaires sont importantes, indiquant une
potentielle implication dans la néphrite (Chen et al., 2006). Les cellules épithéliales rénales
sont également capables de produire diverses chimiokines attirant les LT et en particulier les
cellules Thl (Demmers ef al., 2013). Elles peuvent de plus, contribuer a la production de la
chimiokine CCL21 et donc participer a I’induction de prolifération chez les cellules
mésangiales (Sanz et al., 2010). Finalement, le processus le plus intéressant fait référence a la
capacité de ces cellules a permettre le renouvellement des cellules rénales en cas de 1ésions. Au
cours du lupus, ces cellules vont subir le processus de transition épithélio-mésenchymateuse.
Lors de ce changement de phénotype, elles vont perdre leur capacité proliférative et donc de
régénération du tissu rénal (Lovisa ef al., 2015). De plus, une fois transformées en cellules de
type fibroblastes, elles synthétisent une grande quantité de matrice, participant a la forte fibrose
du tissu rénal avec pour finalité la sclérose du tissu.

La néphrite lupique est donc une atteinte complexe se présentant sous différentes
formes. Elle est majoritairement médiée par le dépot de complexes immuns dans les reins mais
fait également intervenir directement les cellules immunitaires qui vont infiltrer le parenchyme
rénal. Finalement, les cellules composant le rein elles-mémes vont représenter des acteurs
cruciaux dans le développement de la pathologie rénale non seulement en promouvant
I’inflammation locale et en interagissant avec les leucocytes, mais également via leurs divers

changements de phénotype au cours du développent de la néphrite.
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Partie 3 : De I’ontogenése a la néogenése lymphoide, organes

lymphoides secondaires et tertiaires

Avant d’aborder les Organes Lymphoides Tertiaires (OLT), il est important de revenir
sur les Organes Lymphoides Secondaires (OLS) tant du point de vue de leurs fonctions que de

celui de leur mise en place.

I-Structures et fonctions des organes lvmphoides secondaires.

Les OLS sont le siege de la mise en place de la réponse immunitaire adaptative, ils
incluent la rate, les ganglions lymphatiques et les divers tissus lymphoides associés aux
muqueuses (MALT, "Mucosal-Associated Lymphoid Tissue"). Si la fonction des organes
lymphoides primaires est de générer et sélectionner les lymphocytes, les OLS vont représenter
des niches pour les lymphocytes naifs qui vont attendre la rencontre avec leur antigene. Une
fois la réponse immunitaire adaptative enclenchée, suite a la présentation antigénique, des
structures spécialisées, nommées centres germinatifs (GC), se mettent en place. C’est au niveau
de ces structures que les LB subissent les processus de commutation de classe et de maturation
d’affinité, permettant la génération d’anticorps plus spécifiques, permettant ainsi une réponse
immunitaire plus efficace. Avant d’aborder le sujet du GC, nous allons tout d’abord détailler

les structures et fonctions globales des principaux OLS.

A) La rate, site de drainage des antigénes sanguins.

Située sous le diaphragme, la rate représente 1’organe filtrant le sang ayant le volume le
plus imposant. Elle s’organise autour de diverses branches artérielles provenant de ’artére
splénique qui prend naissance au niveau du tronc cceliaque. Elle est entourée d’une capsule de
tissu conjonctif d’ou vont émerger des trabécules qui seront le support de la vasculature
splénique. Le fait que cet organe soit positionné sur le trajet du systéme circulatoire combiné a
son anatomie en font un OLS bien a part. Cette localisation anatomique particuliere, la présence
de macrophages spécialisés ainsi que de zone propres a la rate comme la zone marginale, en
font un organe lymphoide jouant un rdle crucial dans la réponse précoce contre les bactéries
encapsulées (Kraal, 1992).

La rate peut étre divisée en deux zones principales : la pulpe rouge et la pulpe blanche
(Figure 17). La pulpe rouge correspond a une zone riche en globules rouges mais contient

¢galement quelques cellules immunitaires et joue principalement un role dans le recyclage des
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globules rouges et du fer. La pulpe blanche, quant a elle, contient la majeure partie des

lymphocytes organisés en différentes zones, mais également des macrophages et DC.
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Figure 17 : Structure de la raie,

La rate est un organe lymphoide encapsubé imgué par |'anére splénsque. Elle peut éire divisée en deux zones principales.
la pulpe mouge ot la pulpe Blanche.

La pulpe roupge contient des Ervihroeytes mais épalement quelques macrophapes e plasmecyies. Elle ext implaquée dans
le recyelages des globules rouges nsapds.

La |1u||1|: hlanche cnrmspnrd fla p.lrtir.'- piun immumitaire & la rate of contiend des follicules B entowrés dun manteau de
bymphocyies T. Autour de la pulpe blanche, on peut rétrouver ce que |'on appelle la zone marymale, cette zome comespond
@ un point de transat poar bes cellules/antiglénes entrant dans le follicule hmphoide e contient des LB et macrophages
spéci figues nommiés LB de la zone marginale et macrophages de la zone marginale

La pulpe rouge permet de filtrer le sang et de recycler les globules rouges usagés. Le
sang provenant des arteres arrive au niveau de la pulpe rouge dans des structures composées de
fibroblastes et de fibres réticulaires qui vont former un espace ouvert car dépourvu
d’endothélium le délimitant (Groom et al., 1991). A partir de ces structures, le sang va pouvoir
rejoindre le systéme veineux de la rate composé de sinus veineux rejoignant la veine efférente
nomm¢é veina lienalis. Ces sinus présentent une structure particulieére qui leur permet d’éliminer
les globules rouges usagés. Ils sont entourés par un endothélium discontinu contenant des fibres
de stress qui se prolongent tout le long de la cellule suivant 1’axe des cellules endothéliales
(Drenckhahn et al., 1986). Ces fibres de stress permettent de relier les cellules endothéliales a
la matrice extracellulaire et sont composées de filaments de type actine et myosine, elles
controlent I’espace entre les cellules endothéliales. Il y a alors formation de diaphragmes entre
les cellules endothéliales, les globules rouges agés présentant une déformation de leur

membrane plasmique (Bratosin et al., 1998) ne seront pas capables de passer a travers ces
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diaphragmes et ne pourront pas rejoindre la circulation sanguine. Ils seront alors phagocytés
par les macrophages situés dans la pulpe rouge. La contractibilité des fibres de stress permet
¢galement de retenir les globules rouges au niveau de la rate et de permettre une meilleure
fluidité du sang lorsque I’organisme est a 1’¢état de repos (Stewart ef al., 2002). En plus de son
role dans le recyclage des globules rouges, la pulpe rouge de la rate est un acteur majeur du
recyclage du fer par 1’action des macrophages, a ’instar des macrophages au niveau du foie
(Knutson et al., 2003). En effet, les globules rouges sont hydrolysés dans le phagolysosome,
ce qui permet le relargage de ’héme apres lyse de ’hémoglobine. L héme est alors décomposé
en biliverdine, monoxyde de carbone ainsi qu’en ion ferreux (Fe’") qui sera stocké dans la
cellules ou relargué (Maines, 1997). Les érythrocytes peuvent également étre dégradés au sein
méme des vaisseaux sanguins a travers le corps entier. Cela permet le relargage de
I’hémoglobine qui est ensuite captée par les macrophages via le récepteur CD163 et ramenée
vers la rate. Enfin, la pulpe rouge joue également un role plus immunitaire dans le sens ou elle
représente une niche pour les plasmablastes et les plasmocytes. En effet, une fois générés au
niveau des follicules, les plasmablastes migrent dans la pulpe rouge, a proximité de la zone
marginale (Sze et al., 2000). Ce positionnement permet une entrée rapide des anticorps dans la
circulation sanguine. Des études ont montré que cette migration vers la pulpe rouge reposerait
sur une augmentation de I’expression du récepteur CXCR4, récepteur liant la chimiokine
CXCLI12 qui se trouve étre produite au niveau de la pulpe rouge (Hargreaves et al., 2001).
En ce qui concerne la pulpe blanche, elle est organisée autour d’une artériole centrale et
contient des follicules B entourés de LT et le tout est bordé par ce que I’on nomme la zone
marginale (Figure 17). Cette organisation est maintenue par la production de chimiokines
homéostatiques : CCL19 et CCL21 sont impliqués dans le maintien de la position des LT qui
expriment le récepteur CCR7 tandis que le positionnement des LB au sein du follicule est di
principalement a la chimiokine CXCL13 et a son récepteur CXCRS (Ngo ef al., 1999). Dans la
zone T, les LT interagissent avec les DC et les LB traversant cette zone, tandis que dans la zone
B, la réaction du GC va pouvoir se mettre en place. La zone marginale qui se trouve juste autour
de la zone T représente une zone de transition pour les cellules immunitaires qui vont quitter la
circulation sanguine avant de rejoindre la pulpe blanche a proprement parlé. En plus de servir
de zone de transition, la zone marginale contient également des populations de cellules
immunitaires spécialisées qui lui sont propres. On peut notamment y retrouver deux populations
de macrophages : les macrophages de la zone marginale et les macrophages métallophiliques.
Les macrophages de la zone marginale forment un anneau externe et expriment la lectine

SIGNR1 ("Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin-Related 1") et le récepteur MARCO
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("Macrophage Receptor with COllagenous structure") (Geijtenbeek et al., 2002). Les
macrophages métallophiliques sont, quant a eux, localisés du coté plus proche de la pulpe
blanche et expriment la molécule d’adhésion SIGLECI ("Sialic-acid-bindin ImmunoGlobulin-
like-LECtin 1") (Munday et al., 1999). Entre ces deux couches de macrophages, on peut
retrouver les DC et LB de la zone marginale (Martin et al., 2002).

D’un point de vue plus fonctionnel, on peut retrouver des réponses immunitaires a la
fois innées et adaptatives au niveau de la rate. Le flux sanguin traversant la zone marginale
avant de rejoindre la pulpe blanche facilite le contrdle de la présence de pathogenes dans la
circulation sanguine par les cellules spléniques. Alors que la pulpe blanche est essentiellement
impliquée dans les réponses adaptatives, la zone marginale permet de mettre en place a la fois
des réponses innées, via les macrophages de la zone marginale, mais également des réponses
adaptatives de par les LB de la zone marginale. La réponse innée qui est engendrée dans la zone
marginale est principalement due a la capacité des cellules y résidant a capturer les pathogénes
provenant directement de la circulation sanguine via divers récepteurs dont certains sont
spécifiques de cette zone comme SIGNR1 et MARCO, mentionnés ci-dessus. SIGNR1 par
exemple fixe les antigénes de type polysaccharide tels que les lipoarabinomannanes mannosylés
présents a la surface de Mycobacterium tuberculosis, permettant 1’internalisation et la
dégradation de ce pathogene, (Koppel et al., 2004) et a aussi été identifi¢ comme important
pour I’¢élimination de Streptococcus pneumoniae (Lanoue et al., 2004). Non seulement les
bactéries, mais aussi les virus peuvent étre capturés via ce récepteur puisque de nombreux virus
semblent capables de s’y lier (Marzi et al., 2004). Concernant les macrophages
métallophiliques, 1’expression a leur surface du récepteur SIGLECI1 leur permet de lier les
motifs de type acide sialique a la surface des pathogeénes avec par exemple le cas de la
phagocytose du LPS dérivé de Neisseria meningiditis (Jones et al., 2003). Ce qui suit I’étape
de phagocytose par les macrophages présents dans cette zone varie selon les deux types
cellulaires. Les macrophages métallophiliques produiront des IFN de type I en plus grande
quantité que les macrophages de la zone marginale suite a la reconnaissance de virus (Eloranta
et al., 1999). Ces derniers sont dépourvus de CMH de classe II mais pourraient activer les LB
de la zone marginale en relargant des fragments issus de la dégradation des pathogénes qui se
lient alors aux molécules du complément (van Rooijen, 1990). Les LB de la zone marginale
sont, pour leur part, spécialisés dans la détection de pathogénes provenant de la circulation
sanguine et, a la suite de cette reconnaissance, se différencient en plasmocytes sécrétant des
IgM ou acquierent des fonctions de cellules présentatrices d’antigénes (Lopes-Carvalho et al.,

2004). Dans le cas ou il ne se différencient pas, ils migrent vers la pulpe blanche afin d’activer
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les LT CD4" naifs (Attanavanich et al., 2004). Un cas similaire se produit pour les DC
provenant de la circulation sanguine ou se trouvant dans la zone marginale qui, via leur
expression du récepteur CCR7, migrent dans la pulpe blanche au niveau de la zone T comme
montré lors d’une infection par Leishmania donovani (Ato et al., 2002). L’entrée des LB ou
DC au niveau de la pulpe blanche permet d’enclencher la mise en place de la réponse
immunitaire adaptative. Suite a I’entrée des cellules présentatrices d’antigene dans la zone T,
les LT s’activent alors et commencent a exprimer le récepteur CXCRS, cela leur permet de
migrer a I’interface avec le follicule B (Ansel ez al., 1999). De la méme manicre, I’engagement
du BCR permet une augmentation de CCR7 a la surface des LB, leur conférant la capacité de
migrer vers la bordure du follicule et d’interagir avec les LT (Reif et al., 2002). Nous

reparlerons de la réaction du GC qui se met alors en place dans les paragraphes suivants.

B) Les ganglions lvmphatiques.

1.Généralités sur les ganglions lymphatiques.

Si la rate est spécialisée dans I’immunité contre les pathogénes provenant de la
circulation sanguine, les ganglions lymphatiques quant a eux drainent les cellules et antigénes
se trouvant dans la lymphe et provenant donc du compartiment interstitiel. Les ganglions
lymphatiques forment des structures en forme de haricots qui sont encapsulées et contiennent
des LT et LB mais également, dans une plus faible proportion, des DC et des macrophages
(Figure 18). L’on peut y retrouver également un réseau spécialis¢é de cellules de type
réticulaires et de fibres (principalement de collagene). De plus, contrairement a la rate, les
ganglions possedent des vaisseaux qui leur sont propres : des vaisseaux sanguins dont les
cellules endothéliales ont une forme cuboidale, nommés HEV ("High Endothelial Venules"), et
des vaisseaux lymphatiques. Ces cellules fibroblastiques et endothéliales appartiennent a une
famille de cellules nommées cellules stromales et dont allons parler un peu plus loin dans ce
paragraphe. Au niveau structurel, on retrouve trois zones : le cortex, le para-cortex et la médulla
(Figure 18). Le cortex contient les follicules primaires, qui sont constitués de LB ainsi que de
FDC. Apres activation, les LB se mettent a proliférer et former le follicule secondaire, aussi
nommé GC. On retrouve ensuite le para-cortex constitu¢ principalement de LT et de DC et
enfin la partie la plus interne, la médulla, ou I’on retrouve du tissu lymphatique composant les
cordons médullaires qui se rejoignent pour former le vaisseau lymphatique efférent du ganglion.
L’organisation et la structure des ganglions font d’eux un site optimal pour la rencontre entre
les lymphocytes naifs et leur antigéne ou les cellules présentant cet antigéne. Dans le ganglion,

il existe deux modes principaux de présentation. La présentation classique réalisée par les DC
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via leur expression du CMH-I et CMH-II et permettant d’activer les LT naifs exprimant le TCR
correspondant au peptide présenté et la présentation par les FDC dont nous parlerons plus loin
dans ce paragraphe. Dans ce cas, ce sont des fragments peptidiques provenant de la dégradation
d’un antigéne qui vont étre présentés. Ce priming des LT se fait en trois étapes : d’abord des
interactions courtes et répétées entre les LT et les DC, suivies d’un contact prolongé entre le
LT etla DC, permettant une signalisation du TCR suffisante, et enfin dissociation de la synapse
entre LT et DC permettant au LT de se mouvoir a nouveau et de proliférer (Mempel et al.,
2004). L’interaction entre les T et les DC est permise par la bonne orientation des deux types
cellulaires qui suivront le gradient de chimiokines liant CCR7 mais aussi qui se déplaceront sur
le réseau de fibres crée par les cellules stromales, favorisant leur rencontre. En plus de mettre
en place les réponses immunitaires adaptatives, les DC au niveau du ganglion participent a
I’établissement de la tolérance périphérique. En effet, les DC qui acquicrent et dégradent des
antigeénes du soi en périphérie peuvent migrer vers les ganglions afin d’induire la tolérance des
LT (Audiger et al., 2017 ; Scheinecker et al., 2002). Comme la majeure partie d’entre elles ne
sont pas pleinement matures, elles présentent une faible expression de molécules de co-
stimulation et vont alors induire I’anergie des LT autoréactifs ou leur délétion clonale, ou encore
promouvoir la prolifération et I’expansion des LT régulateurs.

Les lymphocytes entrent dans les ganglions via les HEV tandis que les DC et les
antigeénes solubles pénétrent dans le ganglion par les vaisseaux lymphatiques afférents arrivant
au niveau de la capsule (Randolph et al., 2005). Comme dans le cas de la rate, le
positionnement des lymphocytes et des DC est controlé par diverses chimiokines
homéostatiques (Cyster, 2003). Tout d’abord, les chimiokines CCL19 et CCL21 permettent le
bon positionnement des LT (naifs et centraux-mémoires) et des DC via le récepteur CCR7
(Luther et al., 2000). La chimiokine CXCL13 participe quant a elle au bon positionnement des
LB mais également des TFH dans le follicule. Elle semble également jouer un réle dans I’entrée
des LB via les HEV au niveau des ganglions lymphatiques mésentériques (Kanemitsu et al.,
2005). La plupart de ces chimiokines sont produites par les cellules stromales, mentionnées ci-
dessus, et qui représentent le versant non hématopoiétique des OLS. Bien que certaines soient
partagées entre différents OLS tandis que d’autres ne sont retrouvées que de manicre plus
spécifique, nous allons uniquement aborder ici le cas des cellules stromales dans le ganglion
lymphatique et leurs fonctions, ce qui nous permettra d’aborder le fonctionnement de cet organe

lymphoide.
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Figure 18 : Structure du ganglion lymphatigue.
La ganglion lymphatiguwes e enbourd d une capsube conjonetive. Il regoin la lymphe contenant les antigéne ction cellubes

provenant des tissus périphériques par les vaisseaux lymphatigques afférents. Le contenu de la lymphe va iransiver par le
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para-cariex of la médulla, Le corex contient bes follicules B dont Morganizabion est médide par les FIIC {ou cellules
demlritiques folliculsiresh Lors de la rdponse immunitaire, les lymphocytes B (LB) vont s activer ot prodifiérer dans des
structures appelées centres perminatifs on follicwles secondaires. Les lymphoeytes T (LT) ef bes cellules dendritiques
(D) somt retrouvds dans le para-comex. Cette zone contient égalemem des veinules § endpthélium épais (HEV ) qui vont
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2.Les cellules stromales des ganglions lymphatiques.

En premier lieu, leur nom provient du fait que leur fonction premiére est d’ériger et de

maintenir la structure des ganglions, cependant au fil des années, on leur a attribué bien d’autres
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roles et I’on sait aujourd’hui qu’elles présentent des fonctions régulatrices et constituent des
acteurs a part entiére de la réponse immunitaire. On distingue deux grands types de cellules

stromales : les cellules de type fibroblastique et les cellules de type endothélial (Figure 19),
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Figure 1 Les cellules stromales da ganplion lymphatiquee,
L'on distinges deux grands types de cellubes stromabes @ les cellubes de type fibroblastique et les cellules de fype

endathélial, Farmi kes cellules du type fibroblastiquee, on metroave les gellules réticulnires fibroblastiques, ou FRC, ks
cellules dendritiques folliculaires, ou FINC, of les cellules réticulaires marginales, ou MRC. Concemnant les cellubes
emndathéliales, on trouve les cellules endothéliabes sanguines, ou BEC, et les cellules endothélisles |vmphatigues, ou LEC,
Les FRC sont localishes principalement au nivean de b zone T ot forment un niscan dense parcourant be ganglion &t
permctiant ln migration des keeoocytes. Les FUR somt petrouvdes su niveaa du follicule B et jovent wn pdle dams
l'organisstion de co demier ¢t dans la sélection des LB, Les MRBC se localisent dans ka partic supéricure du fellicul: B
juste ¢n dessous du sinus seus-capsulaire ot vont participer & 1"organisation du follicule et au transport o antigénes vers le
follicule. Les BEC forment les vaisseaux sanguins irigani le ganglion et une partie d"entre elles présemient un phénotype
particilicr @ ¢lles formen des sirectures sommebes HEY qui sont spdeialisdes dans ke reenntement des lvmphocytes mails,
Les LEC, quait & elles. formend les valsscaux lymphatigues alfinents ot cfféremts qud vont permettoe bs recirculation des
Iymphocyies enine kes gamglions ou |es tissus, mais égaloment la migration des DA activies en périphiéric.
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toutes ces populations peuvent étre distinguées en se basant sur I’expression de la podoplanine
et de la molécule CD31 ou PECAMI1("Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1"). Parmi
les cellules de type fibroblastique, on retrouve les cellules réticulaires fibroblastiques ou FRC,
les FDC, les cellules réticulaires marginales ou MRC (exprimant toutes la podoplanine mais
pas le marqueur CD31), et les cellules que I’on nomme « doubles-négatives » et qui contiennent
une population de péricytes contractiles. Concernant les cellules endothéliales (exprimant
CD31), elles contiennent les cellules endothéliales sanguines ou BEC et les cellules
endothéliales lymphatiques ou LEC (exprimant également la podoplanine). Les FRC sont
localisées principalement au niveau de la zone T et forment un réseau dense parcourant le
ganglion et permettant la migration des leucocytes. Les FDC se trouvent dans le follicule B et
jouent un role dans 1’organisation de ce dernier ainsi que dans le processus de sélection au
niveau du GC (décrit plus loin dans le paragraphe I, D, page 99). Les MRC, décrites plus
tardivement que les autres, sont situées dans la partie supérieure du follicule B juste en dessous
du sinus sous-capsulaire et participent a 1’organisation du follicule et au transport d’antigénes
vers ce dernier. Les BEC forment les vaisseaux sanguins irrigant le ganglion. Une partie d’entre
elles présentent un phénotype particulier et forment des structures nommées HEV qui sont
spécialisées dans le recrutement des lymphocytes naifs (comme mentionné précédemment). Les
LEC, quant a elles, forment les vaisseaux lymphatiques afférents et efférents qui sont impliqués
dans la recirculation des lymphocytes entre les ganglions ou les tissus, mais également dans la
migration des DC activées en périphérie. Concernant les cellules DN, il n’y a que peu de
données mais elles semblent proches des FRC. Nous allons ici aborder chaque type de cellule
stromale et décrire leurs principales fonctions, que ce soit au niveau de I’architecture basique

du ganglion ou au niveau de la régulation de I’immunité.

a) Les cellules réticulaires fibroblastiques.

Les FRC représentent des cellules de type myofibroblaste qui ont évolué afin d’acquérir
des fonctions immunologiques et qui sont d’origine mésenchymateuse. Elles constituent de 20
a 50% des cellules non hématopoiétiques dans le ganglion et forment un réseau 3D permettant
la migration des leucocytes (Gentek et al., 2017). Elles peuvent sécréter de nombreux
composants de la matrice extracellulaire, incluant par exemple le collagéne ou la laminine
(Malhotra et al., 2012) et forment de petits conduits qui faciliteront la diffusion des antigénes
solubles dans le ganglion (Gretz et al., 2000). Ces conduits vont permettre aux antigénes de
faible poids moléculaire de diffuser directement depuis les vaisseaux lymphatiques afin

d’arriver rapidement au niveau de la zone T et d’accéder aux DC résidentes du ganglion (Sixt
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et al., 2005). Enfin, elles jouent un role dans le maintien de la barriére entre la circulation
sanguine et lymphatique en entourant les HEV et en permettant de resserrer les jonctions en
réponse a la liaison de CLEC-2 ("C-type LECtin-like receptor 2") (provenant des plaquettes)
sur la podoplanine (Herzog et al., 2013).

En ce qui concerne la migration et I’homéostasie des lymphocytes, les FRC sécrétent
les chimiokines CCL19 et CCL21, permettant le maintien des LT naifs et des DC au niveau de
la zone T ainsi que leur migration le long du réseau qu’elles forment (Malhotra ef al., 2013).
Ces chimiokines pourront également é&tre transportées vers les HEV et les vaisseaux
lymphatiques via les conduits formés par les FRC et faciliter le recrutement des lymphocytes
(Baekkevold et al., 2001 ; Sixt et al., 2005). Elles sont aussi capables de produire de I’IL7 qui
est une cytokine cruciale pour la survie des LT naifs, cela a d’ailleurs été montré par le fait que
I’absence de FRC diminue drastiquement le nombre de LT naifs dans le ganglion et impacte
leur recrutement (Denton et al., 2014). En plus des LT, les FRC semblent également participer
a la survie des LB : leur co-culture avec des LB tumoraux permet de prolonger la survie de ces
derniers (Amé-Thomas et al., 2007). Elles peuvent en effet produire la cytokine BAFF et la
chimiokine CXCL13, deux facteurs importants pour la survie et la migration des LB dans le
ganglion (Mionnet ef al., 2013). Comme dans le cas des lymphocytes, les DC, résidentes
comme en migration, sont affectées par I’absence de FRC tel que montré par la forte diminution
de leur nombre dans ces conditions (Denton et al., 2014). En effet, les DC sont capables de
migrer le long du réseau de FRC via I’expression du récepteur CLEC-2 qui se lie a la
podoplanine exprimée par les FRC, I’interaction de CLEC-2 et de la podoplanine va alors mener
a la formation de protrusions au niveau de la membrane, permettant de réguler la mobilité des
DC (Acton et al., 2012).

Pour finir, en plus d’attirer et de maintenir le pool de lymphocytes naifs, les FRC
exercent des roles dans les mécanismes de tolérance périphérique. En effet, il a été démontré
qu’elles ont la capacité de supprimer la prolifération des LT CD8" aprés activation. Ce
processus fonctionne de la maniére suivante : juste apres activation, les LT produisent de I’IFNy
et du TNFa, ces deux cytokines stimulent les FRC qui, en réponse, synthétisent de 1’oxyde
nitrique responsable de la suppression de la prolifération des LT (Siegert ef al., 2011). De plus,
les FRC peuvent induire directement une délétion des CD8" autoréactifs via une présentation
par le CMH-I. Cela a été observé en premier lieu dans un modele ou les LT exprimant un TCR
reconnaissant 1’ovalbumine étaient "tolérisés" lorsque mis en contact avec des cellules
stromales exprimant 1’ovalbumine (Lee et al., 2007). Plus tard, il a ét¢ montré que les FRC

¢taient capables d’exprimer des antigénes des tissus périphériques (Fletcher et al., 2010) et que
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ce processus, au contraire des cellules stromales thymiques, ne reposait pas sur I’expression du
facteur de transcription AIRE ("Auto-Immune REgulator’’) mais sur I’expression d’un facteur
équivalent nommé DEAF-1 ("Deformed Epidermal Autoregulatory Factor 1") (Yip et al.,
2009). En plus des LT CDS8", les LT CD4" semblent également étre régulés par les FRC. 1l a
été décrit que ces derniéres ont la capacité d’acquérir les complexes CMH-II-peptides portés
par les DC pour ensuite les présenter aux LT CD4" et diminuer leur survie et leur prolifération
(Dubrot et al., 2014). Enfin, elles sont capables d’exprimer directement des molécules du
CMH-II et d’induire la génération de Treg afin de supprimer indirectement les réponses

inappropriées (Baptista et al., 2014).

b) Les cellules dendritiques folliculaires.

Les FDC sont présentes dans le follicule B et nous en reparlerons plus en détail de leurs
fonctions dans le paragraphe consacré au GC. Elles sont capables de capturer 1’antigéne quand
celui-ci est sous forme de complexe immun, et de le conserver pour ensuite le présenter aux
LB ; elles produisent également les cytokines IL6 et BAFF qui sont des facteurs importants
pour les LB (Heesters et al., 2014 ; Wu et al., 2009). Leur capacité a retenir I’antigéne sous
forme intacte se trouve étre cruciale pour la sélection des LB dans le GC. En effet, cela permet
de sélectionner les clones les plus affins suite aux mécanismes d’hypermutation somatique, et
I’absence de FDC ¢élimine complétement les GC (Wang et al., 2011). Les FDC constituent
¢galement la source majeure de la chimiokine CXCL13 (Legler ef al., 1998) qui permet

I’organisation du follicule B, du GC et la migration des TFH vers le GC (Ansel et al., 2000).

c) Les cellules réticulaires marginales.

Les MRC sont localisées dans la partie supérieure du follicule B, en dessous du sinus
sous-capsulaire. Elles expriment MadCAM ("Mucosal adressin Cell Adhesion Molecule"),
RANKL ("Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand"), CXCL13 mais ne
produisent pas CCL21 et n’expriment pas CD35, indiquant que ce sont bien des cellules formant
une population distincte des FRC et FDC (Katakai et al., 2008). Elles semblent produire une
forte quantité de la chimiokine CXCL13 puisqu’il est toujours possible de détecter cette
derni¢re dans les MRC a 1’état basal tandis que les niveaux chez les FDC restent faiblement
détectables. De par leur caractere fibroblastique, elles sont capables de servir de support au
sinus sous-capsulaire mais elles peuvent ¢galement construire, comme les FRC, des conduits
afin de faciliter la diffusion des antigénes. Il a en effet été montré que les antigénes solubles
sont transportés via les conduits formés par les MRC vers les LB et FDC présents dans le

follicule (Bajénoff ef al., 2009). Au niveau du sinus, on trouve une population particuliere de
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macrophages nommés macrophages du sinus sous-capsulaire, et qui capturent les antigénes
présents dans le flux lymphatique (Phan et al., 2009). Un réle des MRC a été suggéré, dans la
localisation et les fonctions de ces macrophages spécialisés. Enfin, via leur expression de
CXCL13 mais aussi d’ICAMI1 et VCAMI, les MRC participent a la migration des LB a
I’intérieur du follicule et controlent la distribution directe des antigénes aux LB par les

macrophages sous-capsulaires.

d) Les cellules double-négative ou péricytes contractiles.

Les cellules doubles négatives, n’exprimant ni la podoplanine ni CD31, représentent 10
a20% des cellules stromales du ganglion. En utilisant une approche transcriptomique, Malhotra
et ses collaborateurs ont pu démontrer que les cellules DN avaient un transcriptome se
rapprochant de celui des FRC (Malhotra et al., 2012). Elles produiraient des chimiokines et
cytokines similaires a celles produites par les FRC, comme par exemple CCL19 et CCL21 bien
que de mani¢re moins intense. Parmi ces différences majeures, il est a noter qu’elles ne
produisent pas d’IL7 et que I’expression de genes impliqués dans les processus de contraction
est plus ¢élevée que chez les FRC, on retrouve parmi ceux-ci divers sous-type d’actine et de
myosine. Environ la moitié de ces cellules DN sont principalement localisées autours de
vaisseaux sanguins dans le cortex et la médulla. Cette localisation ainsi que leur expression de
I’intégrine a7 leur a valu leur nom de « péricytes intégrine a7" ». Leurs fonctions ne sont pas

encore bien décrites et les 50% restants des DN ne sont pas encore identifiés.

e) Les cellules endothéliales sanguines.

Les BEC bordent les vaisseaux sanguins dans les ganglions et représentent de 20 a 30%
des cellules stromales. Certains de ces vaisseaux présentent un endothélium de morphologie
particuliére et sont nommés « HEV », ce sont des veinules post-capillaires. Leur nom vient de
la forme non conventionnelle des cellules endothéliales les constituant, ces dernicres présentent
en effet un aspect bombé en direction de la lumiere de la veinule. Concernant leur localisation,
une ¢tude a permis de classer la vascularisation du ganglion comme une hiérarchie de branches
allant de I’ordre I a V ce qui correspond aux larges veinules collectrices (I) et aux veinules post-
capillaires (V) (von Andrian, 1996). Les HEV se trouvent parmi les vaisseaux allant de 1’ordre
[IT a ’ordre V et permettent I’entrée des lymphocytes naifs au niveau du ganglion. L’interaction
entre les LT et LB naifs et les HEV se fait par I’intermédiaire de la molécule CD62L qui permet
« I’attachement » des lymphocytes le long de la paroi des HEV (von Andrian et al., 2003). La
L-sélectine (CD62L) se lie a des glycoprotéines de type mucines présentant diverses

modifications post-traductionnelles comme des sulfatations, des fucosylations ou encore des
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sialylations (Girard et al., 1995), ces modifications sont référées sous le terme de PNAd
("Peripheral lymph Node Addressin") qui constitue un marqueur spécifique des HEV. L’entrée
des lymphocytes naifs (ou centraux mémoire) par les HEV est un processus se faisant en
plusieurs étapes successives : adhésion des leucocytes, roulement le long de la paroi
endothéliale, arrét et enfin transmigration a travers la paroi endothéliale (Girard et al., 2012).
La premicere étape de 1’entrée par les HEV correspond a I’activation des intégrines a la surface
des lymphocytes par les chimiokines, ce qui permet I’arrét des lymphocytes. Ce phénoméne fait
intervenir les chimiokines homéostatiques CCL21, CCL19, CXCL12 et CXCL13 et
I’expression par les LT naifs des récepteurs CCR7 et CXCR4 avec, dans le cas des LB naifs,
une expression ¢galement du récepteur CXCRS (Miyasaka et al., 2004). CCL21 est fortement
exprimée par les HEV (chez la souris) tandis que CCL19, CXCL13 et CXCL12 sont produites
par les cellules stromales avoisinantes et transportées a la surface des HEV par un phénomene
de transcytose (Baekkevold et al., 2001). La liaison de ces chimiokines et leur rétention a la
surface des HEV, notamment CCL21, est dépendante des héparanes sulfates (Bao et al., 2010).
Ces chimiokines permettent alors aux lymphocytes d’exprimer I’intégrine LFA1 qui se lie a
ICAMI et ICAM2 a la surface des cellules endothéliales (Shamri ez al., 2005). Vient ensuite
I’étape de migration transendothéliale. Dans le cas particulier des HEV, les lymphocytes ne
traversent pas directement la couches de cellules endothéliales mais sont stockés dans de petites
poches se trouvant dans la partie basale des cellules endothéliales (Mionnet et al., 2011). Ce
sont ces poches remplies de lymphocytes qui donnent leur aspect bombé aux cellules
endothéliales des HEV et qui permettent de réguler le flux de lymphocytes entrant. En effet,
I’entrée des lymphocytes est régulée par des contraintes physiques, lorsqu’il n’y a pas assez de
place pour accueillir de nouvelles cellules, les lymphocytes restent stockés dans les petites
poches, une fois que des lymphocytes quittent le ganglion par voie lymphatique, cela libére de
la place au niveau du parenchyme et permet alors aux cellules naives d’entrer dans le ganglion.
Cela connecte ainsi les processus d’entrée et de sortie des lymphocytes et de maintenir une
cellularité constante du ganglion en conditions homéostatiques. En plus des cellules naives, les
LT régulateurs sont eux aussi capables de pénétrer a I'intérieur des ganglions via les HEV
(Ueha et al., 2007) et il en est de méme pour les précurseurs de DC et les pDC (Liu ef al.,
2009 ; Seth et al., 2011).

f) Les cellules endothéliales lymphatiques.
Les LEC représentent la quatrieme grande population de cellules stromales et

constituent 10 a 20% de ces dernicres. Elles bordent la surface des vaisseaux lymphatiques
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afférents et efférents et permettent la distribution des DC et antigénes au niveau du sinus sous-
capsulaire, ainsi que la sortie des lymphocytes au niveau médullaire (Forster et al., 2012). Les
antigenes délivrés par la lymphe ont la possibilité de suivre deux voies différentes. S’ils sont de
petite taille, ils pourront diffuser directement a partir du sinus vers les compartiments T et B
par I’intermédiaire des conduits formés par les FRC et MRC (Gretz et al., 2000). Les antigénes
de plus haut poids moléculaire devront, quant a eux, tre pris en charge par les macrophages du
sinus sous-capsulaire. L’entrée des DC via les vaisseaux lymphatiques a d’ores et déja été bien
¢tudiée mais il apparait évident aujourd’hui que les lymphocytes T naifs sont, comme les
cellules mémoires, capables de pénétrer dans les ganglions via les vaisseaux lymphatiques
(Braun et al., 2011). Les LEC, comme les BEC, sont capables de produire la chimiokine
CCL21 qui va se retrouver immobilisée a leur surface, permettant aux DC exprimant CCR7 de
détecter et suivre le gradient ainsi formé et de migrer via les vaisseaux lymphatiques (Tal ef al.,
2011). Toutefois, CCL21 n’est produite que dans les vaisseaux lymphatiques terminaux, il faut
donc un autre signal afin d’initier la migration des DC CCR7". Contrairement a CCL21, CCL19
n’est pas exprimée par les LEC mais peut étre produite par d’autres cellules stromales ainsi que
par les DC elles-mémes. Comme elle n’est pas fixée a la surface des LEC, la chimiokine CCL19
produite par les DC dans les tissus périphériques va diffuser et suivre le flux lymphatique ce
qui va permettre aux DC de pénétrer dans les vaisseaux lymphatiques en suivant le flux
chimiotactique qu’elles auront produit de facon autologue (Randolph ez al., 2005).
Contrairement aux HEV, D’entrée via les vaisseaux lymphatiques ne requiert pas d’étape
d’adhésion. Cela s’expliquerait notamment par le fait que les forces de cisaillement sont moins
fortes au niveau du sinus sous-capsulaire en comparaison avec les forces existant au niveau des
veinules HEV. Une fois entrées dans le vaisseau, les DC se laisseront guider par le flux
lymphatique de fagon passive et pénétreront via le sinus sous-capsulaire. Concernant les LT, il
a longtemps été considéré que les LT naifs n’entraient que via les HEV or, une équipe a pu
démontrer que lorsque 1’on injecte des LT naifs au niveau du vaisseau afférent, ces derniers se
localisent non seulement dans la zone T de ce ganglion mais se retrouvent ¢galement dans la
zone T du ganglion situé en aval de ce dernier en suivant le sens du flux lymphatique (Braun
et al., 2011). Cela indique donc que les LT naifs peuvent emprunter la voie lymphatique
lorsqu’il s’agit de migrer d’un ganglion vers un autre.

En ce qui concerne la sortie des lymphocytes par les vaisseaux efférents, ce phénomene
débute au niveau des vaisseaux corticaux dans la zone T qui se jettent ensuite dans le sinus
médullaire et le vaisseau efférent (Grigorova et al., 2010). D’un point de vue moléculaire, le

processus repose sur I’expression, par les lymphocytes, du récepteur a la sphingosine-1-
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phophate (SIPR1) et sur une différence de concentration de sphingosine-1-phosphate (S1P)
entre la lymphe et le tissu lymphoide (Pham et al., 2008). La S1P est fortement produite dans
la lymphe et les vaisseaux sanguins par les cellules hématopoiétiques et les LEC (Pham et al.,
2010). S1PR1 est exprimé a la surface des leucocytes et est rapidement internalisé suite a la
liaison de son ligand, cela permet aux cellules naives entrant via les HEV ou les vaisseaux de
rester dans le ganglion jusqu’a la réexpression a la surface du récepteur (Lo et al., 2005). Une
fois le récepteur ré-exprimé, les lymphocytes commencent a rejoindre le sinus médullaire et a
quitter le ganglion. Ce mécanisme n’est pourtant pas le seul en jeu puisque la réexpression du
récepteur se fait en environ 20 a 60 minutes alors que certaines cellules peuvent rester dans le
ganglion de 6 a 24 heures (Grigorova et al., 2010). Cela s’explique par le fait qu’en plus de ré-
exprimer S1PR1, les lymphocytes doivent également perdre leur expression de CCR7 afin de
pouvoir quitter le ganglion, ce qui semble étre confirmé par le fait que la sortie des lymphocytes
se produit plus rapidement en absence de CCR7 (Pham et al., 2010).

Pour terminer, les LEC sont, comme les FRC, capables de réguler la survie et
I’activation des LT. En effet, elles produisent la cytokine IL7 qui favorise la survie des LT
(Miller et al., 2013), elles ont la capacité de supprimer la prolifération des LT CD8" via une
production d’oxyde nitrique (Lukacs-Kornek ez al., 2011). Elles peuvent également jouer
indirectement sur la prolifération des LT en influant sur la maturation des DC et en affectant
négativement leur expression de CD86, diminuant ainsi leur capacit¢ a activer les LT
(Podgrabinska et al., 2009). Concernant les T CD4", les LEC présentent une augmentation des
molécules du CMH-II suite a une stimulation par I’'IFNy et induisent 1’apoptose des LT CD4*
(Dubrot et al., 2014). Pour finir, comme les FRC, elles sont capables d’exprimer des antigénes
des tissus périphériques par 1’intermédiaire du facteur DEAF1 (Rouhani et al., 2014 ; Yip et
al., 2009). Elles pourront alors éliminer les T CD8" directement par présentation antigénique et
expression de PDL1(Cohen et al., 2010) ou les T CD4" mais cette fois-ci indirectement en

induisant leur anergie via la présentation aux DC (Rouhani et al., 2015).

C) Les tissus lvmphoides associés aux muqueuses.

Le troisieme grand type d’OLS est constitu¢ des tissus lymphoides drainant les
mugqueuses. Parmi ces derniers, 1’on retrouve des ganglions classiques encapsulés (décrits dans
le paragraphe précédent) qui vont drainer les muqueuses, mais également les MALT, les tissus
lymphoides associés au tissu adipeux ou FALT ("Fat-Associated Lymphoid Tissue") (Figure
20).
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Figure X0 : Structure des tissus lymphoides associés pux moguenses,

Contramement aus ganglions classigues qui somt encapsulés, bes MALT ("Mucosal-Associated Lymiphod Tissues®) sont
mof encapsulis e dircctement inchis dans’soms la mequeme de 'orpane oa ils sont becalisds (A) Ils som épalement
dépourvas de vaisseaux lymphatques afférents et vont collecter les antipénes directement aux mvean des muqueuses par
I baais d"un épithidlium spécialise, Cer dpnhiiom conpent des cellules spécialisées que 1"on nomme cellales M. Juste en
ddessous de " épitheélum et des cellules M., on retrouve des D dont certames sont incluses dins des poches saées du cote
hasal des cellubes M. On wva m.nl:mcnl retrouver des fallicules Hqui "'.I:'i.lll'.lll:'lll.jl.L'HE en demous du déme fpilhﬂ'rﬂ ==
la zone T entourant le folhculs ou entre deax follicales | cette zome T contient également des HEV.

Les FALT ("Fat-Associated Lymphoid Tissues®) quast i cux ne sont ni encapsulés, nd dirccicment en comiact sved
I"épithéliam d'ume muqueuse. Ces demiers comprennent bes FALC (“Fat-Associated Lymphoid Closters™) au mivean du
mésentere (B} et des stuctures hmphoides nomanes aches laiteuses au niveau de "omestum (), ils sonl tous
darectement inchis dans du tssu adipeux, Les taches laibeuses conteennent une zone B prédominante mais cette dermiéne
et dépownvue de FINC, Dans bes taches ladeuses, la zone T entoure la zong B 2t o5t peu représeniée mas coohent des
HEV. Les FALLC quant 4 cux sont a4 un degré d organisaton encore inféngur aux taches lntouses ¢t combiennent
mapenimirement des LB de bpe B

Lar Mpenade des collnles est b mdsie gu en Fignee 19,

Contrairement aux ganglions classiques, présentant une capsule, les MALT et
apparentés tels que les plaques de Peyer au niveau de I’intestin gréle, les plaques coloniques ou
encore les follicules lymphoides isolés, sont non encapsulés et directement inclus dans/sous la

mugqueuse de 1’organe/du tissu ou ils sont localisés (Figure 20). Ils sont également dépourvus
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de vaisseaux lymphatiques afférents et collecteront les antigénes non pas via la lymphe mais
directement aux niveau des muqueuses par le biais d’un épithélium spécialisé. Ce dernier
contient des cellules spécialisées que I’on nomme cellules M et qui sont dépourvues de villosités
mais présentent de petits repliements a leur surface permettant le transport des antigénes par
transcytose (Mabbott ef al., 2013). En dessous de 1’épithélium et des cellules M, on retrouve
des DC dont une partie sont incluses dans des poches situées du coté basal des cellules M, cela
leur permet de recevoir directement les antigénes transportés par les cellules M depuis la surface
de la muqueuse. Ces tissus contiennent également des follicules B qui se localisent la plupart
du temps juste en dessous du dome épithélial avec une zone T entourant le follicule ou située
entre deux follicules. De plus, a I’instar des ganglions « classiques », les MALT vont contenir
des HEV situées au niveau de la zone T, qui exprimeront dans ce cas, non seulement 1’adressine
PNAd, mais également MadCAM. Finalement, bien qu’ils ne présentent pas de vaisseaux
afférents, des vaisseaux lymphatiques efférents permettront la sortie des cellules activées et leur
migration.

Les FALT, quant a eux, se distinguent a la fois des ganglions encapsulés et des MALT
dans le sens ou ils ne sont ni encapsulés, ni directement en contact avec 1’épithélium d’une
mugqueuse. Parmi eux, on distingue les FALC ("Fat-Associated Lymphoid Clusters") au niveau
du mésentere et les taches laiteuses au niveau de 1’omentum ; ces structures lymphoides sont
toutes directement incluses dans le tissu adipeux (Figure 20) (Beelen et al., 2005 ; Moro et al.,
2010). Les FALC regoivent non seulement les antigeénes transportés par le réseau lymphatique
de I’intestin, mais également des antigénes provenant de la cavité péritonéale grace a des
fenestrations présentes au niveau du mésentére. Dans le cas des taches laiteuses, ces dernieres
collectent uniquement des antigénes provenant de la cavité péritonéale et représentent le site
majeur de drainage du fluide péritonéal (Beelen et al., 2005). Les taches laiteuses contiennent
une zone B prédominante mais cette derniére se trouvant dépourvue de FDC ne peut étre
considérée comme un vrai follicule B a proprement parler. Au sein de ces structures, la zone T
entoure la zone B mais se trouve peu représentée, de plus, les HEV qui y sont retrouvées
n’expriment pas MadCAM. Les FALC quant a eux démontrent un degré d’organisation encore
inférieur aux taches laiteuses et contiennent majoritairement des LB de type B1.

D’un point de vue fonctionnel, la plupart de ces tissus sont impliqués dans la réponse
aux antigénes présents au niveau des muqueuses et dans la tolérance vis-a-vis de la flore
commensale. IIs produisent en particulier des réponses associées a une production d’IgA. En ce
qui concerne les ganglions « classiques », ils recoivent, via les vaisseaux afférents, la lymphe

drainant les tissus environnants et qui contient les antigeénes et les cellules présentant I’antigéne
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activées par des pathogeénes ou par des organismes de la flore commensale. Cependant, ils ont
¢galement acces aux antigénes présents dans la lumiere en conditions non inflammatoires (c’est
le cas de la flore commensale), ce qui requiert divers mécanismes de transport a travers la
muqueuse. Le premier consiste en le passage des antigénes a travers 1’épithélium, afin
d’atteindre les DC localisées juste en aval, via les GAP ("Goblet cell-associated Antigen
Passages") (McDole et al., 2012). Ces antigénes vont étre délivrés majoritairement aux DC
CD103" dont le role principalement tolérogéne serait alors crucial dans le cas des antigénes
présents dans I’alimentation. Le second mécanisme se fait par une détection directe par les DC.
En effet, les DC CX3CRI1", par exemple, sont capables de créer des prolongements
cytoplasmiques passant a travers I’épithélium et leur permettant d’acquérir les antigénes
directement au niveau de la lumiére intestinale (Hapfelmeier ez al., 2008). Enfin les cellules M
(décrites précédemment), que 1’on retrouve dans les tissus lymphoides présentant un dome
¢épithélial mais également dans les villosités classiques de l’intestin gréle et au niveau de
I’épithélium pulmonaire, vont médier le transport des antigénes par un mécanisme de
transcytose (Mabbott ez al., 2013). Cela leur permet de transporter des antigénes particulaires
ainsi que des pathogénes vers des poches contenant des DC mais également des LB. Concernant
les FALCs et les taches laiteuses, ils regoivent les antigénes relargués lorsque les pathogenes,
les commensales ou des dérivés de ces derniers vont s’échapper du tractus gastro-intestinal suite
a des 1ésions ou une inflammation et se retrouver dans le fluide/la cavité péritonéale (Beelen et
al., 2005). Bien qu’il y existe de nombreuses différences dans 1’acquisition de 1’antigene au
niveau de ces tissus, ils ont en commun d’induire préférentiellement une réponse de type IgA.
En effet, si I’on prend I’exemple des plaques de Peyer, les LB exprimant une IgA sont
majoritaires dans les GC et les transcrits circulaires provenant de la commutation vers les IgA
sont exprimés par les LB dans les plaques de Peyer (Shikina ef al., 2004). Finalement, en ce
qui concerne les FALC et les taches laiteuses, on y retrouve une production d’IgA
principalement médiée par les cellules B1 et qui correspondant alors a une production d’IgA

naturelles (ne dépendant pas des LT).

D) Le centre germinatif, clé de la réponse adaptative.

L’une des particularités de la réponse immunitaire adaptative est sa capacité a répondre
de maniére plus efficace lors d’une seconde rencontre avec 1’antigéne. Cette réponse plus
adaptée repose d’une part sur la génération de cellules mémoires, qui répondent plus rapidement
et efficacement que leurs consceurs naives, mais également sur le fait que le répertoire

d’anticorps va évoluer au cours de la réponse, correspondant a une production d’anticorps de
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meilleure affinité. La génération de cellules B mémoires ainsi que les mécanismes
d’hypermutation somatique et de commutation de classe, qui permettent 1’amélioration du
répertoire d’anticorps, se produisent au niveau des GC situés dans le follicule B des OLS. Ces
structures jouent donc un rdle clé dans la mise en place de réponses adaptatives efficaces et

nous allons détailler briévement leur structure et leur fonctionnement.

1.Les cellules et la structure dynamique du centre germinatif.

Le GC contient divers types cellulaires qui sont arrangés spatialement de manicre a
générer une réponse optimale.

En premier lieu, on peut retrouver les LB du GC. Ces derniers représentent ’'un des
types cellulaires les plus rapides en ce qui concerne le processus de mitose, allant de 6 a 12h
seulement pour compléter un cycle cellulaire (Zhang et al., 1988), une particularité essentielle
afin de permettre une bonne maturation d’affinité (ce que nous allons voir dans les paragraphes
suivants). Ils peuvent étre identifiés via divers marqueurs tel que 1’acide n-
glycolyneuraminique, reconnu par I’anticorps dérivé du clone GL-7, I’expression accrue de Fas
a leur surface ou encore leur capacité a lier 1’agglutinine de cacahuete (PNA, "PeaNut
Agglutinin") (Rose et al., 1980). I1s expriment également le facteur de transcription BCL-6 ("B-
Cell Lymphoma 6 protein") qui est un régulateur crucial des B du GC, mais également des TFH
(Basso et al., 2010). Ce dernier joue un role clé dans le GC, tel que démontré par le fait que son
invalidation chez la souris génére une incapacité a former des GC et des anticorps de haute
affinit¢ (Dent et al., 1997), en permettant de diminuer I’expression de BCL-2 et en rendant
donc les B du GC sensibles a 1’apoptose (Ci et al., 2009). De plus, il réprime les facteurs de
transcription p53 et ATR ("Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein"), ce qui permet aux
cellules de supporter les dommages induits au niveau de I’ADN par 1’enzyme AID responsable
de ’hypermutation somatique (Phan ez al., 2004). Finalement, BCL-6 permet égalment de
maintenir les cellules a un stade indifférencié en réprimant BLIMP-1 ("B Lymphocyte-Induced
Maturation Protein-1"), qui est le facteur de transcription associ¢ a la différenciation
plasmocytaire. Il existe des différences entre les B du GC selon si ceux-ci sont localisés au
niveau de la zone claire (ZC) ou de la zone sombre (ZS), nous allons détailler cet aspect plus
loin dans ce chapitre.

Outre des LB, on retrouve le réseau de FDC (mentionné dans les paragraphes
précédents), dont les cellules sont localisées au niveau de la zone claire et permettent
d’identifier cette derni¢re par des marquages immunohistologiques. Elles expriment de

nombreux récepteurs leur permettant de capter les antigénes/complexes immuns sous forme
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intacte et vont jouer un role clé dans ’activation et la sélection des LB du GC en permettant de
tester les nouveaux clones générés suite aux modifications dans le GC (Heesters et al., 2014).
Elles produisent également la chimiokine CXCL13 qui va jouer un role dans I’attraction des
LB et des TFH au niveau du follicule B (Cyster et al., 2000) et qui pourrait é¢galement jouer un
role dans la polarisation du GC (Allen et al., 2004). Pour finir, elles produisent un grand nombre
de facteurs importants pour la survie et la prolifération des LB telle que I’IL6 et BAFF (Kosco-
Vilbois et al., 1995 ; Wu et al., 2009).

Le dernier type de cellules présentes au niveau des GC sont les TFH. Le premier
marqueur ayant été utilisé pour distinguer cette population de LT CD4" a été le récepteur
CXCRS. L’expression de ce dernier permet aux TFH de migrer vers le follicule B et de jouer
ainsi leur role dans la sélection au sein du GC (Haynes et al., 2007). Ils expriment également
des molécules de co-stimulation de la famille de CD28 comme ICOS ou encore PD1 et
produisent la cytokine IL21 (Chtanova et al., 2004). Comme les FDC, ils interviennent dans
la sélection des LB au niveau du GC et favorisent leur différenciation en plasmocytes ou en LB
mémoires.

D’un point de vue structure, il est possible de diviser le GC en deux zones distinctes : la
ZC et la ZS (Figure 21). La ZS correspond celle que I’on retrouve le plus a proximité de la
zone T et est quasiment dépourvue de FDC tandis que la ZC se trouve proche de la capsule et
contient un grand nombre de FDC. Leur nom provient de leur apparence en histologie de
routine, en effet, lorsque 1’on marque les noyaux par une coloration classique, la ZC apparait
plus claire car les noyaux des LB sont plus dispersés du fait de la présence des cellules stromales
dans cette zone (Allen et al., 2007). La ZS, quant a elle, présente des cellules fortement
rapprochées et dont le rapport noyau/cytoplasme est plus élevé, d’ou un aspect plus sombre. La
ZS contient des LB en intense prolifération que I’on nomme centroblastes et expriment le
récepteur CXCR4 (Allen et al., 2004). Bien que cette zone soit quasiment dépourvue de FDC,
il est possible d’observer un réseau de cellules stromales exprimant la chimiokine CXCL12
(ligand de CXCR4), permettant de maintenir les centroblastes dans la ZS (Rodda et al., 2015).
Les LB de la ZS expriment de haut niveaux de I’enzyme AID et de ’ADN polymérase 1, qui
va permettre la génération de mutations suite aux modifications induites par AID (Victora et
al.,2012). C’est donc au niveau de la zone sombre que de nouveaux clones de LB sont générés,
clones qui pourront ensuite tre sélectionnés dans la ZC. Les LB de la ZC sont nommés
centrocytes et se trouvent a proximité de FDC, de LB naifs, ainsi que de TFH. Les centrocytes
ont un phénotype de LB activés tel qu’indiqué par leur expression de CD86 et CD83 (Victora

et al., 2012) et présentent également des signatures associées a un engagement du BCR et a la
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co-stimulation apportée par les LT (Victora et al., 2010). La ZC représentant le site de sélection
des LB ayant subi des modifications dans la ZS via I’hypermutation somatique, il est nécessaire
que les LB du GC puissent transiter entre ces deux zones. Les premiers modeles mathématiques
mis au point ont montré que plusieurs cycles de mutation dans la ZS puis sélection dans la ZC
¢taient nécessaires afin de générer un degré de maturation d’affinité comparable a ce que 1’on
peut retrouver in vivo (Oprea et al., 1997). Des études plus récentes ont pu confirmer que des
LB sélectionnés dans la ZC étaient capables de ré-entrer dans la ZS pour subir un nouveau cycle

de modifications (Gitlin et al., 2014 ; Schwickert et al., 2007 ; Victora et al., 2010).

2.8¢élection positive des clones dans le centre germinatif.

Le processus de maturation d’affinité consiste en la capacité a sélectionner les clones de
LB présentant la plus forte affinité pour I’antigéne suite aux modification induites par
I’hypermutation somatique (Figure 21). De premiéres études ont montré que bien que la ZC
soit constamment renouvelée par des LB provenant de la ZS, une certaine proportion retournait
vers la ZS dans les 6 heures. Plus récemment, il put étre estimé qu’en réalité, de 10 a 30% des
LB sélectionnés dans la ZC, retournaient dans la ZS afin de subir un nouveau cycle de
modifications (Meyer-Hermann et al., 2012). Cependant, il faut alors se demander par quel(s)
mécanisme(s) le GC sélectionne les LB avec la plus haute affinité avant de les renvoyer dans
la ZS ou de leur permettre de quitter le GC. Il existe deux signaux que I’on pense étre impliqués
dans la sélection des LB. Le premier correspondrait a 1’intensité du signal provenant du BCR
lorsque I’antigéne est présenté a la surface des FDC. Le second signal proviendrait des TFH
lorsque ces derniers interagissent avec les LB via les complexes CMH-II/TCR. Bien que ces
deux signaux aient été jusqu’a lors inclus dans deux mod¢les différents constamment remis en
causes (I’un bas¢ uniquement sur la sélection par compétition pour I’antigéne au niveau des
FDC, le second ou le facteur limitant serait les TFH), on pense aujourd’hui que ces deux
facteurs sont importants pour la sélection dans le GC. Un point commun a ces deux modg¢les,
est que la sélection des LB nécessite une forte expression de Fas couplé a une diminution de
molécules anti-apoptotiques, ce qui les rend fortement sensibles a I’apoptose ; leur survie ne
sera possible qu’en cas de forts signaux provenant du BCR et de I’interaction avec les TFH.

Le premier niveau de sélection se fait alors par compétition directe pour 1’antigéne au
niveau des FDC. Dans ce cas, les LB de haute affinit¢ empéchent 1’acceés a 1’antigéne par
encombrement spatial mais consomment également 1’antigéne disponible en endocytant le
complexe antigéne-BCR (Liu et al., 1989). Dans les deux cas, les signaux induits via le BCR

par I’antigéne restant accessible aux LB de plus faible affinité sont insuffisants pour permettre
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leur survie et ils entrent en apoptose. L’ importance de ce premier niveau de sélection vient en

premier lieu du fait que 1’affinité des anticorps, produits suite a la réaction du GC, augmente
lorsque I’antigéne se trouve a faible dose (Goidl et al., 1968). D’autres équipes ont pu montrer
en utilisant des souris hypomorphes pour CD19, que le signal provenant du BCR est important
pour la maturation d’affinité (Carter et al., 2008). Cependant, lorsque la signalisation du BCR
se trouve altérée mais que ses capacités d’endocytose ne varient pas, on n’observe aucune

différence au niveau de la maturation d’affinité (Huntington et al., 2006). Cela montre donc
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I’importance du second mécanisme de sélection faisant intervenir la présentation antigénique
et les TFH.

Lors du second niveau de sélection, les LB qui ont réussi a capturer I’antigéne via leur
BCR de plus forte affinité peuvent le dégrader et le présenter via le CMH-II dont la densité sera
dépendante de la quantité d’antigéne capturé et reflétera alors 1’affinité du BCR (Batista et al.,
2001). Ainsi seuls les LB de forte affinité survivent et acquierent I’antigéne, mais uniquement
les LB de tres forte affinité pourront interagir suffisamment longtemps avec les TFH présents
en nombre limité, afin de recevoir les signaux nécessaires a leur survie/différenciation (Meyer-
Hermann et al., 2006). En plus de sélectionner les clones, 1’intensité de I’interaction LB-TFH
semble également dicter le nombre de divisions que subiront les LB apres étre retournés dans
la ZS (Gitlin et al., 2015). Les mécanismes par lesquels les TFH permettent de sélectionner les
LB de haute affinité sont divers. Tout d’abord, il existerait une boucle d’amplification qui
favorise le contact entre les deux types cellulaires. Les LB du GC expriment ICOSL, menant a
une augmentation de CD40L a la surface des TFH par le biais de leur expression d’ICOS,
augmentation qui va a son tour permettre d’augmenter 1’expression d’ICOSL sur les LB et ainsi
de suite, aboutissant a une large surface de contact entre les LB et les TFH (Liu et al., 2015).
De plus, plus le contact durera, plus les TFH produiront de I’'IL4 et de I’IL21, deux cytokines
aidant les LB (Shulman et al., 2014). Outre ces deux cytokines, les TFH produisent également
la cytokine BAFF, qui favorise la survie des LB présentant une forte affinité (Goenka et al.,
2014). La conclusion est donc que les LB présentant une forte affinité pourront acquérir
I’antigéne au niveau des FDC de fagon compétitive et qu’ils seront alors capables de présenter
ce dernier aux TFH, fournissant une aide plus ou moins €élevée aux LB en fonction de I’intensité
de leur interaction (qui sera directement dépendante de I’affinité du BCR pour I’antigéne). Les
LB présentant la plus forte affinité seront alors sélectionnés pour retourner dans la ZS ou pour

quitter le GC apres s’étre différenciés en LB mémoires ou en plasmocytes (Figure 21).

3.Devenir des lymphocytes B du centre germinatif.

Afin d’exercer au mieux leurs fonctions effectrices, les LB se différencient en
plasmocytes ou en LB mémoires. L’ orientation vers I’'une ou ’autre de ces voies peut se faire
a deux moments différents lors de la réponse au sein du follicule B : soit a la bordure T-B ou
les LB qui ont reconnu leur antigéne vont directement se différencier en cellules mémoires ou
en plasmocytes sans entamer de réaction du GC, soit apres maturation d’affinité dans le GC ou
ils stopperont les cycles d’entrée et sortie entre les ZC et ZS et suivront I’'une des deux voies de

différenciation. Cependant, comment les LB choisissent entre I'une ou [’autre voie de
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différenciation ? L’une des réponses semble étre a nouveau une question d’affinité. De
nombreuses ¢tudes ont montré que 1’acquisition du phénotype correspondant au stade de
plasmocyte est facilitée par une plus haute affinit¢ du BCR, que ce soit en cas de différenciation
au niveau de la zone T-B ou apres réaction du GC (Paus et al., 2006 ; Phan et al., 2006). Plus
récemment, Shinnakasu et ses collaborateurs ont confirmé cela en démontrant que les LB de
faible affinité sont préférentiellement orientés vers une différenciation en cellules mémoires
(Shinnakasu et al., 2016). Cependant, cette capacité a s’engager dans I’une ou I’autre des voies
de différenciation semble également varier au cours de la réponse adaptative. En effet, les
cellules mémoires seraient préférentiellement générées avant ou durant les étapes précoces de
la réaction du GC, tandis que les plasmocytes deviennent de plus en plus abondants lors des
étapes tardives (Weisel et al., 2016). Ces faits semblent corroborer 1’idée d’une sélection par
I’affinité puisque cette derniere va augmenter au cours de la réaction du GC et au fil des
nombreux cycles de prolifération et sélection. Ce choix entre les deux destinées possibles pour
les LB fait également intervenir un mécanisme que 1’on nomme division asymétrique. Lors de
cette division, les deux cellules filles présentent des phénotypes différents et le contenu
cellulaire n’est pas réparti de maniere équitable. Dans le cas présent, I’une des cellules fille
retiendrait une plus grande quantité de 1’antigéne endocyté et des complexes CMH-II (Thaunat
et al., 2012), ou encore une plus grande quantité du récepteur a I’'IL21 ou de la molécule BCL-
6 (Barnett et al., 2012). Les cellules qui auraient alors conservé une grande partie du CMH et
de I’antigéne se dirigeraient vers la voie de différenciation en plasmocytes, tandis que des
cellules présentant encore une forte quantité de BCL-6 retourneraient dans le GC. Un dernier
mécanisme qui semble influer sur le devenir du LB serait la commutation de classe. Une étude
a pu mettre en évidence que les LB exprimant une IgE dans les étapes précoces de la réponse
immunitaire se différencient préférentiellement en plasmocytes (Erazo et al., 2007). Plus
récemment, 1’équipe de Michel Nussenzweig a pu noter que la commutation vers 1’'IgG1
favorisait la différenciation en plasmocytes au détriment de celle en LB mémoires (Gitlin ef

al., 2016).

4.8élection négative au sein du centre germinatif.

La fonction premiére du GC étant de produire des anticorps de plus en plus affins et
donc de meilleure qualité, il serait alors délétere qu’un LB autoréactif puisse entamer ce
processus. Bien que cela puisse se produire en conditions pathologiques, il existe divers points
de controles afin d’éviter un tel événement. En temps normal, la plupart des LB autoréactifs

sont ¢éliminés dans la moelle osseuse, cependant, une petite fraction arrive a échapper au
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processus de sélection et se retrouve dans la circulation. Toutefois, la majeure partie de ces
cellules ne devraient pas pouvoir accéder au GC du fait de I’indisponibilité locale de leur
antigéne, et ne pourraient donc pas entamer le processus de maturation d’affinité. En revanche,
I’hypermutation étant un processus aléatoire, la génération de cellules autoréactives au sein
méme du GC est un risque a ne pas négliger (Tiller et al., 2010). Dans le but d’étudier les
mécanismes mis en place au sein du GC afin d’éviter la génération de cellules autoréactives de
forte affinité, Chan et ses collaborateurs ont mis au point un modele de transfert de LB
exprimant un BCR reconnaissant le lysozyme d’ceuf de poule (nommé HEL) chez des souris
immunisées avec un triple mutant de ce composé (HEL3X) (Chan et al., 2012). A la suite du
processus de maturation d’affinité, il était possible d’observer des anticorps avec une haute
affinité pour HEL3X mais également pour un quadruple mutant (HEL4X). Lorsque cette
expérience était renouvelée chez des souris ou HEL4X était exprimé en tant qu’antigéne du soi,
il y avait diminution des anticorps reconnaissant ce variant, montrant ainsi 1’existence de point
de contrdles au sein du GC. L’hypermutation somatique peut certes générer des cellules
autoréactives mais peut également représenter une maniere d’éliminer une autoréactivité¢ déja
présente. Une preuve de cela vient d’un anticorps ayant une réactivité contre les globules rouges
infectés par plasmodium mais portant une insertion lui permettant de lier le collagéne. Ces
anticorps suivront alors le processus de maturation d’affinité et il a été remarqué que ces
derniers portent alors des mutations diminuant leur capacité de liaison au collagéne, montrant
ainsi une sélection en faveur de la perte d’autoréactivité au sein du GC (Tan et al., 2016). 11
existerait donc divers processus au niveau du GC afin d’éviter la génération de LB autoréactifs

de forte affinité.

11-Ontogenése des organes lvimphoides secondaires : I’exemple du ganglion lvmphatique.

Nous venons de voir dans les paragraphes précédents que les OLS jouent un role
important dans la mise en place de la réponse adaptative. Ils présentent une structure
parfaitement organisée et sont positionnés a des sites stratégiques, jonctions vasculaires et
lymphatiques, permettant alors une réponse optimale. Leur développement et leur localisation
sont finement contrdlés lors du développement embryonnaire et ne prennent place que durant
cette phase de la vie. La réactivation du processus d’ontogenése lymphoide durant la vie post-
embryonnaire aboutit au développement de structures lymphoides ectopiques nommées OLT,
on parle alors de néogenese lymphoide. Avant de pouvoir aborder le sujet des OLT, il est

important de faire un point sur les mécanismes permettant la formation des tissus lymphoides
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en conditions normales. Nous allons ici aborder les mécanismes qui permettent et controlent la

formation des OLS et en particulier des ganglions lymphatiques.

A) Les LTietles L.LTo souvernent la formation des tissus lvmphoides.

La mise en place des tissus lymphoides durant la vie embryonnaire repose sur
I’interaction entre deux types cellulaires principaux que sont les Lymphoid Tissue inducers
(LTi) et les Lymphoid Tissue organizers (LTo). Brievement, la formation des OLS repose sur
la formation de clusters de LTi en des localisations précises, puis leur interaction avec des
cellules résidentes, les LTo, via la voie de la lymphotoxine al1B2 (LTalp2) et de son récepteur
LTBR ("LymphoToxin beta Receptor"). Cette interaction déclenche I’expression par les LTo
de diverses chimiokines et molécules d’adhésion permettant le recrutement de davantage de
LTi ainsi que des LT et LB qui pourront peu a peu coloniser 1’ébauche du ganglion.

Les LTi sont des cellules d’origine hématopoiétique qui colonisent I’OLS en cours de
développement. Ce sont des cellules de phénotype CD4"CD3 IL7Ra ¢c-Kit" dont le role dans la
formation des OLS n’est plus a démontrer (Mebius et al., 1997). Ils proviennent du foie feetal
et coloniseraient 1’ébauche du ganglion entre les jours embryonnaires 9,5 et 16,5 (E9,5 et E16,5)
chez la souris. IIs sont é¢galement connus pour exprimer le facteur de transcription RORyt ainsi
que la LTalpB2, et leur développement au niveau du foie feetal se fait a partir d’un progéniteur
lymphoide commun et nécessite I’expression du facteur de transcription ID2 ("Inhibitor of
DNA binding 2") (Boos et al., 2007). Ces LTi sont aussi présents chez ’homme a la différence
qu’ils n’expriment pas le marqueur CD4 (Cupedo et al., 2009). Leur role essentiel dans la
formation des OLS a été montré par 1’utilisation de souris déficientes pour ID2 ou RORyt qui
présentent une absence totale de LTi et qui ne développent aucun ganglion ni plaque de Peyer
(Sun et al., 2000). 11 est également possible d’observer dans certains cas des cellules similaires
aux LTi et que I’on nomme Lymphoid Tissue initiators (LTin). Ces LTin sont CD4'CD3 TL7Ra
c-Kit"CD11c" et ont été décrits pour la premiére fois au niveau intestinal (Veiga-Fernandes et
al., 2007). Leur absence impacte grandement le développement des plaques de Peyer et ils
semblent se substituer aux LTi dans le cas de cet organe puisque la déficience du récepteur RET
("REarranged during Transfection", qui est exprimé par les LTin) abolit la formation des
plaques de Peyer bien que les LTi soient présents (Veiga-Fernandes et al., 2007). On peut de
plus observer des équivalents des LTi chez I’adulte dans les OLS et la lamina propria
(Scandella et al., 2008 ; Tsuji et al., 2008). Au niveau de la lamina propria, ces LTi-like
expriment eux aussi RORyt et sont retrouvés proches de clusters de cellules stromales

exprimant VCAMI et qui forment les cryptes intestinales (Eberl et al., 2004). Ces LTi-like
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produisent de I’IL22 qui cible I’épithélium intestinal et régule la production de peptides anti-
microbiens ainsi que 1’homéostasie de cet épithélium (Ouyang et al., 2008). Ces cellules ont
aussi €té retrouvées dans la rate ou leur production d’IL17 semble permettre de rétablir
I’architecture de 1’organe apres infection virale (Scandella et al., 2008). Il semble donc que de
facon similaire a leurs équivalents embryonnaires, elles soient impliquées dans le maintien et
I’homéostasie des tissus lymphoides.

Les LTo ont pour leur part une origine mésenchymateuse et forment la structure de
soutien des OLS en développement (Mebius, 2003). Ces cellules représentent une population
hétérogene et expriment de nombreuses cytokines, chimiokines et molécules d’adhésion
(Bénézech et al., 2012). Durant la formation des OLS, elles expriment ICAM1 et VCAMI
(Vondenhoff ef al., 2007) ce qui permet de les subdiviser en différents groupes suivant qu’elles
expriment fortement ou a un niveau intermédiaire ces molécules ; de plus, ces sous-groupes
sont présents en différentes proportions suivant le site considéré (ex : ganglion mésentérique
VS ganglion périphérique drainant la peau) (Cupedo et al., 2004). On peut également retrouver
d’autres différences entre les LTo suivant leur localisation comme par exemple, 1’absence
d’expression de RANKL au niveau des plaques de Peyer (Okuda et al., 2007). Ces différences
suggerent des mécanismes différents en ce qui concerne la formation des différents OLS (nous
en parlerons bri¢vement dans le paragraphe suivant). Chez 1’adulte, elles donneront naissance

aux différentes populations de cellules stromales que sont les FRC, FDC, MRC etc...

B) Le modéle bicellulaire de formation des ganglions lvmphatiques.

Nous allons ici détailler le modele qui a longtemps été universellement reconnu pour
expliquer la formation des ganglions (Figure 22). Cependant, nous verrons dans le paragraphe
suivant que des études récentes nous amenent a le reconsidérer.

L’interaction entre les LTi et les LTo via I’interaction LTa1p2/LTPR est cruciale pour
la mise en place des ganglions, ainsi montré par I’impact de la déficience en LTa, LT1f ou
LTPBR sur le développement des OLS (Banks et al., 1995 ; Fiitterer ef al., 1998 ; Koni et al.,
1997). Toutefois, avant de pouvoir interagir avec les LTo, les LTi doivent étre recrutés au point
de développement du ganglion. Les ganglions sont toujours localisés en des points de
branchement de vaisseaux sanguins. C’est pourquoi il a été suggéré que ces points de
branchements doivent fournir des signaux particuliers qui permettent d’initier la formation de
I’ébauche du ganglion. Le développement de la vasculature est coordonné avec celui de

I’innervation durant le développement embryonnaire et des études récentes suggerent que les
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fibres nerveuses délivreraient des signaux qui pourraient étre impliqués dans la formation des

ganglions (van de Pavert et al., 2009).
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Figure 22 : Modéle de développement des ganglions lvmphatiques,
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stromales présenbes au nivean des OLS matures; bes cellubes dendritigues Rodliculaires (FIRC) el bes cellubes réticulaine:
ﬁl'rl:ll'rlu'liq_m (FRC) (1Y) Le développement des o High Endothelial Venules w {HEV) & hen entre 1étape de m'iET.IIII-I:I'I.
cellulaire ¢t In maturation strecturelle de 1"OLS (),

La localisation du site de formation des ganglions serait donc dictée par les ébauches des

systémes sanguin et nerveux.
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Les LTi provenant du foie feetal, requiérent un signal chimiotactique afin de pouvoir
migrer vers la bonne destination. Connaissant les roles des chimiokines homéostatiques dans
I’organisation des OLS chez 1’adulte, de nombreuses équipes ont voulu déterminer si ces
derniéres étaient impliquées dans la formation des ganglions durant la période embryonnaire.
Chez la souris, la plupart des ganglions ne peuvent pas se développer en I’absence de CXCL13
ou de son récepteur CXCRS5 (Luther et al., 2003). Cette chimiokine pourrait médier le
recrutement des LTi. Cela semble tout a fait plausible puisque son expression semble précéder
celle de la lymphotoxine, démontré par le fait qu'une déficience en lymphotoxine n’impacte
pas I’expression de CXCL13 (van de Pavert et al., 2009). La chimiokine CCL21 participerait
elle aussi a ce processus de recrutement, puisqu’en I’absence de CXCL13, certains ganglions
peuvent tout de méme se développer (Luther et al., 2003) alors que I’absence combinée de
CXCRS5 et CCR7 impacte la formation de tous les ganglions (Ohl ez al., 2003). CXCL13 semble
donc étre la chimiokine principale gouvernant le recrutement initial des LTi. Cette production
de CXCL13 a été montrée comme ayant pour origine les cellules mésenchymateuses présentes
au site d’initiation de formation des ganglions et qui donneront naissance aux LTo (van de
Pavert et al., 2009). La synthése de CXCL13 par les cellules mésenchymateuses dépend de
I’acide rétinoique dont la synthése est sous le controle d’une enzyme nommée RALDH?2
("RetinALdehyde DeHydrogenase 2"). Et si I’on en revient aux types cellulaires présents a
proximité de la zone ou va se former le ganglion, les fibres nerveuses expriment justement cette
enzyme et peuvent ainsi induire la synthése de CXCL13 grace a 1’acide rétinoique qu’elles
produisent (van de Pavert et al., 2009).

Une fois recrutés, les LTi vont interagir avec les cellules mésenchymateuses qui se
différencieront en LTo a la suite de ce contact. Cependant afin de pouvoir entrer en contact avec
les cellules mésenchymateuses, les LTi ont besoin d’exprimer la lymphotoxine. Elle peut étre
induite par deux signaux chez ces cellules : I’'I[L7 ou I’engagement de la voie RANK/RANKL
(Yoshida et al., 2002). Les LTi exprimant a la fois RANK et RANKL, il a été propos¢ que
lorsqu’elles se regroupent en clusters au niveau de 1’ébauche ganglionnaire, elles pourraient
interagir les unes avec les autres, induisant ainsi I’expression de la lymphotoxine a leur surface
(Kim et al., 2000). Une fois la lymphotoxine exprimée, les LTi peuvent mettre en place des
contacts avec les cellules mésenchymateuses présentes et induire leur différenciation en LTo.
Ces LTo se mettront alors a produire les chimiokines homéostatiques CXCL13, CCL19 et
CCL21, mais également a exprimer des molécules d’adhésion comme ICAM1, VCAMI et
MadCAM, permettant le recrutement d’un plus grand nombre de LTi ainsi que leur rétention

(Figure 22). Les LTo, comme mentionné dans le paragraphe précédent, peuvent synthétiser de
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I’IL7 et exprimer RANKL, permettant ainsi la survie et I’activation des LTi arrivant au site de
formation a la maniére d’une boucle d’amplification positive (Yoshida et al., 2002). Petit a
petit, les LTi seront remplacés par des LT et LB en nombre de plus en plus élevé et les LTo se
différencieront en cellules stromales ganglionnaires (suite a la stimulation continuelle par la

lymphotoxine) afin de constituer les ganglions tels que 1’on peut les observer chez I’adulte.

() Le nouveau modéle de développement des ganglions lvmphatiques.

Bien que le modele précédemment décrit ait été longtemps admis, il existait certaines
incohérences et des études récentes suggerent de reconsidérer la maniére dont les ganglions se
mettent en place, en particulier au niveau des étapes précoces (Figure 23).

En premier lieu, si ’on se fie au modele précédemment décrit, 1’absence de la
signalisation via la lymphotoxine chez les LTo devrait totalement abolir la formation des
ganglions, or lorsque le récepteur est spécifiquement supprimé dans les cellules exprimant
CCL19 et donc dans les LTo (Chai et al., 2013), cela n’empéche pas la formation de 1’ébauche
du ganglion. Cependant, I’expression de cette chimiokine étant secondaire a la premicre
interaction LTi-cellule mésenchymateuse il n’était pas possible de conclure clairement quant a
I’implication de la lymphotoxine dans les étapes précoces. Lorsque la méme stratégie fut
appliquée en ciblant les cellules exprimant CXCL13 (donc les cellules mésenchymateuses
précurseurs des LTo), aucun impact n’a non plus été observé sur la formation du ganglion,
remettant alors en cause la nécessité de D’interaction initiale entre LTi et cellule
mésenchymateuse (Onder et al., 2017). Au contraire, lorsque la signalisation de Ia
lymphotoxine est abolie dans les cellules endothéliales sanguines et lymphatiques, le
développement du ganglion est fortement contrecarré (Onder et al., 2013). En effet, les souris
déficientes pour le LTBR dans les cellules endothéliales montrent une absence de quasiment la
moitié¢ de leurs ganglions, et les ganglions restants présentent des HEV incomplétement
différenciées. Cela confirme que la lymphotoxine et son récepteur jouent bien un réle crucial
dans le développement des ganglions, cependant I’interaction LTi-cellule mésenchymateuse ne
serait pas la seule impliquée et les cellules de type endothéliales semblent contribuer davantage
que ce qui était imaginé jusqu’a lors. De plus, si I’on se fie au modele de base, les LTi
quitteraient le foie feetal et se retrouveraient dans la circulation sanguine avant de rejoindre
I’ébauche du ganglion (van de Pavert et al., 2009). Toutefois, dans le cas des progéniteurs
hématopoiétiques, ces derniers rejoignent la circulation sanguine avant de migrer dans les tissus
puis de repartir dans la circulation via les vaisseaux lymphatiques (Massberg et al., 2007). 11

pourrait donc en étre de méme pour les LTi. Et justement, 1’étude récente de Lucas Onder et de
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ses collaborateurs a montré que les LTi rejoignent la circulation lymphatique et sont retenus au
site de formation des ganglions de maniére dépendante de la chimiokine CCL21 (Onder et al.,
2017). Une autre équipe a confirmé ce résultat et a montré que cette rétention est dépendante
d’un signal passant par le récepteur LTBR (Wang et al., 2018) expliquant pourquoi les souris
dont la signalisation par le récepteur LTPR est spécifiquement abolie dans les cellules
endothéliales perdent la moitié de leurs ganglions. Ces différentes publications suggérent donc
que contrairement a ce que 1’on croyait, I’initiation de la formation des ganglions ne serait pas
induite par une production locale de CXCL13 médiée par I’acide rétinoique provenant des
neurones mais par un recrutement des LTi via les vaisseaux lymphatiques et leur interaction
avec des cellules endothéliales. De plus, 1’étude menée par Lucas Onder a pu montrer que le
premier contact entre les LEC et les LTi est dépendant de I’interaction RANK-RANKL et
qu’apres ce premier recrutement, les LTi peuvent également interagir avec les cellules
endothéliales sanguines via la lymphotoxine et induire un remodelage de la vasculature
environnante. Toutefois, les cellules mésenchymateuses exprimant CXCL13 sont bel et bien
retrouvées au niveau de I’ébauche du ganglion en zone périvasculaire (Bénézech et al., 2012)
et sont simplement activées par les LTi en seconde lieu, lorsque suffisamment de LTi ont été
retenus par les LEC (Onder et al., 2017).

Le nouveau mod¢le proposé serait alors le suivant avec 1’exemple du ganglion inguinal
(les étapes seront les mémes pour les autres mais avec un timing plus ou moins précoce) (Figure
23). Au jour embryonnaire 10 (E10), les progéniteurs des LEC commencent a former les
premiers vaisseaux lymphatiques dans la partie supérieure de I’embryon. Entre E12 et E13 les
réseaux lymphatique et sanguin ont évolué, commencent a s’infiltrer dans divers organes et les
LTi débutent leur sortie a partir du foie feetal. A E14 I’ébauche du ganglion est formée et les
LTi commencent a s’accumuler grace au gradient de CCL21 induit par les LEC et sont retenus
grace a leur interaction avec les LEC via RANK-RANKL et LTalB2-LTBR. Une fois que
suffisamment de LTi se sont accumulés, ils interagiront non seulement avec les LEC mais
¢galement avec les BEC et les cellules mésenchymateuses par I’intermédiaire du LTBR. Cette
interaction induit alors 1’expression de chimiokines et de molécules d’adhésion par ces
différents types cellulaires, ce qui permet le recrutement d’un plus grand nombre de LTi mais
induit également un remaniement des vasculatures sanguine et lymphatique autour de
I’ébauche. Finalement les LEC pourront former le sinus sous-capsulaire du ganglion, les BEC
composeront les HEV et permettront le recrutement des premiers lymphocytes, tandis que les
LTo entameront leur différenciation en différentes cellules stromales fibroblastiques que 1’on

retrouve dans le ganglion.
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[ Figure 23 : Nouvean modéle de développement des ganglions lymphatiques propose par Onder ef al., (2018).
(A An départ les réseans hymphatique e sanguin commencent 3 3" mfilirer dans divers organes et les LT débatent leur
sortie & pamtis du faie fetal, (B) Une fois I'ébauche du gangloon formée, les LT commencent & s accumuler grice au
gradient de CCL21 induir par les cellubes lymphatiques (LEC), et sont rebenas du fait de leur interaction avee les LEC via
RANK-RAMNKL et LTalG2-LTER. (C) Une fois que sulfisamment de LT1 & som accumulés, ces demiers vont intergnr
non seubement aves les LEC, mais également aves les BEC ot les cellules nsésenchymateuses par [intermeédiaire du LT
R. Cette mieraction va indwire |'expression de chimiokmes of de molécules d"ndhésion par ces différents types cellulaires
o¢ qui va mener au recrutement d'an plus grand poembre de LTi mais également canser un remaniement des vasculatures
sanguine ¢t bhrmphatsgue sutcur de 1'ébanche. (V) Finalement les LEC vont former e sinus sous-capsulaire du gpanglion,
lea BEC vom se différencier en HEY et permettre |2 recrusemeni des premsers lymphocyies tandis que les LTo vomt se
différencier pour donmer naissance aux différemtes cellules stromales que 1"on retrouve dans b= ganglion,
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nypes colfulaines of chimiokines, la Gigende et la méme g 'er figure N922,
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I1I-Les organes lvmphoides tertiaires : définition et structure.
A) Généralités sur les organes lymphoides tertiaires.

Alors que le développement des OLS est un processus finement controlé et ne prenant
place que lors de la vie embryonnaire, il est possible d’observer des infiltrats de cellules
immunitaires au sein de tissus non lymphoides présentant une structure organisée. Ces infiltrats
organisés présentent de nombreuses similitudes avec les OLS précédemment décrits, mais du
fait de leur formation post-embryonnaire et ectopique, ils ont ét¢ nommés Organes Lymphoides
Tertiaires (OLT). Ces structures présentent un niveau d’organisation qui les distingue des
infiltrats inflammatoires classiques que 1’on peut observer a de nombreux sites d’inflammation,
comme par exemple, la compartimentation des LT et LB en deux zones distinctes. Ils sont
générés lorsque 1’inflammation locale au sein d’un tissu ou d’un organe se prolonge dans le
temps du fait de la stimulation continuelle du syst¢tme immunitaire, on parle alors
d’inflammation chronique. Ce type d’inflammation et la formation d’OLT qui lui est associée
peut survenir dans de nombreux contextes pathologiques comme les infections, le cancer, le
rejet de greffe ou les maladies inflammatoires et auto-immunes (Yin ef al., 2017). Les cellules
qui forment ces OLT peuvent répondre localement a la stimulation continuelle par I’antigene,
présent en grande quantité dans le tissu cible de I’inflammation. L’inflammation et le degré
d’infiltration cellulaire pouvant grandement varier d’un tissu a un autre ou suivant la pathologie
considérée, il est parfois difficile de déterminer si I’on est en présence d’un véritable OLT ou
simplement d’un infiltrat inflammatoire faiblement organisé. Il existe ainsi de nombreux
marqueurs utilisés pour définir la présence d’un OLT. Certains se basent sur le caractére
fonctionnel ou non de ses structures, a savoir si elles sont capables de promouvoir localement
une réponse immunitaire, qu’elle soit humorale ou cellulaire. Cependant, les études chez
I’Homme ne permettent pas toujours de pouvoir vérifier le caractére fonctionnel ou non des
OLT, c’est pourquoi de nombreuses équipes se basent désormais sur la présence de populations
de cellules stromales similaires a celles que 1’on retrouve au niveau des OLS (FRC, FDC...) et
qui permettent de distinguer les vrais OLT des infiltrats inflammatoires « basiques » contenant
des LT et LB.

La raison pour laquelle ces structures se mettent en place n’est pas totalement définie et
peut étre largement dépendante du contexte et de 1’organe considéré. Cependant, il apparait
clairement que ces structures se forment a cause d’une inflammation résolue non suffisamment
rapidement et il existe deux hypothéses quant a ce qui peut induire la formation des OLT lors
de I’inflammation chronique. La premiére vient du fait que dans la grande partie de ces

situations pathologiques, il y a présence d’un antigéne ou d’un auto-antigéne qui est reconnu
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comme étranger a I’organisme et ce serait cette disponibilité locale et soutenue d’antigéne qui
dirigerait la formation des OLT. Toutefois, il existe divers contextes ou des OLT ont été
détectés sans pour autant que I’on puisse identifier un antigéne sous-jacent a I’inflammation ou
la maladie en cause (Mohanta et al., 2014). La seconde hypothése suggere donc que les OLT
pourraient étre générés suite & une inflammation causée par une 1ésion tissulaire lors d’une
réponse non spécifique a un antigéne en particulier, et ce serait cette inflammation qui aboutirait
a la révélation d’épitopes cryptiques et a une réponse dirigée contre un antigéne du tissu en
question.

En ce qui concerne les roles potentiels que peuvent jouer les OLT dans ces divers
contextes, il existe plusieurs cas de figures qui seront encore une fois dépendants du cas
considéré. Différentes pathologies dans lesquels I’on retrouvent des OLT seront détaillés dans
le chapitre suivant mais nous allons en discuter ici de manicre globale. Pour commencer, les
OLT peuvent jouer un role délétere en amplifiant localement les réponses auto-immunes
pathologiques au sein de I’organe cible. IIs ont pu étre observés dans le tissu synovial de patients
atteint de PR (Schroder et al., 1996), les glandes salivaires de patients présentant un syndrome
de Sjogren (Barone et al., 2005) ou encore au niveau du systéme nerveux central des patients
atteints de sclérose en plaque (Serafini ez al., 2004). Ces organes étant des cibles majoritaires
lors des diverses pathologies évoquées, il n’est pas surprenant que 1’existence d’une réponse se
localisant a I’intérieur méme de 1’organe présente des conséquences déléteres. Et pour cause, la
présence de ces OLT a pu étre associée a une sévérité accrue de la maladie (Rotondo Dottore
et al., 2018). Cela peut en partie s’expliquer par le fait que dans de nombreux cas, les LT et LB
présents dans ces OLT sont capables de répondre aux antigénes produits localement (Armengol
etal.,2001). Ce type de réponse pathologique peut ¢galement se produire lors de rejets de greffe
chroniques ou le greffon va représenter une source incommensurable d’antigénes. En dépit de
leurs implications dans des réponses pathologiques, les OLT peuvent dans d’autres cas
promouvoir une réponse immunitaire présentant un bénéfice non négligeable pour 1’héte. En
cas d’infection par un pathogene, la réponse induite localement par les OLT permet une
meilleure élimination du dit pathogene et donc présente un avantage certain. Il est par exemple
possible d’observer le développement d’OLT au sein du tissu pulmonaire lors d’une infection
par certains virus ou bactéries comme M.tuberculosis (Kahnert et al., 2007). Dans le cas de
cette bactérie, les OLT permettent d’empécher la dissémination du pathogéne, en formant des
granulomes afin de maintenir le pathogéne confiné, et en recrutant des macrophages qui
procederont a son élimination. Enfin, les OLT sont également impliqués dans la régulation des

réponses immunitaires. Par exemple, des OLT ont été décrits au niveau de la paroi artérielle
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chez un modeéle murin d’athérosclérose (Hu et al., 2015). Dans ce cas, les OLT permettraient
de réduire I’inflammation en favorisant la différenciation de Treg ; de plus, si I’on supprime
spécifiquement ces OLT, les souris développent de plus grandes plaques d’athérosclérose en en

plus grand nombre (Hu et al., 2015).

B) Structure des organes lvmphoides tertiaires.

Méme si leur développement est ectopique, les OLT partagent de nombreuses
similarités avec les OLS (en particulier les ganglions lymphatiques) et ce, notamment du point
de vue de leur structure (Figure 24). Comme décrit dans le paragraphe I, B, page 85, les
ganglions sont des structures organisées entourées d’une capsule conjonctive. Les LT et les DC
sont retrouvés dans la partie para-corticale du ganglion tandis que les LB sont confinés au sein
de follicules. Ils présentent également un réseau de cellules stromales fibroblastiques,
principalement FRC en zone T et FDC dans le follicule B, qui permettent 1’organisation du
ganglion. Ils possédent de plus des vaisseaux sanguins spécialisés permettant I’entrée des
lymphocytes naifs ainsi que des vaisseaux lymphatiques principalement impliqués dans 1’entrée
des DC activées.

Comme les ganglions, les OLT présentent une architecture organisée avec une
séparation des LT et LB (Figure 24), ce qui représente 1’'un des premiers critéres indiquant la
présence d’un OLT. Les OLT ne sont pas toujours aussi bien organisés et peuvent évoluer au
cours de la maladie. Chez la souris NOD ("Non Obese Diabetic") par exemple, les OLT sont
au départ peu organisés, présentent des HEV en développement, et les ilots pancréatiques ne
sont que peu impactés, tandis que plus tard, avec 1’évolution de la maladie, on observe une
destruction des ilots et la survenue d’un diabéte ainsi que la présence d’OLT structurés (André
et al., 1996). La différence majeure entre les OLT et les ganglions est que les OLT ne sont pas
encapsulés (Figure 24) et sont donc en contact direct avec le tissu dans lequel ils se sont formés,
ce qui va leur permettre d’interagir plus facilement avec les cellules environnantes. Si 1’on
exclut cette différence, il apparait évident que 1’organisation des LT et LB au sein des OLT
dépend probablement de chimiokines et de cellules stromales similaires a celles que 1’on peut
retrouver dans les ganglions. Des études ont en effet pu montrer que 1’expression ectopique de
diverses chimiokines était suffisante pour induire la formation d’OLT (Luther et al., 2002). La
présence de ces chimiokines dans divers cas d’OLT suggere que I’on peut également retrouver
des populations de cellules stromales puisque ce sont ces derniéres qui sont, dans le cas du
ganglion, responsables de la production de chimiokines et de 1’organisation spatiale du tissu.

La premiére population de cellules stromales qui a été depuis longtemps observée dans les OLT
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sont les FDC. Comme dans le cas des ganglions, elles sont retrouvées au sein de la zone

contenant les LB (Drayton et al., 2003).
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Figure 24 ; Comparaison de la structure of des fonctions des ganglions of des OLT,
Bien que beur déveboppement prenne place aprés la vie eavbrvonnaine et qu'ils sobent kcalisds en divers tissus el onganes
non benpheoddes, les QLT partagent de nombreuses similarités ave les ganglions hymphatiques. On peut en premier lieu
ohserver une répartition des LB of LT en des zones distinctes. Dans les ganglions, bes DO sont majoritainement bocalisdes
au nivesu de la zome des LT, on pewt les retroayver également au nivesu des OLT ol comame dans be cas du ganglion, elles
voml pouvoir activer les LT et indber une réponse sdapiative. Concermant cette fonctionnalité, les OLT peuvent contendr
des (GO & des plasmocyies e pariciper & la gdndrathon de réponses immunitaines locales. Dans les OLT, comme les
ganglions, |'organisation spatiale va reposser sur |a prodlection de chaimiokines oi Pexpression de moléeules A sdhésion par
les cellubes stromales. Llon retrouve abors des cellules stromales comme bes FOIC @ bes FRO, respoctivement ¢in zone B el
rome T, au sein des OLT. En revanche, il n'a pas encore &é observé une présence de cellules similaires aux MRL dans les
OLT. D la méme mansére, bien que présentant des valsseau hymphaibques, les QLT som dépourvos de capsulbe el de
sanus sous-capsulaing € sont en comlac dirgct aved |6 Hssis enviroanants. Eafin, il et passible d"observer la présence de
FLEY dans bes OLT qui woml, de figon similaire au ganglion, permsetire |"attraction des LT nails.

Elles seraient donc capables de médier 1’organisation de la zone B de I’OLT et ce, en

produisant la chimiokine CXCL13, connue pour attirer les LB. CXCL13 a été observée dans de
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nombreux modeles présentant des OLT et a été localisée au méme endroit que les LB dans le
cas d’un modéle murin inductible de Sjogren (Bombardieri et al., 2012). Les OLT présentent
donc une compartimentation des LT et LB, la chimiokine CXCL13 ainsi qu’un réseau de FDC.
Cependant, leurs similitudes structurelles avec les OLS ne s’arrétent pas la. Les FRC, qui
forment le réseau stromal de la zone T du ganglion et produisent diverses chimiokines
permettant d’attirer les LT semblent étre elles aussi présentes dans les OLT. Dans le pancréas
de souris NOD, ou exprimant la lymphotoxine ou CXCL13 sous le contrdle du promoteur de
I’insuline, Link et ses collaborateurs ont observé un réseau stromal ressemblant a celui formé
par les FRC au niveau du ganglion (Link et al., 2011). Ce réseau semblait d’ailleurs plus intense
dans la zone ou les LT étaient retrouvés et exprimait diverses molécules d’adhésion ainsi que
la chimiokine CCL21. Ce type de cellules stromales a également été observé au niveau de
I’artére pulmonaire chez des patients souffrant d’hypertension pulmonaire idiopathique (Perros
etal., 2012). Seulement, il n’est pas encore clairement établi, si en 1’absence de capsule et donc
de sinus sous-capsulaire, ce réseau stromal peut, au niveau des OLT, jouer également un role
dans le transport antigénique. Enfin, en dehors des cellules stromales de type fibroblastique, il
est possible de retrouver des cellules de type endothélial dans les OLT. Des vaisseaux
lymphatiques ont été mis en évidence dans les OLT formés suite a une infection pulmonaire
par Mycoplasma pulmonis (Mounzer et al., 2010) ou dans le pancréas de souris NOD (Link et
al., 2011). Ces vaisseaux pourraient alors permettre la migration des DC au sein de ’OLT,
comme dans le cas des ganglions, et permettre d’amplifier la réponse locale par présentation
antigénique qu’elle soit favorable ou délétére. Cependant, ces vaisseaux pourraient tout aussi
bien permettre la sortie des lymphocytes activés au niveau de I’OLT et permettre de disséminer
la réponse a travers 1’organisme, leur role précis dans le fonctionnement des OLT reste donc a
¢lucider. En plus des vaisseaux lymphatiques, on retrouve les veinules spécialisées que sont les
HEV dans de nombreux cas d’OLT (Drayton et al., 2006). Elles sont, comme dans les
ganglions, capables de produire la chimiokine CCL21, comme montré chez les patients atteints
du syndrome de Sjogren (Barone et al., 2005), de plus, elles semblent médier le recrutement
de cellules naives au niveau de ’OLT qui sera suivie par leur activation locale. L’afflux de plus
en plus de cellules naives serait favorable dans le cas ou il faut rapidement éliminer le pathogeéne
ou la tumeur. C’est probablement pourquoi dans le cas de cancer du sein, la présence de HEV
est associée a un meilleur pronostic et a une survie accrue (Martinet ez al., 2011), en permettant
le recrutement de LT CD8" naifs qui seront alors activés au contact des antigénes tumoraux.
Pour conclure, bien que les différents éléments décrits ci-dessus ne sont pas tous

systématiquement retrouvés au sein d’une méme étude, il est possible de retrouver de

[118]



nombreuses similarités entre les OLT et les ganglions lymphatiques. Les OLT, bien dépourvus
de capsule, présentent une organisation T/B, la présence de cellules stromales capables de
produire des chimiokines et la présence de vaisseaux spécialisés comme les HEV ou les

vaisseaux lymphatiques (Figure 24).

IV-Les organes lvmphoides tertiaires dans diverses pathologies et leurs roles associés.

Les OLT peuvent étre observés dans de nombreuses pathologies allant de I’infection au
rejet de greffe. Selon les pathologies considérées, ils auront un rdle positif en permettant
d’éliminer plus rapidement le pathogéne ou la tumeur causant I’inflammation, ou délétére en
exacerbant les réponses pathologiques localement. Nous allons dans ce chapitre détailler
plusieurs cas de figure permettant d’observer les diverses situations ou des OLT sont

détectables mais également les réles que pourront jouer ces derniers (positifs comme négatifs).

A) Les organes lymphoides tertiaires lors d’infections.

Le premier cas que nous pouvons aborder est celui des infections virales et bactériennes.
Dans ce contexte, la réponse immunitaire qui se met en place a pour but d’éliminer le plus
rapidement possible le pathogéne de 1’organisme ou a défaut de limiter sa
prolifération/dissémination. Les OLT sont retrouvés dans de nombreux cas d’infection. Lors
d’une infection par le virus influenza, un tissu lymphoide inductible se met en place au niveau
des poumons, ce dernier est alors nommé iBALT ("inducible Bronchus-Associated Lymphoid
Tissue") et présente de fortes similitudes avec les MALT dont la présence de cellules M et d’un
dome épithélial (Rangel-Moreno et al., 2011). On peut également observer ces mémes
structures dans le cas d’une infection par le virus de la vaccine (Halle et al., 2009). Le tissu
pulmonaire n’est cependant pas le seul pouvant présenter une formation d’OLT en réponse a
une infection, en effet la plupart des zones de 1’organisme présentant une muqueuse sont
sujettes au développement d’OLT. Il est donc possible de retrouver ces structures au niveau de
la muqueuse gastrique apres infection par Heicobacter pylori (Mazzucchelli et al., 1999) ou de
la muqueuse intestinale suite a la stimulation par le microbiote intestinal (Lochner et al., 2011).
On observe également ces OLT au niveau du foie suite a une infection par le virus de 1’hépatite
C (Sansonno et al., 2008) et méme dans le tissu synovial lors de la maladie de Lyme (Ghosh

et al., 2005).

1.Les OLT permettent d’éliminer le pathogéne.
Dans une majorité de cas, la présence de ces OLT permet une meilleure ¢limination du
pathogene et évite la mise en place d’une inflammation de trop longue durée. Il existe un

exemple intéressant qui est celui de I’infection par le virus de la grippe. L’infection par ce virus
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engendre la formation d’iBALT caractérisés par la présence de LT et LB et la production de
diverses chimiokines (Moyron-Quiroz et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs ont pu
¢légamment montrer que ces structures étaient capables de se développer en I’absence d’OLS
chez la souris et qu’a elles seules, elles étaient suffisantes pour permettre la survie des animaux
et I’élimination du virus. Ces OLT contiennent en effet des GC et des lymphocytes en
prolifération, montrant qu’ils sont capables de médier la mise en place de réponses locales
optimales contre le pathogene, et plus particulierement d’activer les LT CDS8 et de générer
localement des plasmocytes spécifiques d’antigénes grippaux. Il est également tres intéressant
de noter que ces structures sont maintenues apres 1’élimination du pathogéne et ce de manicre
dépendante des DC (GeurtsvanKessel et al., 2009). Ces iBALT semblent ainsi pouvoir
permettre la mise en place d’une réponse secondaire/mémoire efficace, puisque les titres
d’anticorps spécifiques du virus se trouvent diminués lorsque les DC sont déplétées et que les
iBALT se retrouvent ¢éliminés sans affecter les autres OLS. Un autre cas ou les OLT jouent un
role favorable lors d’une infection est celui de Mycobacterium tuberculosis (Kahnert et al.,
2007 ; Khader et al., 2009 ; Slight et al., 2013). Dans ce contexte précis, les granulomes
contenant la bactérie sont organisés en OLT et permettent de maintenir la bactérie confinée.
L’expression de chimiokines homéostatiques est ici cruciale car elle permet la formation de ces
OLT, et donc le confinement du pathogéne, mais aussi le recrutement de LT exprimant CXCRS.
Ce n’est qu’en présence de ces LT que les follicules sont totalement formés et que les

macrophages sont recrutés et activés, permettant I’¢limination de la bactérie.

2.Les infections chroniques et les OLT : un revers de la médaille.

Bien que ces exemples montrent un caractere protecteur des OLT lors d’infections, il
existe des cas ou si le pathogeéne n’est pas ¢liminé, la réponse qui perdurera dans le temps peut
devenir délétere pour 1’organisme. Cela se trouve étre le cas des infections chroniques par une
bactérie ou un virus. Lors d’une infection chronique par Helicobacter pylori, des structures
lymphoides tertiaires se développent au niveau de la muqueuse gastrique et se trouvent étre de
mauvais pronostic quant a la survenue d’un lymphome du MALT. La formation de ces
structures nécessite également 1’implication de chimiokines homéostatique telle que CXCL13.
L’absence de CXCRS dans ce contexte empéche la formation des OLT sans pour autant affecter
la colonisation de la muqueuse par la bactérie. Cette absence d’OLT diminue, certes, la réponse
anticorps dirigée contre la bactérie, mais également I’inflammation de la muqueuse gastrique
(Winter et al., 2010). Cela démontre que dans ce cas, la présence des OLT n’est pas associée

a un bon pronostic mais favorise au contraire une réponse locale délétére bien qu’initialement
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dirigée contre le pathogene. De la méme manicre, I’infection chronique par le virus de I’hépatite
C mene a un changement de répertoire progressif des LB au niveau du foie et déclenche la
survenue d’une réponse auto-immune (Sansonno et al., 1998). Enfin, on retrouve une formation
d’OLT chez les patients souffrant de bronchectasie et de mucoviscidose, deux pathologies que
I’on sait caractérisées par de nombreuses infections pulmonaires chroniques. Or lorsque des
souris sont exposées chroniquement a des billes recouvertes par Pseudomonas aeruginosa ou
Staphylococcus aureus, elles développent des OLT pulmonaires, montrant bien la capacité des
pathogenes a induire ces structures, structures qui cependant n’aboutissent pas forcément a une

amélioration de 1’¢état de I’hote (Frija-Masson et al., 2017).

B) Organes lvmphoides tertiaires dans les cancers : amis ou ennemis ?

Les OLT ont été observés dans différents cas de cancer que ce soit chez ’Homme ou
dans des modéles murins. L’une des premicres descriptions concerne les cancers pulmonaires
a petites cellules chez ’Homme. Dans ce type de cancer, la présence de follicules lymphoides
organisés comprenant une zone T contenant des DC et une zone B incluant des FDC et méme
des GC, a pu étre notée (Dieu-Nosjean et al., 2008). Des observations ultérieures ont permis
de mettre en évidence la présence de chimiokines homéostatiques et de récepteurs permettant
le recrutement des LT naifs au sein de la tumeur (de Chaisemartin et al., 2011). Chez la souris
¢également, la présence d’OLT a été de nombreuses fois décrite et est associée a une migration
de LT vers le tissu tumoral (Peske et al., 2015). Diverses études ont pu par la suite démontrer
la présence de ce type de structure dans de nombreux autres cas de cancer, bien que les
marqueurs utilisés afin d’identifier les OLT différaient suivant le cas considéré. Un probléme
rencontré dans le cadre de 1’étude des OLT au cours du cancer est que les chercheurs ne se sont
parfois contentés que d’un ou deux marqueurs afin d’identifier la présence d’OLT, cela a donc
pu mener a la prise en compte de structures qui n’auraient pas di I’étre. Parmi ces éléments, on
retrouve bien sur la présence de HEV (Lee et al., 2016) ou encore de TFH (Gu-Trantien et al.,
2013). Cela se révele d’autant plus compliqué que des différences peuvent exister dans le cas
du méme cancer ou de la méme localisation. Par exemple, les métastases pulmonaires lors d’un
cancer de la prostate sont associ¢es a des OLT tandis que des métastases provenant cette fois
de carcinomes rénaux ne présentent pas d’OLT (Remark et al., 2013). L’autre cas est celui du
mélanome, ou les OLT sont retrouvés au niveau des métastases mais sont souvent absents de la
tumeur originelle, probablement a cause d’un microenvironnement différent (Cipponi ef al.,
2012). Un dernier exemple, chez la souris, les tumeurs injectées intrapéritonéalement induisent

la formation d’OLT, alors que cela n’est pas observé lorsque la tumeur est inoculée par voie
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sous-cutanée (Peske et al., 2015 ; Rodriguez et al., 2018). Un dernier point important est que
ces OLT peuvent présenter différentes localisations au niveau du tissu tumoral. La majeure
partie des travaux ont pu localiser des OLT a I’extérieur de la tumeur, c’est le cas par exemple
du cancer colorectal ou encore du cancer du sein (Bento et al., 2015 ; Coronella et al., 2002).
En revanche, il existe certains contextes ou I’OLT va se former directement au sein de la
tumeur, comme par exemple dans les mélanomes (Messina et al., 2012) ou les carcinomes du
pancréas (Hiraoka et al., 2015). On pourrait alors penser que ces localisations différentes
pourraient avoir un impact sur le fonctionnement de I’OLT et sur I’effet produit au niveau de
la tumeur et ainsi influer sur le pronostic, cependant, il ne semble pas y avoir de corrélation

entre la localisation et les effets engendrés par la présence d’OLT.

1.Les OLT favorisent une réponse anti-tumorale locale.

Dans le cas des infections, précédemment décrit, les OLT ont plutot un réle bénéfique
dans le sens ou ils vont permettre 1’¢limination du pathogéne. Dans le cas de tumeurs, il apparait
¢vident que la présence d’une réponse immunitaire locale qui serait dirigée contre la tumeur
pourrait étre de bon pronostic. L’¢élimination des tumeurs fait majoritairement appel a une
réponse cytotoxique, la migration de LT a proximité de la tumeur est donc un prérequis pour
une meilleure élimination de cette derniére. L une des caractéristiques des OLT est la présence
de HEV, permettant le recrutement de LT naifs au sein de ces structures. Ces vaisseaux
pourraient alors favoriser la migration de LT vers la tumeur, qui pourraient alors étre activés
localement au contact des antigénes tumoraux et donc favoriser 1’élimination des cellules
tumorales. Cela semble effectivement étre le cas puisque lors d’une étude portant sur le
mélanome, les auteurs ont pu montrer d’intéressantes corrélations quant au nombre et types
d’HEV présentes (Avram et al., 2013). Sans distinction entre les types de HEV, leur densité
corrélait avec I’infiltration des lymphocytes et la régression tumorale, confirmant que les HEV
et les OLT peuvent donc jouer un role bénéfique dans le cas de cancer. Il était intéressant de
noter que ce sont les HEV cuboides qui étaient corrélées le plus fortement avec 1’infiltration
lymphocytaire, alors que les HEV de type « plates » corrélaient quant a elles plus fortement
avec la régression tumorale. Or, la forme cuboide de ces vaisseaux particuliers est dii au
stockage de lymphocytes au niveau de petites poches, cela explique alors les différences
observées : les HEV cuboides sont en train de médier le recrutement de lymphocytes afin
d’éliminer la tumeur tandis que dans le cas des HEV « plates » la tumeur étant en régression, le
besoin local en lymphocyte est fortement diminué et donc I’on ne retrouve quasiment plus de

lymphocytes en transit dans les HEV, expliquant leur forme non bombée. Cette hypothése de
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migration via les HEV a pu étre démontrée par la migration de cellules fluorescentes au niveau
des OLT formés dans la muqueuse du colon lors des étapes précoces du cancer colorectal (Di
Caro et al., 2014). Une preuve plus directe de ’importance de ces structures est issue d’une
étude de 2014 dans laquelle les patients présentant une forte infiltration de LT CD8"
concomitante avec la présence d’OLT, démontraient une meilleure survie en comparaison a
ceux ayant une forte infiltration de CD8" mais pas d’OLT (Goc et al., 2014). Une explication
pourrait étre que la présence de DC dans les OLT permettrait de mettre en place une réponse
locale plus efficace. Et de manicre intéréssante, Weinstein et ses collaborateurs ont pu
récemment démontrer que 1’injection de DC était capable d’induire la formation d’OLT et ce,
méme en 1’absence d’OLS, et que le développement de ces OLT s’accompagnait d’une
régression tumorale in vivo (Weinstein ef al., 2017). De facon similaire, une autre équipe a, via
une construction utilisant la protéine 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"), pu induire la formation d’OLT qui lorsque combinée
a des thérapies anti-CTLA4 et anti-PD1, permettait d’induire la migration de LT et une réponse
anti-tumorale efficace dans le cas de tumeurs qui se trouvaient résistantes a ces thérapies
(Johansson-Percival ez al., 2017). Outre la réponse cellulaire, il existe également des situations
ou les OLT contribueraient via une réponse humorale a I’élimination de la tumeur. Dans le cas
du carcinome du sein, il a été décrit que les OLT contenaient des GC et le séquencage des LB
extraits du tissu tumoral a confirmé la mise en place d’une maturation d’affinité locale
(Coronella et al., 2002). Une étude s’intéressant cette fois au cancer du poumon a pu mettre en
évidence une réponse humorale corrélée a la présence de GC au sein des OLT (Germain et al.,
2014), tandis qu’une autre a corrélé les marqueurs de GC au sein de I’OLT avec la survie des
patients dans le cas du cancer du sein (Gu-Trantien et al., 2013). Enfin, un travail récent a
montré I’importance des OLT dans le cas du carcinome squameux pulmonaire. La présence
d’OLT correle avec un meilleur pronostic mais lorsque des traitements par chimiothérapie
(associés ou non avec des corticostéroides) induisent une diminution des GC dans les OLT, cela
se traduit par une diminution des pronostics favorables (Silina ez al., 2018). Cette étude montre
bien I’importance dans certains cancers de la présence des OLT et que la prise en compte de

ces derniers semble devenir incontournable.

2.Quand la tumeur détourne les OLT a son avantage.
Toutefois, il a été rapporté certains cas ou la formation d’OLT ne permet pas une

¢limination de la tumeur, mais au contraire permet de la protéger d’une élimination par le
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systéme immunitaire. Une équipe a pu récemment noter que la présence d’OLT et I’expression
d’ICAMI était associées a des formes de tumeurs plus agressives dans le cas de cancers du sein
(Figenschau et al., 2018). Cependant il n’est pas possible dans ce contexte de déterminer si les
OLT sont simplement une conséquence du caractere plus agressif de la tumeur ou si ce caractere
découle de la présence d’OLT. Il existe en revanche des cas reportés d’OLT qui, au lieu
d’induire une réponse anti-tumorale robuste, générent un environnement tolérogéne qui va
promouvoir la croissance et le maintien de la tumeur. Les cellules tumorales sont dans certains
cas, capables d’exprimer des molécules co-inhibitrices ou de produire du TGFp, conduisant a
la génération de Treg. Il ne serait donc pas surprenant que les OLT favorisant la croissance des
tumeurs exercent leurs fonctions en amplifiant localement une réponse médiée par les Treg. En
effet, un grand nombre de Treg au niveau de I’infiltrat entourant les cellules tumorales d’un
cancer du sein, est associé a des risques accrus de rechute, voire de décés (Gobert et al., 2009).
En analysant plus précisément, Gobert et ses collaborateurs se sont rendus compte que la
présence de Treg dans la tumeur n’influait pas sur I’évolution de la tumeur tandis que les Treg
présents dans les OLT associés au tissu tumoral présentaient un phénotype indiquant leur
activation locale en réponse aux antigénes tumoraux (Gobert et al., 2009). Afin de détailler
plus concrétement ce phénomeéne de protection de la tumeur, prenons 1I’exemple du mélanome
chez la souris (Shields et al., 2010). Dans cette étude, la tumeur sécrete la chimiokine CCL21
et induit la formation d’un compartiment stromal ressemblant a celui des ganglions. On peut
ainsi y retrouver un réseau de cellules fibroblastiques ainsi que des vaisseaux lymphatiques.
L’encapsulation de la tumeur dans cet environnement la protége d’une reconnaissance par le
systéme immunitaire et permet également I’induction de Treg. Lorsque les tumeurs sont
manipulées pour ne produire qu’une faible quantit¢ de CCL21, elles peuvent alors étre
reconnues et ¢liminées par le systétme immunitaire. Enfin, un travail jouant directement sur
I’OLT a pu montrer que dans le cas d’un adénocarcinome pulmonaire chez la souris, la délétion
des Treg spécifiquement au sein des OLT était suffisante pour induire I’activation des DC, la
prolifération des LT et la réponse anti-tumorale (Joshi et al., 2015). Les OLT dans le cancer
sont donc des structures fonctionnelles qui peuvent influer sur le devenir de la tumeur en
promouvant dans la majorité des cas son élimination, méme s’il est parfois possible de trouver

des contextes ou les OLT participent indirectement a la survie des cellules tumorales.

) Implication des organes lvmphoides tertiaires dans le devenir des greffons.

Il existe également des cas de figure ou les OLT ont majoritairement un réle néfaste,

c’est ce qui se produit lors du rejet de greffe. Le rejet d’un tissu ou d’un organe greffé peut se
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produire de différentes manicres. Le rejet hyper-aigu se produit dans les heures qui suivent le
rétablissement de la circulation au niveau de la greffe et se traduit par un infarctus du tissu
grefté. En général, il nécessite la pré-existence d’anticorps capables de reconnaitre le greffon.
Vient ensuite le rejet aigu, qui se manifeste quant a lui dans les jours qui suivent la
transplantation et est associé a divers signes généraux suivant I’organe greffé. Enfin, le rejet
chronique quant a lui, correspond a une diminution progressive des fonctions du greffon associé
majoritairement a des vasculopathies au sein de I’organe greffé. Il correspond a une réponse
inflammatoire qui va s’intensifier avec le temps au sein du greffon et dont le seul traitement

possible est une nouvelle greffe.

1.Les OLT et le rejet du greffon, une histoire commune.

Le rejet chronique est donc un cas de choix pour la formation d’OLT du fait de
I’inflammation maintenue au cours du temps. Comme dans le cas d’une tumeur, la génération
d’une réponse locale facilitera la détérioration du greffon et son rejet. Différents groupes ont
ainsi pu noter la présence de HEV (positivement marquées par 1’anticorps MECA79) dans le
cas du rejet chronique de greffons rénaux ou cardiaques (Kirveskari et al., 2000 ; Toppila et
al., 1999), avec une corrélation entre I’intensit¢ du marquage pour les HEV et la sévérité du
rejet du tissu greffé. Toujours dans le cas de ces deux types de tissus greffés, récupérés apres
rejet, des études ont pu montrer dans un premier temps la présence de GC au sein du greffon
(Thaunat et al., 2005) mais également que les anticorps générés localement se trouvaient étre
différents des anticorps retrouvés en périphérie (Thaunat et al., 2010) indiquant la génération
locale d’une réponse spécifiquement dirigée contre le greffon. De la méme manicre, Huibers et
ses collaborareurs ont pu retrouver des OLT a proximité des lésions vasculaires responsables
du rejet de I’organe dans le contexte de greffes cardiaques (Huibers et al., 2015). D’un point
de vue plus fonctionnel et convainquant, chez la souris, des greffes cutanées contenant des OLT
(en raison de I’expression de lymphotoxine), sont rejetées alors que les transplants ne contenant
pas d’OLT sont acceptés ; de plus, ce rejet survient méme en 1’absence d’OLS, montrant a

nouveau un role non négligeable des OLT dans ce processus (Nasr et al., 2007).

2.Tolérance de greffe et OLT, un role insoupconné.

Il faut mentionner qu’un certain biais existe dans ces études, puisque la plupart ont été
effectuées sur des organes collectés suite a leur rejet chez I’hote. 11 a pourtant été rapporté que
parfois les OLT pourraient, comme dans le cas de certaines tumeurs, favoriser un
environnement tolérogene, qui dans le cas des greffons, se trouverait bénéfique. Certains ont

pu noter que la présence d’iBALT dans le tissu pulmonaire de patients ayant subi une greffe du
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poumon était associé a une réponse n’ayant quasiment aucune conséquence clinique, si ce n’est
une tres faible réponse aigué€ et qu’il n’y avait aucun signe de rejet chronique (Hasegawa et al.,
1999). Ils en ont alors conclu que la présence de ce tissu lymphoide était au contraire le reflet
d’une bonne acceptation du greffon. La réciproque se trouve également vraie puisque dans
certains cas, le rejet de tissu pulmonaire greffé est associé a une diminution du tissu lymphoide
pulmonaire (Hruban ef al., 1988). Chez la souris, I’utilisation de traitements
immunosuppresseurs afin de favoriser la tolérance du greffon est associée au développement
d’iBALT lorsque les greffons sont tolérés sur le long terme (Li et al., 2012). 11 est de plus
intéressant de noter que ces structures lymphoides sont alors enrichies en lymphocytes Treg ce
qui, comme dans le cas de certains cancers, expliquerait pourquoi ces OLT favoriseraient la
tolérance du greffon. Pour aller plus loin dans le mécanisme mis en cause, Brown et ses
collaborateurs ont montré que dans le cas d’une transplantation rénale chez la souris, il y avait
formation d’OLT contenant des LT, LB, DC et des Treg et que, plus important encore, les DC
¢taient capables de présenter des peptides antigéniques dérivés du donneur permettant d’induire
une tolérance vis-a-vis du tissu greffé¢ (Brown et al., 2011). Enfin, toujours dans un mode¢le de
greffe rénale, la déplétion des Treg a pour effet une dissociation des OLT et mene a une forte
infiltration de LT dans les reins et a un rejet aigu du greffon (Miyajima et al., 2011). Il semble
donc que comme dans les deux contextes pathologiques abordés précédemment, les OLT jouent
un role actif lors d’une greffe de tissu/d’organe mais que contrairement aux infections ou
cancers, il n’y ait pas un role majoritairement bénéfique ou délétére. Ce que 1’on peut en
revanche conclure de fagon claire c’est que peu importe le type de réponse engendrée, les OLT
vont permettre d’amplifier localement cette derniére et donc favoriser le rejet ou la tolérance
du greffon selon le cas considéré. Il sera donc intéressant de comprendre pourquoi et comment
ces structures favorisent un scénario ou I’autre, et s’il pourrait exister une manicre de favoriser

la tolérance plutdt que le rejet.

D) Auto-immunité, inflammation et organes lymphoides tertiaires.

Le dernier contexte a aborder est celui des maladies auto-immunes et inflammatoires.
Que ce soit dans le cas de maladies spécifiques d’organes (diabéte de type 1) ou de pathologies
systémiques mais ciblant particuliérement certains organes (syndrome de Sjogren), des OLT
peuvent se former. La présence de ces structures a pu étre largement décrite que ce soit dans
des modeles murins ou chez les patients souffrant de ’'une ou I’autre de ces pathologies. Il est
tout de méme important de souligner que la présence des OLT est fortement variable selon la

pathologie considérée, on peut les retrouver chez quasiment la totalité des patients souffrant de
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thyroidites auto-immunes tandis qu’ils sont rarement observés chez les patients atteints de
myosite (Salajegheh et al., 2010). A noter que le cas du lupus ne sera pas abordé¢ ici puisque

discuté dans le chapitre suivant.

1.Dans quelles pathologies auto-immunes retrouve-t-on les OLT ?

Des OLT ont été retrouvés dans le cas de la PR, premiére pathologie auto-immune ou
des OLT ont pu étre décrits (Schroder et al., 1996), depuis lors, ces observations ont pu étre
confirmées de nombreuses fois. Chez les patients atteints de PR, ils se forment majoritairement
au niveau du tissu synovial et participer a la détérioration du cartilage et des os, mais ils sont
¢galement observables dans les poumons ou encore la moelle osseuse (Bugatti et al., 2005 ;
Rangel-Moreno et al., 2006). Ils sont localisés principalement autour des vaisseaux sanguins
et contiennent des LT et LB, et selon le nombre de ces infiltrats, un score allant de 1 a 3 pourra
étre établi en fonction des couches cellulaires agrégées autour du vaisseau (Yanni et al., 1992).
Ces OLT sont retrouvés chez environ 40% des patients souffrant de PR et peuvent parfois étre
associés a une plus forte concentration d’anticorps anti-peptides citrullinés, de cytokines
inflammatoires et a une plus forte érosion (Xu et al., 2009). Une autre pathologie auto-immune
dans laquelle les OLT ont été étudiés est le syndrome de Sjogren. Ils sont retrouvés dans les
glandes salivaires de 30 a 40% des patients et se forment majoritairement autour des canaux
excréteurs formés par D’épithélium salivaire (Barone ef al., 2005). Ils présentent une
ségrégation des LT et LB, contiennent des FDC ainsi que des GC et des plasmocytes. Ils sont
associés a des taux élevés d’auto-anticorps circulants caractéristiques de la pathologie et a
diverses manifestations systémiques (Risselada et al., 2013 ; Salomonsson et al., 2003). De
plus, de maniere intéressante, la présence d’OLT semble étre un facteur hautement prédictif de
la survenue d’un lymphome et leur présence est associée a un risque 16 fois plus élevé de
développer cette pathologie (Theander et al., 2011). En revanche, dans le cas de myosites, bien
que retrouvé chez environ 20% des patients jeunes (Lopez De Padilla et al., 2009), on ne les
retrouve que chez une minorité de patients adultes (Salajegheh et al., 2010). Cependant dans
le cas de cette pathologie, les OLT retrouvés ne semblent pas présenter une organisation en
follicule B/GC bien que présentant des signes d’activité caractéristique du GC (Salajegheh et
al., 2010). On peut également retrouver des OLT dans des cas de thyroidites auto-immunes,
notamment la maladie d’Hashimoto au cours de laquelle 100% des patients présentent des OLT
au sein du tissu thyroidien (Armengol ef al., 2001). Pour terminer les exemples de maladies
auto-immunes, des OLT ont été détectés également dans des cas de sclérose en plaque (Serafini

et al., 2004), chez les patients atteint de la maladie de Takayasu a un stade sévére (Clement et
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al., 2016) et dans le cas d’une inflammation de 1’orbite lors de la maladie de Grave ou
I’infiltration correle avec I’activit¢ de la maladie (Rotondo Dottore ef al., 2018). Non
seulement les maladies auto-immunes, mais également certaines maladies inflammatoires
présentent une formation d’OLT. On peut ainsi les observer dans le cas de 1’athérosclérose ou
I’on pense qu’ils participent a la génération d’une réponse humorale locale (Houtkamp etz al.,
2001), dans la colite ulcérante ou ils vont médier le recrutement de LT naifs via CCL21
(Weninger et al., 2003), et plus récemment dans les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin avec des HEV permettant le recrutement des LT (Horjus Talabur Horje et al., 2017)

ainsi que dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose (Regard et al., 2018).

2. Participation des OLT a la détérioration de I’organe/du tissu.

Une grande majorité de ces maladies sont médiées par les anticorps et les OLT contenant
des GC pourraient alors promouvoir localement la génération d’auto-anticorps de forte affinité
qui seront a proximité de leur cible. Les LB ou les tissus provenant de biopsies de patients
présentant une PR ou un syndrome de Sjogren ont permis de mettre en évidence I’existence de
mécanismes d’hypermutation somatique, indiquant que le processus de maturation d’affinité a
pu se mettre en place localement (Scheel ez al., 2011 ; Stott et al., 1998). 11 est d’ailleurs
intéressant de noter que les biopsies synoviales de patients présentant des OLT sont enrichies
en anticorps reconnaissant des peptides citrullinés (Rosengren et al., 2008). De plus, la greffe
de ces OLT chez des souris humanisées aboutit a la présence d’anticorps anti peptides citrullinés
dans la circulation ayant de surcroit subi le processus de commutation de classe (Humby et al.,
2009). De plus, les synoviocytes de patients arthritiques produisent des quantités importantes
de la cytokine BAFF dont il a été montré qu’elle favorise la survie des plasmocytes générés au
niveau des OLT synoviaux (Humby et al., 2009). Concernant le diabéte de type I, I’analyse des
OLT présents dans le pancréas de souris NOD a permis de mettre en évidence une expression
de I’enzyme AID et la présence de plasmocytes sécrétant des anticorps reconnaissant I’insuline,
pouvant donc participer a la détérioration du tissu pancréatique (Astorri et al., 2010). L’¢étude
des OLT dans la thyroide a pu montrer quant a elle une fixation de la thyroperoxidase et de la
thyroglobuline dans les OLT ; de plus une analyse plus poussée de ces structures a montré
I’existence d’une ZC et d’une ZS, de cellules en prolifération et en apoptose et 1’expression
d’enzymes impliquées dans le réarrangement des génes codant pour les immunoglobulines. I1
y aurait donc ici aussi, une réponse locale dirigée contre des auto-antigénes (Armengol et al.,
2001). En ce qui concerne le syndrome de Sjogren, la présence de ’enzyme AID a été¢ mise en

évidence spécifiquement dans les tissus salivaires présentant des OLT (Bombardieri et al.,
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2007). 11 semble d’ailleurs que les GC présents dans les OLT chez les patients atteints de ce
syndrome contiennent des cellules autoréactives, indiquant peut-étre une incapacité de ces
structures a les exclure (Le Pottier et al., 2009). De plus, I'utilisation d’une protéine de fusion
(fusion du récepteur LTPR avec une immunoglobuline) permettant de bloquer la lymphotoxine
est capable de supprimer les OLT au niveau des glandes lacrymales, conduisant a une
amélioration du flux lacrymal (Fava et al., 2011). Enfin, la formation d’OLT chez une souris
saine est suffisante pour induire un dysfonctionnement de I’organe, tel que cela a été décrit par
I’induction d’OLT dans les glandes salivaires et leur impact sur le flux salivaire (Bombardieri
et al., 2012). Dans le cas de la sclérose en plaques, la suppression des OLT chez un modéle
murin réduit les symptomes de la maladie (Columba-Cabezas et al., 2006). Enfin, un résultat
fort intéressant vient de 1’étude de patients présentant une mucoviscidose. Ces derniers sont
souvent traités avec du rituximab, cependant certains LB ne sont pas déplétés par le traitement
et se trouvent tous étre localisés dans les OLT pulmonaires (Regard et al., 2018). 1l apparait
donc important de tenir compte de la présence possible d’OLT lors de thérapies de ce type,
puisqu’ils semblent pouvoir servir de niche et permettre a des cellules de survivre au traitement.

Pour conclure, les OLT sont observés dans de nombreuses situations pathologiques
incluant infections, cancer, greffe ou maladies auto-immunes. Ils sont capables d’exercer de
nombreux roles suivant la pathologie et la localisation concernée mais vont, dans tous les cas,
permettre une amplification de la réponse locale, que cette dernicre soit bénéfique ou délétere

pour I’hote.

V-Lupus. organes lvmphoides tertiaires et objectifs de I’étude.

Le lupus, précédemment décrit dans cette introduction est une maladie auto-immune
systémique affectant de nombreux organes. L’une des atteintes emblématiques de cette maladie
est la néphrite lupique dont la physiopathologie a été depuis longtemps étudiée.

On sait aujourd’hui que la glomérulonéphrite lupique est causée par le dépdt d’auto-
anticorps ou de complexes immuns, et I’infiltration de cellules immunitaires. L’infiltrat de
leucocytes n’est cependant pas exclusif au compartiment glomérulaire ; il existe également au
niveau de la zone tubulo-interstitielle et représente le principal critére afin d’évaluer
I’inflammation de ce compartiment. De nombreux travaux ont porté sur le blocage de cette
infiltration cellulaire afin de tenter de prévenir la néphrite lupique ou de la traiter (Anders et
al., 2006 ; Liao et al., 2016 ; Teramoto et al., 2008 ; Vielhauer ef al., 2002 ; Zoja et al.,
1997). Dans ce cadre, I'utilisation de composés capables de bloquer des chimiokines impliquées

dans le recrutement des cellules immunitaires (ou leur récepteur) a été envisagée et démontre

[129]



une efficacité dans le cadre de la pathologie rénale lupique (Bignon et al., 2014 ; Devarapu et
al., 2016).

L’inflammation se produisant au niveau du rein au cours du lupus étant chronique, on
peut envisager que les infiltrats immunitaires retrouvés dans les reins s’organisent en OLT
comme c’est le cas dans d’autres pathologies auto-immunes systémiques telles que le syndrome
de Sjogren ou la PR (Bombardieri ef al., 2007 ; Humby et al., 2009). De plus, la génération
de GC et/ou de plasmocytes directement au niveau du rein pourrait faciliter le dépdot d’auto-
anticorps pathogénes dans les glomérules et activement participer au développement de la
néphrite lupique. La présence d’OLT dans le cadre du lupus a été décrite chez un modéle murin
induit par I’injection intrapéritonéale de pristane (Nacionales et al., 2009). Il se forme dans le
péritoine de ces animaux, des granulomes adoptant une morphologie d’OLT et présentant une
expression de I’enzyme AID et des signes de commutation de classe. Les anticorps ainsi générés
localement sont capables de lier des auto-antigénes tels que les RNP, suggérant un role actif de
ces OLT dans la pathologie. Cependant, cette étude a été réalisée sur un modele induit de lupus
et ne s’est intéressée qu’au péritoine des souris. Au niveau du rein, des travaux réalisés chez
I’Homme ont permis de montrer la présence d’OLT d’une part, et de TFH en interaction avec
des LB d’autre part (Chang et al., 2011 ; Liarski ef al., 2014). La premicre étude a montré que
des agrégats de LT et LB étaient présents chez la moitié des patients atteints de néphrite lupique
mais que seule une faible proportion (6% des patients) présentait des OLT hautement organisés
(Chang et al., 2011). En revanche, ces structures étaient retrouvées chez les patients présentant
une atteinte rénale plus sévere, et chacune d’entre elles présentait des signes de commutation
de classe et d’hypermutation somatique, indiquant la présence de GC fonctionnels. Le travail
plus récent de Liarski et ses collaborateurs a pu mettre en évidence par des techniques avancées
d’imagerie, des TFH a proximité de LB dans le tissu rénal de patients lupiques, suggérant une
interaction locale entre ces cellules potentiellement révélatrice de la présence d’un GC (Liarski
etal.,2014). De plus, des OLT ont été observés chez les patients atteints de néphrite a IgA (Pei
et al., 2014). Toutes ces ¢tudes indiquent donc I’implication potentielle du processus de
néogenese lymphoide dans le développement de la néphrite lupique.

Au sein de notre laboratoire (Lacotte et al., 2010), il a ét¢ montré pour la premicre fois,
que des plasmocytes sécrétant des auto-anticorps sont présents dans les reins des souris NZB/W,
un modele spontané de lupus. Ce résultat a ét¢ confirmé par Espeli et ses collaborateurs (Espeli
et al., 2011). La localisation rénale de ces cellules peut s’expliquer par leur migration dans le
tissu enflammé ou par leur différenciation au sein d’OLT. La premiére hypothése a tout d’abord

¢été envisagée et nous avons pu montrer que la présence de certains de ces plasmocytes pouvait
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étre due a I’expression du récepteur CXCR3 a leur surface et a 1’expression rénale des trois
ligands correspondants, CXCL9, 10 et 11 (Lacotte et al., 2013). Toutefois, la premicre
hypothése n’était pas exclusive de la seconde, trés alléchante. C’est pourquoi nous avons
entrepris de déterminer si des OLT étaient présents dans les reins des souris lupiques NZB/W

et d’en réaliser une analyse phénotypique et fonctionnelle poussée.

Dans ce contexte, les objectifs de mon travail de thése ont été les suivants :

1) Poursuivre la caractérisation des OLT rénaux chez les souris lupiques NZB/W (travail
initié en collaboration avec Carole LE COZ précédemment en thése au laboratoire)
(Chapitres 1 et 3)

2) Comprendre les mécanismes responsables de la formation de ces OLT afin de concevoir

de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant ces structures (Chapitres 2 et 3).
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Reésultats






Chapitre 1 : Mise en évidence de la présence d’OLT fonctionnels

dans les reins de souris lupiques NZB/W

I-Avant-propos.

Le lupus est une maladie auto-immune systémique affectant de nombreux organes et se
caractérisant notamment par la production d’auto-anticorps réagissant contre des composants
nucléaires tels que I’ADNdb, les RNP ou encore la chromatine. Parmi les différentes atteintes
observables au cours de cette maladie, la néphrite lupique représente I’atteinte la plus grave car
pouvant mener a la nécessité d’une greffe rénale voire au déces des patients en cas d’échec
thérapeutique. Elle se caractérise par une atteinte des compartiments glomérulaires et tubulo-
interstitiels au sein desquels il est possible d’observer a la fois un dépot d’auto-anticorps/de
complexes immuns et une infiltration leucocytaire.

Les auto-anticorps générés lors de la maladie lupique sont le fruit de diverses
prédispositions génétiques et facteurs environnementaux intervenant au niveau de la clairance
des corps apoptotiques, de la reconnaissance des acides nucléiques par I’immunité innée et de
’activation du systeme immunitaire adaptatif. La combinaison de ces défauts va engendrer des
déficiences de tolérance centrale ainsi que périphérique et permettra non seulement la
génération de lymphocytes autoréactifs mais également leur accés aux GC, menant a la
production d’auto-anticorps pathogénes de forte affinité.

Dans le cas de certaines maladies auto-immunes systémiques (PR, syndrome de
Sjogren...) ainsi que spécifiques d’organes (diabéte de type I, thyroidite d’Hashimoto...), il est
possible d’observer la formation d’infiltrats immunitaires contenant des GC et localisés au sein
méme des organes cibles de la pathologie considérée. On parle alors d’OLT du fait de la forte
ressemblance avec les OLS mais du caractére ectopique de ces structures. Elles ont d’ores et
déja été décrites comme capables de participer a la génération locale d’auto-anticorps et a la
mise en place de réponses délétéres pour I’organe/le tissu considéré comme par exemple dans
le cadre de la PR (Humby et al., 2009).

Concernant le lupus, notre équipe a mis en évidence la présence de plasmocytes
sécrétant des auto-anticorps dans les reins d’un modele murin spontané de lupus : la souris
NZB/W (Lacotte et al., 2010). La présence de ces cellules pouvait alors s’expliquer par leur
migration au sein des reins enflammés ou leur génération locale au sein d’OLT. Certains
plasmocytes expriment effectivement le récepteur CXCR3, ce qui leur permet de migrer dans
les reins en réponse aux chimiokines inflammatoires CXCL9, CXCL10 et CXCL11(Lacotte et

al., 2013). Cependant, une partie des plasmocytes n’exprime pas le dit récepteur, nous amenant
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ainsi a considérer I’hypotheése d’une génération locale. Le but de la présente étude a donc été
de déterminer si des OLT étaient présents dans les reins de souris NZB/W malades et si ces

structures étaient fonctionnelles.
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INTRODUCTION

Kidney failure may be induced by immune disorders, including systemic autoimmune
diseases (Kurts et al., 2013). Systemic lupus erythematosus (SLE) is one of these diseases in
which the immune system initiates and maintains renal injury mainly through an antibody-
mediated mechanism. Indeed, production of high-affinity class-switched (mainly anti-nuclear)
autoantibodies is a hallmark of SLE (Detanico et al., 2013; Muller et al., 2008). Autoantibodies
have been shown to deposit in the kidneys either through recognition of their cognate
autoantigen (such as apoptotic chromatin fragments present in the glomeruli; Kalaaji et al.,
2007) or through cross-recognition of constitutive glomerular components (e.g. a-actinin or
annexin Il recognized by anti-DNA autoantibodies (Deocharan et al., 2002; Yung et al., 2010).
It has also been proposed that already formed circulating immune complexes bind to
components of the glomerular basement membrane (Licht e al., 2001). Recently, we and others
have described a complementary pathway based on the local production of autoantibodies by
autoreactive plasma cells present in the kidneys of lupus mice (Lacotte et al., 2010; Starke et
al,2011). We have proposed that these plasma cells originate from secondary lymphoid organs
and may have migrated toward inflamed kidneys through a CXCR3-mediated mechanism
(Lacotte ef al., 2013). However, another exciting non-exclusive possibility would be that they
have been generated locally within productive ectopic lymphoid infiltrates called tertiary
lymphoid structures (TLS).

TLS originate from what is called "lymphoid neogenesis". They are defined as
organized aggregates of lymphoid cells in non-lymphoid tissues and histologically resemble the
follicular compartments of secondary lymphoid organs. Fundamental characteristics of such
structures include compartmentalized B and T cell areas, presence of follicular dendritic (FDC)
networks and formation of high endothelial venules (HEV) (Carragher et al., 2008; Pitzalis et
al., 2014). They have been observed in chronic inflammatory situations of autoimmune,
infectious, cancer and transplant rejection origin. During infection, they participate to anti-
pathogen protective immunity and are preferentially localized at permissive mucosal sites such
as in the lungs where iBALT (inducible Bronchus Associated Lymphoid Tissue) form upon
Influenza virus or Mycobacterium Tuberculosis infection (Moyron-Quinoz et al., 2004;
GeurtsvanKessel et al., 2009; Ulrichs et al., 2004 Khader et al., 2009; Slight et al., 2013). Their
contribution to cancer diseases has been shown to vary considerably but they have been
described in many tumors such as colon and breast cancers, where tumor-associated TLS
contribute to anti-tumor immune responses and their presence correlates with a better prognosis

(Coppola et al.,2011; Gu-Trantien et al., 2013; Silina et al., 2018; Weinstein et al., 2017; Dieu-
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Nosjean et al., 2016). Although in those conditions, TLS mainly exert protective functions,
their role in transplantation and autoimmunity is most often considered harmful. Indeed,
excessive immune responses that occur in TLS participate to allograft rejection and such
structures have been evidenced in almost all types of rejected human grafts among which
kidneys (Thaunat ef al., 2010). In autoimmunity, it has been suggested that patients who harbor
TLS in inflamed tissues poorly respond to standard therapy, due to the role that TLS play in the
amplification and perpetuation of inflammatory and autoimmune mechanisms (Pipi e al., 2018;
Cafiete et al., 2009). TLS have been described in several target tissues depending on the
considered disease, e.g, the pancreas in diabetes (Astorri et al., 2010), the synovial tissue in
rheumatoid arthritis (Humby et al., 2009), or the salivary glands in Sjogren's Syndrome
(Bombardieri et al., 2007). The existence of TLS in SLE has been rather scarcely studied.
Reeves's group has developed a mouse model, which develops peritoneal lipogranulomas
(corresponding to TLS) and some lupus-like symptoms upon pristane injection (Nacionales et
al., 2006). Although artificially induced, these TLS are morphologically similar to secondary
lymphoid tissues and display characteristics of germinal center reactions (e.g. cell proliferation,
activation-induced deaminase (AID) expression, class-switch and local B cell affinity
maturation) (Nacionales et al., 2009). Their capacity to serve as reservoir of autoreactive plasma
cells has also been suggested (Weinstein ez al., 2013). In humans, Clark and collaborators have
described three patterns of tubulointerstitial infiltrates in the kidneys of SLE patients with
tubulointerstitial inflammation, going from diffuse scattered lymphocytic infiltration, through
T/B aggregates, to germinal centers (characterized by the spatial cellular organisation and FDC)
(Chang et al., 2011). The same group further developed confocal microscopy-associated
computational tools that allowed to perform accurate cell distance mapping and to demonstrate
that functional follicular helper T cells (Tru) can engage in cognate interactions with B cells in
inflamed human renal tissue (among which patients with lupus nephritis) (Liarski ez al., 2014).
Recently, mesenchymal stem cells and BAFF have been proposed as two elements being
involved in TLS formation in a spontaneous and in an autoantibody-induced nephritis model
respectively (Dorraji et al., 2018; Kang et al., 2017).

Although, based on these studies, the existence of TLS in inflamed lupus kidneys is
classically admitted, till now no thorough characterization was provided. Here, we
unambiguously demonstrate that leukocytes infiltrate kidneys along with disease progression
and that these infiltrates become fully organized lymphoid organs containing all the stromal

and immune partners that allow them to generate productive (auto)immune responses.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Female BALB/c and (NZBxNZW)F1 mice (referred as NZB/W) were purchased from Harlan
(Gannat, France) and maintained in our animal facilities (approved by French Veterinary
Services, #G67-482-2). Proteinuria was evaluated in fresh urine using a colorimetric assay for
albumin (Albustix, Bayer Diagnostics, Basingstoke, U.K.). All experiments were carried out in
conformity with the 2010/63/UE European animal bioethics legislation (French decree #2013-
118 - 1°" February 2013) and were approved by the Regional Ethics Committee of Strasbourg
(CREMEAS) and by the French Ministry of Higher Education and Research.

Leukocyte isolation from kidneys, spleen and lymph nodes

Previously described methods for leukocyte isolation from murine kidneys were used (Ascon
et al., 2008). In brief, kidneys were finely cut and digested for 30min at 37°C with 0.5mg/mL
collagenase D (Roche, Mannheim, Germany) and 0.05 mg/mL DNase I (Roche) in complete
RPMI 1640 medium supplemented with 10% (v/v) FCS (Dutscher, Brumath, France), 10ug/mL
gentamycin (Lonza, Basel, Switzerland), 10mM HEPES (Lonza), and 0.05mM J-
mercaptoethanol (Life Technologies, Carlsbad, USA). Tissue homogenates were sequentially
filtered through 100-, 70- and 40-um nylon meshes and washed with complete RPMI medium.
Leucocytes were then isolated using a 72/36% discontinuous Percoll gradient (Sigma-Aldrich,
St-Louis, USA) and centrifugation (30min, 400g). The leukocyte-enriched cell suspension was
harvested from the Percoll interface; in some experiments, leucocytes were further purified
using a mouse CD45 MicroBeads Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). In the
case of spleen and lymph nodes, cell suspensions were obtained using standard procedures and
erythrocytes were lysed using a hypotonic ammonium chloride solution. Cell viability was

assessed by Trypan blue staining (Lonza) before flow cytometry analysis was performed.

Flow cytometry

Cells isolated from various tissues (spleen, lymph nodes and kidneys) were surface-stained with
fluorescently-labeled monoclonal antibodies as summarized in Table 1. Regarding BCLG6,
STATS3, Ki67 and Foxp3 intracellular staining, cells were fixed and successively permeabilized
with BD Cytofix/Cytoperm™ and BD Cytoperm Permeabilization Buffer Plus™ according to
recommended instructions (BD Biosciences, San Jose, USA). All cells were incubated first with
rat anti-mouse CD16/CD32 monoclonal antibody (2.4G2, BD Biosciences) to block Fcy

receptors. Data were collected using a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton,
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USA) and were analyzed using the FlowJo software (Tree Star, Ashland, USA). Scatter gates
were set to include the viable lymphocyte population and 100,000-1,000,000 events were

collected for each sample.

B cell isolation from kidneys, plasma cell differentiation and auto-antibody secretion

Total leucocytes were isolated from kidneys as described above. Cells were labelled with anti-
CD45 and anti-CD19 antibodies prior to cell sorting (FACS Aria Fusion, BD Biosciences).
Isolated B cells were cultured for 3 days with RPMI medium or with RPMI containing anti-
CD40 (clone HM40-3, 1ug/mL) and recombinant mouse IL21 (10ng/mL). Cells were then
stained and analyzed by flow cytometry to assess plasma cell differentiation, and culture

supernatants were tested by ELISA for anti-chromatin IgG as previously described (Lacotte et

al., 2010).

Fluorescence microscopy and quantification of kidney infiltrates

Kidneys were frozen in Tissue-Tek® O.C.T™ Compound (Sakura, Alphen aan den Rijn,
Netherlands) and 7um-sections were prepared. They were then mounted on SuperFrost™ Plus
glass slides (Thermo Scientific, Waltham, USA), fixed in cold acetone for 20 min, air dried,
and washed in Tris Buffered Saline (TBS). Endogenous biotins were neutralized using an
"Endogenous Biotin-Blocking Kit" according to recommended instructions (Life
Technologies) and non-specific antibody binding was avoided using Blocking Reagent™
(Perkin Elmer, Waltham, USA). Sections were then incubated overnight with specific
antibodies at 4°C, and when necessary, with secondary detection antibodies for 2h at room
temperature (see Table 1). After fixation with paraformaldehyde 4% (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, USA) for 20 min, slides were then stained with DAPI (100ng/ml, Sigma)
for 10 min at room temperature and mounted with fluorescent mounting medium (DAKO,
Glostrup, Denmark). All stainings were performed according to standard procedures except for
the anti-CD35 staining for which an amplification method was used ("TSA kit", Tyramide
Signal Amplification Fluorescent System, Perkin Elmer). Mosaic images were acquired with a
20x objective on a Zeiss LSM 780 Axio Observer confocal microscope driven by the ZEN
software. All quantitative analyses were performed on at least 3 sections and 10 infiltrates.
Stitching of images and quantification of infiltrate area was performed using the Imagel

software and the Stitching plugin (Preibisch et al., 2009).
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Immunohistochemistry

Acetone-fixed frozen sections were treated with blocking solution (BLOXALL Endogenous
Peroxidase and Alkaline Phosphatase Blocking Solution, Vector laboratories, Burlingame,
USA) to neutralize endogen phosphatases, and were further processed as described above for
fluorescence microscopy except that alkaline phosphatase-coupled antibodies were used.
Detection was performed using InmPACT Vector Red Alkaline Phosphatase (AP) Substrate
(Vector) and counterstained with Methyl green (Vector) before mounting the slides with a
hydrophobic mounting medium (Eukitt®, Sigma-Aldrich).

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was prepared from frozen-crushed kidney powder using RLT Reagent (Qiagen,
Germantown, MD) and purified using RNeasyH Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. cDNA was synthetized by extension of oligo(dT) with ImProm-
IITM reverse transcriptase (Promega, Fitchburg, WI).

qPCR

The relative amount of each transcript was normalized against the mean expression of two
housekeeping genes, namely glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and (-
actin. Primer sequences (forward/reverse) for B-actin, GAPDH, CCL19, and CXCL13 were
designed with the Primer-BLAST software: forward 5’-CACTGTCGAGTCGCGTCCA-3’ and
reverse 5’-CATCCATGGCGAACTGGTGG-3’ for actin; forward 5’-
CCCTTAAGAGGGATGCTGCC-3’ and reverse 5’-TACGGCCAAATCCGTTCACA-3’ for
GAPDH; forward 5’-CTGCCTCAGATTATCTGCCAT-3’ and reverse 5°-
TCATTAGCACCCCCCAGAGT-3’ for CCL19; forward 5’-
GTATTCTGGAAGCCCATTACAC-3’ and reverse 5’-CATTTGGCACGAGGATTCACAC-
3’ for CXCL13. All amplification reactions were performed in a total volume of 25 pul using a
StepOnePlus TM thermocycler (Applied Biosystems, Carlsbad, California) with RT> SYBR
Green ROX qPCR Mastermix (Qiagen). Data were analyzed using the software tool REST and
the AACT method was used to calculate fold changes.

Statistical analysis
Data are shown as mean + SEM. Statistical significance was assessed using a Mann-Whitney
U test (Prism version 5.0; GraphPad Software). Statistical significance is indicated as follows

in the figures: ***p<0.001; **p<0.005; *p< 0.05; and ns, not significant (p>0.05).
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RESULTS

Numerous leukocyte infiltrates develop in the kidneys of NZB/W mice along with age and
disease progression.

Frozen kidney sections from NZB/W mice of various ages were stained for CD45.2 in order to
visualize leukocyte infiltrates and to determine their location, number and size by confocal
microscopy. As shown in Figure 1A, some leucocyte infiltrates are present in NZB/W kidneys
and harbor a tubulointerstitial localization (green, Figure 1A and 1B), as evidenced by the tissue
architecture as well as C3 staining of immune complex deposits in glomeruli (Figure 1B). These
infiltrates are organized around the interlobar and arcuate arteries and veins. In sections that
cross the kidney hilum, central infiltrates are also visible, surrounding the papilla. In contrast,
no CD45.2" infiltrates (or one per section maximum) are present in the kidneys of healthy
control BALB/c mice, whatever their age (Figure 1A). Average numbers of cortical infiltrates
per tissue section statistically increase as the NZB/W mice get older and develop the lupus
disease. The mean number of infiltrates were < 1 in mice younger than 20 weeks vs n = 2.5 in
24-27 week-old mice vs n = 7.5 in 30 or more week-old mice (Figure 1C). Not only the number
but also the size of the infiltrates increases with age and disease progression as shown by the
representative picture of one infiltrate per age group (Figure 1D). Together, the observed
increased number and individual size leads to a larger kidney section surface occupied by

leukocyte infiltrates in diseased compared to young NZB/W mice (Figure 1E).

Leukocyte composition and organization of kidney infiltrates.

In order to define which immune cell subsets are present within the infiltrates, leucocytes were
isolated from kidneys and analyzed by FACS. Figure 2A shows that their distribution
resembles, both qualitatively and quantitatively, what is observed in lymph nodes, with a
majority of T cells (around 60%, mainly CD4" T cells) and approximately 15% of B
lymphocytes and 25% of cells from the myeloid lineage (CD11b"). According to confocal
microscopy images, the latter seem to be randomly dispersed within the infiltrate, contrarily to
B220" B and CD4" T lymphocytes, which are localized in specific areas (Figure 2B and 2C).
As in secondary lymphoid organs, T and B cells segregate and the percentage of infiltrates
harboring T/B segregation gets higher with age and disease development (60% in diseased
>30week-old vs 20% in 24-27 week-old vs 0% in NZB/W mice younger than 20 weeks),

indicating progression in the organization degree of the infiltrates (Figure 2C).
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Kidney infiltrates contain a functional stromal compartment.

Next to leukocytes, the architecture and function of secondary lymphoid organs rely on the
presence of fibroblastic and endothelial stromal cells. We analyzed the NZB/W kidney
infiltrates for the presence of the main stromal cell subsets, i.e. follicular dendritic cells (FDC),
follicular reticular cells (FRC), and blood and lymphatic endothelial cells (BEC and LEC).
Islets of CD35" FDC were detected in the infiltrates from lupus mice from the age of 25 weeks
on average and the number of FDC-containing infiltrates (at least one islet present) increases
with age and disease progression (Figure 3A). Other members of the stromal compartment were
detected thanks to immunoenzymatic and immunofluorescence stainings performed on kidney
sections from diseased NZB/W mice (> 30 wk-old and proteinuria-positive). Podoplanin
staining highlights a very-well defined network of FRC as well as lymphatic vessel-forming
lymphatic cells. The latter also stain for Lyvel (Figure 3B and 3E). Very interestingly,
tubulointerstitial infiltrates organize around a CD31" blood vessel (Figure 3D), whereas high
endothelial venules (CD31"PNAd") are observed almost exclusively in the central infiltrate
(Figure 3C). These specialized venules most often localize at the border of the infiltrate (Figure
3B and 3C) and likely allow the extravasation and entry of naive lymphocytes similarly to
lymph nodes HEV. In summary, a complete stromal compartment is detected in the inflamed
kidney infiltrates, which are thus structured, irrigated, and likely involved in immune reactions
through the recruitment of immune cells (vessels) and GC reactions (FDC). Stromal cells are
indeed deeply involved in the organization of lymphoid organs through the secretion of
homeostatic chemokines that attract and position immune cells. As such, the three key
chemokines CCL19 and CXCL13 are produced by FRC and FDC and allow CCR7" T cell and
CXCR5" follicular B (and T) migration and positioning, respectively. We could detect
increased levels of both transcripts in the kidneys of diseased compared to young non diseased
NZB/W mice (mean fold change CCL19 = 106.4 vs 17.5, mean fold change CXCL13 =57.8 vs
3.6, when compared to control BALB/c mice, Figure 4A). CCL19 and CXCL13 production was
confirmed within the infiltrates thanks to immunoenzymatic and immunofluorescence stainings
on kidney sections (Figure 4B and 4C). CCL21, a chemokine produced by LEC and attracting
CCRT7" cells, is also detected although no expression variation was evidenced by qPCR (data
not shown). Confocal microscopy and co-localization even allowed to evidence CCL19-
producing podoplanin® FRC CXCL13-producing CD35" FDC, and CCL21-producing Lyvel™
LEC in the infiltrates (Figure 4C). This unambiguously demonstrates the functional capacity of
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the stromal compartment and strongly suggests its involvement in the recruitment of

lymphocytes and in the structural organization of the renal immune infiltrates during lupus.

Evidence of germinal center B cells.

Undoubtedly, one parameter reflecting the activity of a lymphoid organ is the presence of
germinal centers. GL7 is a classical marker of GC B cells and GL7" cells are detected in defined
areas of both tubulointerstitial and central kidney infiltrates; they are surrounded by naive IgD"
B cells (similar to the secondary lymphoid organ architectural organization). The average
number of infiltrates containing GL7" cells increase with age and disease progression (0 /13 /
29 per section in kidneys of <20/ 24-27 / > 30 week-old mice respectively) (Figure 5A). This
result was confirmed by flow cytometry. Indeed, part of the diseased NZB/W kidney-derived
B cells (6-7% of isolated leukocytes, on average) could be labeled with peanut agglutinin (PNA,
known to specifically stain GC B cells) or were GL7'CD95" (the classical GC B cell
phenotype). This percentage is similar to what is observed in the spleen of the same animals
but is approximately two-fold lower than in the lymph nodes where GC activity is stronger
(Figure 5B). Complementary evidence of the presence of GC B cells was nicely brought by the
observation of the master GC transcription factor "B cell lymphoma 6" (BCL6) expression in
some B220" B cells that constitute the kidney infiltrates (Figure 5C). Moreover, activated B
cells proliferate, especially in the GC dark zone. Analysis of B cell proliferation using the Ki67
nuclear proliferation marker, both in situ and by FACS, indicates that B220" cells actively
proliferate within renal inflammatory infiltrates in diseased lupus mice (Figure 5D and SE,
mean % of Ki67" cells = 4.1 vs 6.2 in NZB/W kidneys vs spleen respectively, vs 1.8 in spleen
from healthy BALB/c control mice). Final demonstration of active GC relies on the expression
of the AID enzyme. AID is expressed in B cells undergoing class switch recombination (CSR)
and somatic hypermutation (SHM), two processes that depend on cognate interactions with Tru
cells within GC. Figure S5F shows that AID transcripts are highly expressed in nephritic NZB/W
kidneys, indicating that the mechanisms that are essential to generate high-affinity antibodies

and memory B cell responses can occur in ectopic germinal centers in lupus kidneys.

Kidney T cells are mostly activated and contain Tru and Trr

T cells represent approximately 60% of the leukocytes infiltrating nephritic lupus kidneys,
among which two thirds are CD4" T cells (Figure 2A). We analyzed further their phenotype
and observed that, as in secondary lymphoid organs such as spleen, both naive CD62L"CD44°"
(10-20%) and effector/memory CD62L"CD44"e" (70-80%) T cells are present (Figure 6A).
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Having highlighted some GC B cells (see above), we wondered whether their main GC partner,
i.e. Tru cells, could also be detected. As shown in Figure 6B, CXCR5" PD1"e" Try cells are
indeed identified among CD4" T cells in the kidneys of diseased NZB/W mice, in similar
proportion to what is observed in the spleen and lymph nodes of cognate animals. These cells
are also visualized as BCL6'CD4" cells in infiltrates on kidney sections (Figure 6D). Finally,
we performed a detailed FACS analysis of the CXCR5" PD1M$"CD4" T cell population (as
compared to CXCR5PD1°"CD4'T cells) and we could show that in addition to CXCR5 and
PDI, they also specifically express all other classical Tru markers, i.e. the BCL6 and STAT3
transcription factors, the IL-21 receptor, as well as the co-stimulatory/co-inhibitory molecules
ICOS and BTLA (Figure 6C). Altogether, the observed phenotype unambiguously corresponds
to Tru cells. Their capacity to produce cytokines was also analyzed (Figure 6E). Quite
surprisingly, only about 5% of these cells produce the characteristic Tru cytokine, i.e. IL-21,
but half of them produce the pro-inflammatory cytokine IFNy. A small percentage of these cells
are IL-17 producers. This [FNy-oriented profile is similar to what is observed in the spleen and
also among non-Tru cells in both kidneys and spleen of diseased mice (data not shown).
Moreover, very interestingly, we demonstrate that some of the kidney Tru cells express the
Foxp3 transcription factor (Figure 6F, one fourth of the CXCR5'CD4" T cells), which strongly
suggests that Trr cells may allow to control the GC reaction in lymphoid ectopic structures as

they do in secondary lymphoid organs.

Autoreactive B cells are present in Kkidney infiltrates and can differentiate in
autoantibody-secreting cells.

Lupus is usually considered as an autoantibody-mediated disease. We previously demonstrated
the presence of IgG-producing plasma cells in the kidneys of diseased NZB/W mice, some of
them secreting autoantibodies (2REF). Here we extend these data by FACS, showing that
approximately 2% (1.5, +/- 0.2) of the leukocytes present in the kidneys of diseased NZB/W
mice are CD138"B220°" plasma cells (vs 4.7, +/- 0.5 in the spleen) (Figure 7A). Moreover,
CD138" cells localize within the leukocyte infiltrates, and more precisely close to GL7-labeled
areas, suggesting that they may have arisen from ectopic germinal centers (Figure 7B). Finally,
we sorted CD19" B cells from the perfused kidneys of diseased animals and stimulated them
with CD40 and IL-21 in order to induce their differentiation into plasma cells. Figure 7C shows
that anti-CD40/IL-21-activated B cells differentiate in CD138"B220™" cells in vitro and more

importantly, they seem to produce anti-chromatin IgG, which demonstrates that some
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autoreactive B cells are present in the kidney lymphoid infiltrates and are able to differentiate

in autoantibody-secreting cells upon T(ru)-derived signals.
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CONCLUSION - PRELIMINARY DISCUSSION

Although some elements were strongly suggesting their existence (Nacionales et al., 2009;
Liarski et al., 2014), the development of fully functional TLS has not been previously
thoroughly described in lupus. In the present study, we demonstrate that, as they develop in the
kidneys of lupus-prone NZB/W mice, inflammatory infiltrates progressively acquire all
required features to make them fully organized TLS that we can even call tertiary lymphoid
organs (TLO).

The first main TLO feature consists in the segregation between B and T cells in distinct zones,
which is linked, as in lymph nodes, to the production of homeostatic chemokines. Indeed, we
show that CCL19, CCL21 and CXCL13 are produced within the infiltrates. In particular,
CCL19 is detected in the areas where T cells are present (data not shown). In lymph nodes,
these chemokines are produced by the stromal compartment and, interestingly, we were able to
evidence the three main lymph node-associated stromal subsets in the kidney infiltrates, i.e.
FRC, LEC and BEC. These cells are not only structural organizers, they also intimately
participate to immune responses as they facilitate cell entry and antigen delivery into the
lymphoid structure thanks to the formation of a conduit network (FRC) and of lymphatic and
blood vessels (Malhotra et al., 2013). We could observe all of these structures in the renal TLO
in diseased NZB/W mice. Importantly, confocal images allowed us to identify FRC-associated
CCL19 and LEC-associated CCL21, highlighting the functional capacity of the stromal
compartment in TLO. Moreover, we were able to detect some specialized venules allowing
naive lymphocyte entry, called HEV, which is another TLO characteristics, and which
correlates with the naive CD62L" T cells and IgD" B cells we evidenced within the infiltrates.
Intriguingly, HEV were present in the central medullary infiltrate but almost absent from the
cortical tubulointerstitial ones, suggesting that mechanisms of TLO neogenesis are different.
Another key stromal element of TLO identity consists in the presence of FDC. These cells retain
immune complexes at their surface and present intact antigens for extended periods to B cells,
as such they are crucial for the GC response and the development of high affinity antibody
responses. As we show here in TLO, they also produce the homeostatic chemokine CXCL13
that attracts B cells. It has been suggested that lymph node FDC networks arise from the clonal
expansion and differentiation of marginal reticular cells (MRC), a population of lymphoid
stromal cells lining the lymph node subcapsular sinus (Jarjour et al., 2014). However, contrary
to lymph nodes, TLO are non-encapsulated and up to now, no MRC have been identified in
ectopic lymphoid structures. PDGFRB" perivascular precursors have also been proposed as the

cellular origin of lymph node FDC (Krautler et al., 2012). It would therefore be of particular
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interest to understand what is the source of FDC and of other stromal cells that form TLO.
Adipose tissue-derived cells might be a hypothesis to explore (Gil-Ortega et al., 2013).

The presence of FDC networks in TLO in lupus kidneys strongly suggests that GC responses
develop locally. Indeed, we identified GC B cells accompanied with active B cell proliferation.
The AID enzyme is also clearly expressed in the kidneys of diseased NZB/W animals, which
indicates that affinity maturation mechanisms take place. Somatic hypermutation and class-
switch recombination are the sign of ongoing GC reactions, they have been described in TLO-
like lipogranulomas induced by pristane (Nacionales et al., 2009) and in other pathological
situations where TLO develop within inflamed tissues such as salivary glands from Sjogren’s
syndrome patients (Le Pottier et al., 2009). Very interestingly and in accordance with these B
cell-related elements, we also proved that leukocyte infiltrates contain Tru cells, the third
partner of the light zone GC reaction that is mandatory for B cell selection. Thanks to cell
distance mapping, Liarski et al. (2014) previously highlighted direct interactions between B
and Tru cells in inflamed human tissues among which kidney biopsies from lupus patients,
suggesting the existence of ectopic GC. Surprisingly, only few of these Tru cells secrete IL21
but the majority are IFNy producers as previously described in iBALT following
Mycobacterium tuberculosis infection (Slight et al., 2013). Where TLO-associated Tru cells
originate from is unclear. They might differentiate locally but it is also particularly interesting
to correlate this information with our previous observation that circulating Trul cells are
decreased in active lupus patients (Le Coz et al., 2013), suggesting they may have migrated
into the target organ. We were also able to highlight the presence of the recently described Trr
subset in the kidneys of diseased lupus mice (Lintermann et al., 2011). These follicular
regulatory T cells are known to control Tru and resulting antibody responses, which suggests
that GC regulation does occur in TLO, at least to a certain extent. However, it cannot be
excluded that Trr function and or numbers may be altered in TLO as it has been suggested for
circulating cells in lupus patients (Xu et al., 2017).

The final evidence of functional TLO was brought by the generation of autoantibody-secreting
cells from B cells isolated from kidney infiltrates. We had previously shown that autoreactive
plasma cells are present in the kidneys of NZB/W mice, however some of them migrate from
secondary lymphoid organs to the kidneys, likely through the CXCR3 inflammatory pathway
(Lacotte et al., 2010 & 2013). Here, we confirm that plasma cells are present in the kidneys
within infiltrates around GC. More importantly, Tru-like signals (anti-CD40, IL21) are able to
induce the ex vivo differentiation of kidney B cells into plasma cells, some of them secreting

anti-chromatin autoantibodies that may, in vivo, participate to lupus nephritis. This is a
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supplementary clue for the involvement of TLO into the pathogenesis. Altogether, our results
give the first full and thorough description of functional TLO in kidneys during lupus disease.

Understanding their neogenesis and maintenance may bring new therapeutic avenues for lupus.
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Figure legends

Figure 1. Leukocytes infiltrate kidneys of NZB/W mice during lupus development. Frozen
kidney sections from lupus NZB/W (<20wk, n = 6; 24-27wk, n = 6; >30wk-old, n = 7) and
healthy BALB/c (>30wk-old, n = 4) mice were labeled with CD45.2-specific (green) antibodies
(A) and combined with C3-specific (red) antibodies staining glomerular antibody deposits (B).
Nuclei were stained with DAPI (blue). Entire sections were reconstituted from images using
ImagelJ software and the Stitching plugin and images of one section from one mouse of each
group are shown. (C) Numbers of infiltrates per section were evaluated (3 kidney sections per
mouse were analyzed). Each dot represents one mouse and bars correspond to the mean number
value in each group += SEM. (D) Representative images of one infiltrate for one NZB/W mouse
of each age-group are shown for comparison. The total area corresponding to CD45.2 infiltrated
cells was quantified. Each dot in the graph represents one mouse and horizontal bars correspond
to the mean percentage value = SEM in each group (n = 6 mice per group except for NZB/W
>30wk, n = 5; 3 sections per mouse were analyzed). ns: not significant, * p <0.05, ** p <0.01,

*4% p < 0.001, Mann-Whitney test. Scale bars: 500 and 50pum.

Figure 2. Composition of kidney-infiltrating CD45.2" cells. (A) Leucocytes were isolated from
the kidneys of diseased (=30wk-old, proteinuria-positive) NZB/W mice (n = 7) and analyzed
by FACS compared to spleen and lymph node-derived cells. The gating strategy (dot-plots) is
shown for one representative experiment. Mean percentages = SEM of B220" B cells, CD4"
and CD8" T cells and CD11b" myeloid cells were assessed among CD45.2" cells. (B) Frozen
kidney sections from diseased NZB/W mice were stained with DAPI (blue) and anti-CD4
(green) or anti-CD8 (purple) or anti-B220 (red) or anti-CD11b (cyan) antibodies.
Representative images of one infiltrate is shown. (C) T and B cell segregation occurs in the
infiltrates upon disease development as shown in representative images. Percentages of
infiltrates displaying distinct B and T cell zones are shown in the graph. Each dot represents
one mouse and bars correspond to the mean percentage value + SEM in each group (n = 6-8

mice/group). * p< 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, Mann-Whitney test. Scale bars: 50um.

Figure 3. Renal immune infiltrates harbor a stromal compartment. (A) Follicular dendritic cell
networks were evidenced by CD35 staining (yellow) on kidney sections. One representative
infiltrate from one NZB/W mouse of each group is shown. Nuclei were stained with DAPI

(blue). Mean percentages + SEM of infiltrates harboring CD35" networks are shown in the
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graph (6-20 infiltrates/2-5 sections analyzed per mouse per group). Each dot represents one
mouse (n = 3-8 mice/group) and bars correspond to the mean number value in each group =+
SEM. (B) Immunohistochemistry detection (magenta) of a PDPN" network and PNAd" and
Lyvel™ vessels in immune infiltrates. Representative images of CD31"PNAd" HEV (C), CD31"
blood vessels (D) and Lyvel 'PDPN" lymphatic vessels (D) in immune cell infiltrates in the
kidney of a diseased (>30wk-old, proteinuria-positive) NZB/W mouse. ns: not significant, **
p<0.01, ***p <0.001, Mann-Whitney test. Scale bars: 50um. LV, lymphatic vessel; BV blood

vessel.

Figure 4. Homeostatic chemokines structure immune infiltrates in lupus kidneys. (A) CCL19
and CXCL13 expression was analyzed by RT-qPCR in the kidneys of BALB/c (<20wk, n=3)
and NZB/W mice (<20wk, n = 14, 24-27wk, n=6 and >30wk-old, n = 7). Expression levels for
each gene were normalized against the expression level of B—actin and GAPDH. Each dot
represents one mouse and bars correspond to the mean fold change value + SEM in each group
normalized to BALB/c mice. Detection of CCL19, CXCL13 and CCL21 proteins in an immune
infiltrate (B) by immunohistochemistry (magenta) and (C) by immunofluorescence (green)
combined with podoplanin (PDPN, FRC), CD35" (FDC) or Lyvel (LEC) (all in red). Nuclei
were stained with DAPI (blue). All images are representative of immunostainings performed
on kidney sections from n = 10 diseased (>30wk-old, proteinuria-positive) mice. ns: not

significant, ** p <0.01, *** p <(0.001, Mann-Whitney test. Scale bars: 50um.

Figure 5. Multiple evidences of germinal center B cells in kidney infiltrates of lupus NZB/W
mice. (A) GL7" (green) GC B cells are surrounded by naive IgD" (red) B cells in the kidneys
of NZB/W mice. A representative infiltrate from one diseased NZB/W mouse is shown.
Percentages of infiltrates, which contain GL7" cells, in the kidneys of young (n = 6), middle-
aged (n = 8) and old diseased (n = 7) NZB/W mice, are shown in the graph. Each dot represents
one mouse and bars correspond to the mean percentage =SEM in each group (n = 10 infiltrates
analyzed per mouse per group). (B) FACS analysis of PNA"B220" and GL7'CD95"B220" GC
B cells in spleen, kidney-draining lymph nodes and kidneys from diseased (>30wk-old,
proteinuria-positive) NZB/W mice. Mean percentages + SEM are shown in the graphs (n = 4-8
mice). (C) GC B cells were also detected in renal infiltrates from diseased NZB/W mice thanks
to staining with anti-BCL6 antibodies (purple, nuclear localization) combined with anti-B220
(green) antibodies. As shown in representative images, nuclear expression of the GC-associated

transcription factor BCL6 is specifically detected (no staining with the IgG1 isotype control,
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left image). (D-E) Proliferation of B220" B cells was evidenced in the kidneys of diseased
(>30wk-old, proteinuria-positive) NZB/W mice by FACS (D) (compared to spleen from
BALB/c and NZB/W mice; results from one representative mouse out of 3 are shown, mean
percentages are indicated in the plots) and by section immunostainings (E), using the Ki67
marker. (F) AID expression was analyzed by RT-PCR in the kidneys from control BALB/c
mice (n = 3) and lupus NZB/W mice (<20wk, n = 3 and >30wk-old, n = 4). B-actin was used as
the housekeeping gene and representative cDNA gel pictures are shown. ns: not significant, *

p <0.05, ** p <0.01 Mann-Whitney test. Scale bars: 50um.

Figure 6. Tru cells are present in kidney infiltrates of diseased lupus NZB/W mice. (A) FACS
analysis of the CD4" and CD8" T cell phenotype in the spleen and kidneys of diseased (>30wk-
old, proteinuria-positive) NZB/W mice. Naive CD44°“CD62L"e" and activated/memory
CD44MehCD62LIY cells were identified. Representative FACS dot-plots from 7-10 mice. (B)
Tru cells were identified among CD4" T cells as CXCRS5"PD1"e" cells in the spleen, kidney-
draining lymph nodes and kidneys of diseased NZB/W mice. Mean percentages + SEM are
shown in the graph (n = 4 mice; each dot represents one mouse). Further analysis of the Tru
phenotype was performed as compared to non-Trn CD4" cells (C) and overlaid FACS
histograms show data representative for 3 NZB/W mice. (D) Representative section images of
Tru cells stained with CD4-specific (green) and BCL6-specific (purple) antibodies in a kidney
infiltrate from a diseased NZB/W mouse. (E) Cytokine profile of Tru cells present in the
kidneys from diseased NZB/W mice. Representative secreting Tru percentages are indicated in
the plots (gated on CXCRS5"PDI1Meh cells, representative of data obtained in 6 mice). (F)
Identification of FoxP3 regulatory T cells among Tru cells in the spleen and kidneys of diseased
NZB/W mice. Mean percentages (n = 3 mice) are indicated in the representative plots shown.

ns: not significant, Mann-Whitney test. Scale bars: 50um.

Figure 7. Autoantibody-secreting cells are generated from tertiary lymphoid structures in the
kidneys of NZB/W mice. (A) Fine localization of CD138" plasma cells within infiltrates was
evidenced by CD138 (red) staining on kidney sections from diseased NZB/W mice (n = 3,
representative images of one infiltrate). Germinal centers were identified thanks to anti-GL7
(green) antibodies and nuclei were stained with DAPI (blue). (B) Identification of
CD138'B220"" plasma cells in the spleen and kidneys from diseased (>30wk-old, proteinuria-
positive) NZB/W mice (n = 4-8). Representative FACS dot-plots are shown and average
percentages + SEM are represented in the bar graph (one dot/mouse). (C) CD45°CD19" B cells
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were isolated by FACS from the kidneys of diseased NZB/W mice (n = 3 mice) and cultured
for three days with medium alone or with agonist anti-CD40 antibodies and IL21. Identification
of differentiated CD138"B220'°" plasma cells was then performed by FACS and the secretion
of anti-chromatin IgG autoantibodies was evaluated by ELISA. Average optical densities at
450nm = SEM of one representative experiment out of 2 are represented in the graph *** p <

0.001, Mann-Whitney test. Scale bars: S0um.
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Table 1. Antibodies and reagents used for flow cytometry (FC), immunofluorescence (IF)

microscopy or immunohistochemistry

Clone Specificity Host FC-IF Source

Primary reagents

RA3-6B2 B220 rat FC-IF BD
Biosciences
K112-91 BCL6 mouse FC-IF BD
Biosciences
polyclonal BTLA goat FC R&D Systems
polyclonal CCL19 goat IF-IHC R&D Systems
polyclonal CCL21 goat IF-IHC R&D Systems
M1/70 CDI11b rat FC-IF BD
Biosciences
281.2 CD138 rat FC-IF BD
Biosciences
polyclonal CD3 rabbit IF DAKO
MEC 13.3 CD31 rat IF Biolegend
8C12 CD35 rat IF BD
Biosciences
RM4-5 CD4 rat FC-IF BD
Biosciences
M7 CD44 rat FC BD
Biosciences
30-F11 CD45 rat FC BD
Biosciences
Ly-5.2 CD45.2 mouse IF BD
Biosciences
MEL-14 CD62L rat FC BD
Biosciences
53-6.7 CD8 rat FC-IF BD
Biosciences
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JO2 CD95 hamster FC BD

Biosciences
Polyclonal CXCL13 goat IF-IHC R1D Systems
2G8 CXCRS5 rat FC-IF BD
Biosciences
FIK-16s Foxp3 rat FC eBiosciences
GL7 GL7 rat FC-IF BD
Biosciences
7E.17G9 ICOS rat FC BD
Bioscience
11-26¢.2a IgDh rat IF BD
Biosciences
XMG1.2 IFNy rat FC BD
Biosciences
TC11-18H10 IL-17A rat FC BD
Biosciences
mhalx21 IL-21 rat FC BD
Biosciences
4A9 IL-21R rat FC BD
Biosciences
ALY7 Lyvel rat IF-IHC eBioscience
29F.1A12 PD-1 rat FC Biolegend
8.1.1 PDPN hamster IF-IHC Biolegend
/ PNA / FC Vector
MECA-79 PNAd rat [F-IHC Biolegend
79D7 STAT3 rabbit FC Cell Signaling
B56 Ki67 mouse FC-IF BD
Biosciences
Polyclonal C3 goat IF Cappel
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Chapitre 2 : Etapes précoces de la néogenese lymphoide rénale au
cours du lupus : implication des lymphocytes T exprimant

CXCR3

I-Avant-propos.

Comme mentionné précédemment, la néphrite lupique se caractérise par un dépdt
d’auto-anticorps et une infiltration de cellules immunitaires. Cette infiltration immunitaire au
sein de I’organe cible d’une pathologie auto-immune a été observée également lors du diabete
de type I, de la sclérose en plaques ou de la polyarthrite rhumatoide par exemple. Dans ces
diverses maladies, ces infiltrats s’organisent en structures nommées OLT et nous avons pu
démontrer que des OLT fonctionnels sont présents dans les reins d’un modele murin spontané
de lupus : la souris NZB/W (Chapitre 1). A un stade avancé de la maladie lupique, ces OLT
présentent un fort degré d’organisation avec une compartimentation des LT et LB en zones
distinctes et la présence de diverses populations de cellules stromales. De plus, ils contiennent
des GC fonctionnels qui peuvent étre a 1’origine de la production d’auto-anticorps. Au vu de
leur implication potentielle dans physiopathologie de la néphrite lupique, il donc important de
comprendre comment se forment ces structures dans les reins au cours du lupus

La formation des OLS est un processus finement controlé faisant intervenir diverses
populations cellulaires (LTi, LTo...) et de nombreuses molécules et chimiokines (LTp,
CXCLI13, RANKL...). Etant donné leur forte ressemblance avec les OLS, les processus
impliqués dans la formation des OLT pourraient étre similaires a ceux gouvernant la mise en
place des OLS. En effet, divers travaux ont montré que I’expression ectopique de diverses
chimiokines était suffisante pour déclencher la formation d’OLT (Chen et al., 2002 ; Luther
et al., 2002). D’autres ont décrit I’implication de la lymphotoxine dans le processus de néogene
lymphoide, son blocage aboutissant a une disparition des OLT et une amélioration des
symptomes (Columba-Cabezas et al., 2006). Concernant les populations cellulaires permettant
le développement des OLT, il semble que de nombreux candidats soient impliqués. Certaines
équipes ont pu mettre en évidence la présence et I’implication de cellules LTi-like tandis que
d’autre ont pu prouver, dans leur modele, une indépendance vis-a-vis de ces cellules. Pour
certains, les LT sont les premiéres cellules arrivant sur place (Marinkovic ez al., 2006) tandis
que pour d’autres, ce sont les LB qui vont exprimer la lymphotoxine et étre les principaux

acteurs de la formation des OLT (McDonald ez al., 2005). Dans d’autres modeles, ce serait
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cette fois les DC qui, de par leur interaction avec les LT, permettraient la mise en place et le
maintien des OLT (Ludewig et al., 1998).

Dans cette étude, nous avons cherché a déterminer les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la mise en place des OLT dans les reins au cours du lupus. Afin
de mener a bien ce travail, nous avons ¢tudié les premiéres étapes de la néogenése lymphoide
rénale chez des souris NZB/W trés jeunes, bien avant [’apparition des signes cliniques et
biologiques. Nos résultats nous ont conduit a nous intéresser a nouveau au récepteur CXCR3
dont nous avons déja montré I’implication chez des souris NZB/W malades (Lacotte et al.,

2013). Les résultats sont présentés, ci-apres, sous forme d’un papier en cours de préparation.

I1-Publication N°2
CXCRS3 blockade impairs TLO neogenesis and maintenance, and improves Kidney

disease in lupus.

Romain Veber et al.

En préparation
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CXCR3 blockade impairs TLO neogenesis and maintenance, and

improves Kidney disease in lupus.

Romain Veber et al.

En préparation
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Materials and methods

Mice

Female BALB/c and (NZBxNZW)F1 mice (referred as NZB/W) were purchased from Envigo
(Gannat, France) and maintained in our animal facility (approved by French Veterinary
Services, #G67-482-2). Proteinuria was evaluated in fresh urine using a colorimetric assay for
albumin (Albustix, Bayer Diagnostics, Basingstoke, U.K.) and was semi-quantitatively
estimated according to the scale recommended by the manufacturer. Control healthy BALB/c
(12-14 week-old), young NZB/W (11-13 week-old, no proteinuria) and old diseased NZB/W
mice (=30 week-old, high proteinuria score > 4 in two consecutive urine samples) were used in
this study. All experiments were carried out in conformity with the 2010/63/UE European
animal bioethics legislation (French decree #2013-118 - 1% February 2013) and were approved
by the Regional Ethics Committee of Strasbourg (CREMEAS) and by the French Ministry of
Higher Education and Research.

Leukocyte isolation from kidneys, spleen and lymph nodes

Previously described methods for leukocyte isolation from murine kidneys were used (Ascon
et al., 2008). In brief, kidneys were finely cut and digested for 30min at 37°C with 0.5mg/mL
collagenase D (Roche, Mannheim, Germany) and 0.05 mg/mL DNase I (Roche) in complete
RPMI 1640 medium supplemented with 10% (v/v) FCS (Dutscher, Brumath, France), 10ug/mL
gentamycin (Lonza, Basel, Switzerland), 10mM HEPES (Lonza), and 0.05mM -
mercaptoethanol (Life Technologies, Carlsbad, USA). Tissue homogenates were sequentially
filtered through 100-, 70- and 40-pm nylon meshes and washed with complete RPMI medium.
Leucocytes were then isolated using a 72/36% discontinuous Percoll gradient (Sigma-Aldrich,
St-Louis, USA) and centrifugation (30min, 400g). The leukocyte-enriched cell suspension was
harvested from the Percoll interface. In the case of spleen and lymph nodes, cell suspensions
were obtained using standard procedures and erythrocytes were lysed using a hypotonic
ammonium chloride solution. Cell viability was assessed by Trypan blue staining (Lonza)

before flow cytometry analysis was performed.
Flow cytometry

Cells isolated from various tissues (spleen, lymph nodes and kidneys) were surface-stained with

fluorescently-labeled monoclonal antibodies as summarized in Table 1. All cells were incubated
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first with rat anti-mouse CD16/CD32 monoclonal antibody (2.4G2, BD Biosciences) to block
Fcy receptors. Data were collected using a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Fullerton,
USA) and were analyzed using the FlowJo software (Tree Star, Ashland, USA). Scatter gates
were set to include the viable lymphocyte population and 100,000-1,000,000 events were

collected for each sample.

Histology

For routine histology, kidneys were fixed overnight at 4°C in paraformaldehyde 4% (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, USA) and embedded in paraffin (Leica, Wetzlar, Germany).
Sections of Sum were dewaxed, rehydrated and stained with hematoxylin and eosin (H&E) or
Periodic Acid Schiff (PAS), dehydrated and permanently mounted. Pathological changes in the
kidney were assessed by evaluating glomerular activity (i.e., increased glomerular size,
mesangial proliferation, hyaline deposits, glomerular lesions) and tubulointerstitial activity
(i.e., interstitial inflammation, tubule dilatation/atrophy, interstitial fibrosis). Sections were
scored using a 0—4 scale for glomerular or tubular activity, as follows: 0 =no lesion, 1 = lesions
in <25% of glomeruli/tubules, 2 = lesions in 25-50% of glomeruli/tubules, 3 = lesions in 51-
75% of glomeruli/tubules and 4 = lesions in >75% of glomeruli/tubules.

For immunofluorescence, kidneys were frozen in Tissue-Tek® O.C. T™ Compound (Sakura,
Alphen aan den Rijn, Netherlands) and 7um-sections were prepared. They were then mounted
on SuperFrost™ Plus glass slides (Thermo Scientific, Waltham, USA), fixed in cold acetone
for 20 min, air dried, and washed in Tris Buffered Saline (TBS). Endogenous biotins were
neutralized using an "Endogenous Biotin-Blocking Kit" according to recommended
instructions (Life Technologies) and non-specific antibody binding was avoided using Blocking
Reagent™ (Perkin Elmer, Waltham, USA). Sections were then incubated overnight with
specific antibodies at 4°C, and when necessary, with secondary detection antibodies for 2h at
room temperature (see Table 1). After fixation with paraformaldehyde 4% for 20 min, slides
were then stained with DAPI (100ng/ml, Sigma) for 10 min at room temperature and mounted
with fluorescent mounting medium (DAKO, Glostrup, Denmark). All stainings were performed
according to standard procedures except for the anti-CD35 and anti-GL7 stainings for which an
amplification method was used ("TSA kit", Tyramide Signal Amplification Fluorescent
System, Perkin Elmer). Mosaic images were acquired with a 20x objective on a Zeiss LSM 780
Axio Observer confocal microscope driven by the ZEN software. All quantitative analyses were
performed on at least 3 sections and 10 infiltrates. Stitching of images and quantification of the

infiltrated area was performed using the Imagel software and the Stitching plugin (Preibisch
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et al., 2009). For quantification of IgG, C3, CXCL10 and PDPN, the integrated density of the
fluorescence of each glomerulus was measured using Image J software and normalized values

(raw integrated density value/area measured) were graphed.

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was prepared from frozen-crushed kidney powder using RLT Reagent (Qiagen,
Germantown, MD) and purified using RNeasyH Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. cDNA was synthetized by extension of oligo(dT) with ImProm-

IITM reverse transcriptase (Promega, Fitchburg, WI).

qPCR

The relative amount of each transcript was normalized against the mean expression of two
housekeeping genes, namely glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and B-
actin. Primer sequences (forward/reverse) for f-actin, GAPDH, CCL3, CCL5 and IFNy were
designed with the Primer-BLAST software: forward 5’-CACTGTCGAGTCGCGTCCA-3’ and
reverse 5’-CATCCATGGCGAACTGGTGG-3’ for actin : forward 5’-
CCCTTAAGAGGGATGCTGCC-3’ and reverse 5’-TACGGCCAAATCCGTTCACA-3’ for
GAPDH ; forward 5°- CCATATGGAGCTGACACCCC -3’ and reverse 5°-

TCAGGAAAATGACACCTGGCT -3’ for CCL3 ; forward 5°-
TGCTGCTTTGCCTACCTCTC -3’ and reverse 5’- TCCTTCGAGTGACAAACACGA-3’ for
CCL5 ; forward 5°- CGGCACAGTCATTGAAAGCC -3° and reverse 5’-

TGTCACCATCCTTTTGCCAGT -3’ for IFNy. All amplification reactions were performed in
a total volume of 25 pul using a StepOnePlus TM thermocycler (Applied Biosystems, Carlsbad,
California) with RT? SYBR Green ROX qPCR Mastermix (Qiagen). Data were analyzed using
the software tool REST and the AACT method used to calculate fold changes.

AGMA487 preparation and administration

The CXCR3 antagonist AMG487 was kindly provided by Amgen, South San Francisco.
Briefly, a 50% hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Sigma) solution was prepared and used as a
vehicle for injection (20%). AMG487 was added to the 50% solution and incubated in a
sonicating water bath for 2 hours with occasional vortexing. Distilled water was added to reach
the appropriate final concentration of AMG487 in 20% of hydroxypropyl-p-cyclodextrin.
Diseased NZB/W mice (>30 wk-old and severe proteinuria) were injected s.c. twice daily for

ten days with Smg/kg AMG487 or vehicle alone. For long term treatment, 12 wk-old mice were
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injected s.c. three times per week till the age of 11 weeks with 10mg/kg of AMG487 or vehicle
alone. At the end of the treatment, mice were sacrificed and analyzed for autoantibody

production, renal leukocyte infiltration and kidney histopathological features.

Cell labeling and syngeneic adoptive transfer

Splenic leukocytes were isolated from non-nephritic 11-13 week-old NZB/W donor mice as
described and then incubated for 10 min at 37°C with 10 uM of Carboxyfluorescein
succinimidyl ester (CFSE) (Molecular Probes, Grand Island, NY). CFSE-labeled cells (1.107
cells/100uL) were injected i.v. into recipient non-nephritic 11-13 week-old NZB/W mice.
Recipient mice were pretreated with either AMG487 (5mg/kg) or vehicle, twice per day, the
day before and the day of syngeneic cell transfer. Kidneys were collected from recipient mice
18 h after injection of the labeled cells, and leukocytes isolated from spleen and kidneys were

analyzed by flow cytometry.

ELISA

Polystyrene plates (MaxiSorb, Nunc, Rochester, NY) were coated overnight at 37°C with
dsDNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 100 ng/ml in 25 mM citrate buffer, pH 5.4) or mouse
chromatin (1 pg/ml expressed as dSDNA concentration in Phosphate Buffered Saline (PBS),
prepared as described (Lacotte et al., 2010). Mouse sera (1:500 in PBS-T containing Bovine
Serum Albumin) were added for 2 h, followed by goat anti-mouse IgG (1:20,000 in PBS;
Jackson ImmunoResearch) supplemented with goat anti-mouse IgG3 (1:7500; Nordic
Immunology, Tilburg, The Netherlands) conjugated to HRP for 30min. Absorbance of the

substrate (3,3°,5,5’-tetramethyl benzidine, Sigma-Aldrich) was measured at 450nm.

Statistical analysis

Data are shown as mean + SEM. Statistical significance was assessed using a Mann-Whitney
U test (Prism version 5.0; GraphPad Software). Statistical significance is indicated as follows
in the figures: ****p <0.0001; ***p<0.001; **p<0.005; *p< 0.05; and ns, not significant
(p>0.05).
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Results

TLO development takes place before autoantibody deposition in NZB/W Kkidneys.

We previously showed that functional TLO do exist in the kidneys of diseased NZB/W mice
and that a few poorly organized infiltrates can be detected in mice younger than 20 weeks of
age (Le Coz, Veber, et al.). In order to understand why and how TLO develop, we first tried to
determine the initial time point of this lymphoid neogenesis. For this purpose, NZB/W mice of
different ages (very young non-diseased 11-13 week (wk)-old and diseased proteinuria-positive
> 30wk-old) and healthy BALB/c mice (as control) were used. As shown in Figure 1A, some
CD45" cells are present in the perfused kidneys of 11-14wk-old BALB/c mice. They are
dispersed throughout the kidney section, both in the medullary and in the cortical zones. Similar
observations can be made in the kidneys of 11-13wk-old NZB/W mice, however, contrary to
healthy mice, a cluster of CD45" cells that may be the initial starting point of kidney infiltration,
is also consistently detected in the medullary area close to the afferent artery. It very likely
develops further into the big central medullary infiltrate found in the kidneys of > 30wk-old
NZB/W mice (Figure 1A and Le Coz, Veber et al.). This observation was confirmed by the
quantification of the percentages and absolute numbers of renal CD45" cells (Figure 1B). Both
are increased in the kidneys of young NZB/W mice compared to age-matched healthy BALB/c
controls (3.3%+/-0.6 / 0.7%10°+/-0.1 vs 0.7%+/-0.1 / 0.1*¥10°+/-0.01, respectively), suggesting
that leukocyte infiltration starts very early during the course of the disease in lupus mice.
Because glomerular autoantibody deposition is known to play a crucial role in lupus nephritis
(Lindquist et al., 2016; Yung et al., 2015), we then wondered whether this early leukocyte
infiltration was a consequence of the autoantibody-induced inflammation. In contrast to old
NZB/W mice, complement (C3) or IgG are not detectable in the glomeruli of 11-13wk-old
animals (Figure 1C), nor are circulating anti-chromatin and anti-dsDNA autoantibodies (Figure
1D). H&E and PAS staining of kidney sections also confirm that there is no histological
difference between young BALB/c and NZB/W mice, in contrast to what is observed in old
proteinuria-positive NZB/W mice, which harbor tubulo-interstitial inflammation, mesangial
proliferation and glomerular damages (Figure 1E). Altogether, these data highlight that renal
leukocyte infiltration occurs at a very early stage of the lupus disease. Importantly and contrary
to what was expected, our results strongly suggest that this infiltration is not a consequence of

the lupus-associated autoantibody-induced inflammation.
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T cells are the first colonizing leukocytes in NZB/W kidneys.

We further characterized the small early leukocyte infiltrates in the perfused kidneys of 11-
13wk-old NZB/W mice by flow cytometry (see Figure 2A for gating strategy). The renal CD45"
population is mainly composed of T cells (mostly CD4+ T cells, 33.5%+/-1.9 vs 9.1% +/-0.4
CDS8+T cells) but also includes B cells (9.7+/-1.8%) and some cells of the myeloid lineage
(CD11c" dendritic cells 12.9% and CD11¢'CD11b" monocytes/macrophages (Mo/Mac) 14.4%)
(Figure 2A). The latter probably are resident kidney cells as suggested by the two main
following arguments: 1) absolute numbers of DC and Mo/Mac are comparable in the kidneys of
young NZB/W vs BALB/c mice but the proportion among CD45" cells is lower in lupus-prone
animals likely due to infiltration of other cells (i.e. T cells) (Mo/Mac percentage is even lower
in diseased animals despite increased numbers, Figure 2B), i1) MHCII-expressing cells (among
which DC and Mo/Mac) are not clustered in the medullary area but scattered throughout the
kidney tissue. They also concentrate in TLO in diseased animals (Figure 2C). In contrast, both
T cell percentages and absolute numbers are significantly increased in the kidneys of 11-13wk-
old NZB/W mice compared to age-matched BALB/c (Figure 2D). As mentioned above, the
CD4" subset is the one that is mostly present among T cells, not only at the early (33.5% vs
9.1% CDS8'T cells) but also at the late stage of the disease (36.6% vs 13% CD8" T cells in >
30wk-old mice). CD4" T cells do not only display high percentages and numbers in young
NZB/W mice (33.5%+/-1.9 / 2.1*¥10*+/-0.3 vs 8.4%+/-1.3 / 0.1*10*+/-0.02 in age-matched
BALB/c), they also harbor different localizations in the tissue as shown in Figure 2E: the very
few T cells present in BALB/c mice are detected between tubules, whereas they form clusters
in the medullary area of young NZB/W kidneys (although much smaller than in diseased
animals). Therefore, our data suggest that T cells, especially CD4" T cells, may participate to

the initial steps of TLO neogenesis.

Most of the early infiltrating kidney T cells harbor an activated/memory phenotype and
express CXCRa3.

The phenotype of the early kidney-infiltrating CD4" T cells was analyzed by FACS. Naive
CD44"°“CD62L" (11.5% +/-1.6) CD4" T cells are present in the kidneys of young lupus-prone
mice but the effector/memory CD44"€"CD62L" subset is the majority (80% +/-2). Very
interestingly, most of the CD44"eh cells (but not the CD44°%) express the inflammatory
chemokine receptor CXCR3 (Figure 3A) and both the percentage and absolute number of
CXCR3" cells among CD4" T cells are significantly higher in 11-13wk-old NZB/W than in
age-matched BALB/c mice (77.3% +/-2.9 vs 41.1%+/-4.6; 1.4¥10*+/-0.2 vs 0.04*10*+/-0.01).
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Similar results were obtained when analyzing CXCR3" among CD44"CD4" T cells and for
CDS8" T cells (data not shown). Moreover, CD3"CXCR3" cells could be visualized in the early
medullary infiltrate in kidney sections of young lupus-prone animals (Figure 3B). Although
absolute numbers drastically increase with age and disease progression, the distribution of
naive/inflammatory CD4" T cells remains similar (Figure 3A and data not shown). Finally, the
high expression level of CXCR3 is specific to the kidney-infiltrating CD4" T cells (and CD8"
T cells, data not shown) as their circulating and spleen counterparts do not harbor this phenotype
(19.3% +/-1.2 in blood vs 17.9% +/-1.2 in spleen vs 77.3% +/-2.9 in kidneys) (Figure 3C).
Therefore, CXCR3 seems to be involved in the early trafficking of T cells in the kidneys, which

underlies that the renal inflammatory process starts at a very early stage of the disease course.

CXCRS3 ligands are specifically upregulated in the kidneys of young NZB/W mice.

Expression of the three CXCR3 ligands, namely CXCL9, CXCL10 and CXCL11, was
quantified by qPCR in total kidney mRNA. As shown in Figure 4A, the three of them are highly
expressed in the kidneys of diseased NZB/W mice. Interestingly, CXCL10 and CXCL11 were
already statistically upregulated in the kidneys of 11-13wk-old NZB/W compared to age-
matched BALB/c mice (fold changes 1.9+/- 0.3 and 2.5+/-0.7, respectively). CXCL9 results
show the same tendency. IFNy, a strong inducer of these chemokines, is also expressed from
an early disease stage (fold change 3.5+/-1.2 compared to BALB/c). In comparison, other
chemokines previously identified as playing a role in lupus nephritis, i.e. CCL3 and CCL5
(Bignon et al., 2014), do not display an increased expression in young lupus-prone mice
compared to healthy controls (Figure 4B). This finding strengthens the specificity of our results
regarding the early upregulation of CXCR3 ligands during lupus. We then intended to identify
the cellular source of these chemokines in the kidneys, focusing on CXCLI1O.
Immunofluorescence stainings on kidney sections from young NZB/W mice allowed us to
identify podocytes (expressing podoplanin) as being CXCL10 producers (Figure 4C). In
contrast, glomerular CXCL10 was scarcely observed in BALB/c kidneys, and quantified mean
fluorescence intensity shows a statistically significant increase of CXCL10 expression in 11-
13wk-old NZB/W mice (Figure 4D). Therefore, the inflammatory CXCL9/10/11-CXCR3

pathway may be central to the initial steps of TLO formation.
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The CXCR3 pathway mediates the early migration of T cells into the kidneys during
lupus.

In order to confirm our hypothesis that the local early expression of inflammatory chemokines
allows the migration of CXCR3" T cells into the kidneys, we transferred CFSE-labeled spleen
cells from young NZB/W mice (containing CXCR3" T cells, see Figure 3C) to strain and age-
matched recipients that were treated or not with a CXCR3 antagonist (AMG487, 5 mg/kg, 2
times/day, for 2 days; kind gift from Amgen). Figure 5SA shows that there is no impact of
CXCR3 blockade on cell migration to the spleen (Figure 5A), whereas the homing of CFSE*
cells into the kidneys is affected by the CXCR3 antagonist (Figure 5B; 0.018 % +/-0.001 /
383+/-70 with AMG487 vs 0.027% +/-0.006 / 1207+/-169 with the vehicle). Similar results are
obtained when absolute numbers of kidney CD4"CFSE" cells are analyzed. These results bring
proof of CXCR3 involvement in the early renal migration of T cells (especially CD4" T cells)

in response to its cognate chemokines produced in the kidneys of young lupus-prone mice.

Early CXCR3 blockade impairs TLO formation and delays nephritis development.

Considering the role of CXCR3 in the early migration of T cells in kidneys, we hypothesized
that early CXCR3 blockade in the course of the disease may prevent TLO formation and lupus
progression. NZB/W mice were treated with AMG487 (10mg/kg, three injections per week),
starting from the age of 11 weeks until the age of 26 weeks, and biological and clinical
parameters were analyzed. First, a significant decrease of the total leukocyte number was
observed in the kidneys of AMG487-treated mice (0.08*10° +/- 0.02 vs 0.22*10° +/- 0.04 when
the vehicle was administrated) but not in the secondary lymphoid organs (spleen and kidney-
draining lymph nodes) (Figure 6A). This decrease is mainly due to a diminished number of
lymphocytes (Figure 6B). Accordingly, the size of the renal infiltrates is much lower than in
the vehicle-treated animals, as shown by the smaller CD45"-labeled area in kidney sections
(Figure 6C). Moreover, these infiltrates are weakly organized as reflected by the absence of T-
B segregation and of HEV in most of them (Figure 6D). Thus, TLO formation is severely
impaired in the AMG487-treated group. This is further confirmed by the absence of GC B cells
in the kidneys of these animals (Figure 6E). Interestingly, no impact of the treatment was
observed on GC B cells in the spleen and kLN, indicating that CXCR3 blockade specifically
alters the tertiary but not the secondary lymphoid organs. Similar observations were made
regarding the number of plasma cells, although both inhibition of TLO function and of (SLO-

generated) plasma cell migration could be responsible for their decrease in the kidneys (Lacotte
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et al., 2013). As a clear specific impairment of TLO development resulted from AMG487
administration to NZB/W lupus mice, we wondered whether some clinical improvement ensued
as well. We indeed noticed lower proteinuria (although not abolished) consistent with weaker
tubular and glomerular damages compared to vehicle-treated mice (Figure 6F). Surprisingly,
circulating anti-chromatin and anti-dsDNA autoantibody levels were similar in the two groups
(data not shown). Overall, our data indicate that early CXCR3 blockade prevents the formation
of structured and functional TLO in the kidneys, in association with weakened symptoms of the

lupus-associated kidney disease.

CXCRa3 blockade allows to revert installed TLO, kidney inflammation and damages.

Having demonstrated a prophylactic effect of the AMG487 CXCR3 antagonist, we then
wondered whether it could also exert a therapeutic effect in NZB/W diseased mice. To this aim,
we treated 30wk-old proteinuria-positive mice for 10 days and we assessed subsequent
biological and histological modifications in secondary lymphoid organs and in kidneys. First,
contrary to the prophylactic treatment schedule, a clear impact of CXCR3 blockade was
measured on splenomegaly and lymphadenopathy (Figure 7A) and on the number of leukocytes
that infiltrate kidneys (Figure 7B). All subsets display reduced numbers although their
distribution is not affected (Figure 7C). Consequently, the kidney infiltrated area is drastically
reduced in AMG487-treated animals (Figure 7D). Moreover, the small infiltrates left cannot be
considered as functional TLO anymore, as they show almost no lymphatic vessels and HEV,
nor T/B segregation, nor germinal centers (identified with GL7" B cells and FDC), nor plasma
cells, contrary to what is observed in the kidneys of vehicle-treated lupus mice (Figure 7E).
Interestingly, although the total leukocyte number is much lower in the secondary lymphoid
organs (see Figure 7A), the percentage of GC B cells and plasma cells are not affected (data not
shown). As we previously showed that CXCR3" T cells are present in large amounts in the
kidneys of NZB/W mice and that the CXCR3 pathway is involved in TLO formation (see
Figures 3, 4 and 5), we analyzed the consequences of AMG487 administration on these
parameters. The absolute numbers of CXCR3" T cells (and relative percentages for CD4" T
cells) are indeed diminished (Figure 8A). Interestingly, the naive versus effector/memory T cell
repartition seems to be modified, which highlights the specific impact of CXCR3 blockade on
the latter (Figure 8B). Moreover, the expression of all CXCR3 ligands (and of their inducer
IFNYy) show a tendency to be reduced upon AMG487 treatment, and, importantly, other
inflammatory chemokines (CCL3, CCLS) are strongly affected as well, indicating a global
impact of CXCR3 blockade on kidney inflammation (Figure 8C). Finally, we assessed the
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classical histological parameters that are associated with lupus nephritis. Glomerular C3 and
IgG deposits, as well as podocyte loss (visualized by podoplanin staining) are significantly
lower (Figure 9A). H&E and PAS stainings confirmed that there is a reduction of glomerular
size and cellularity, mesangial expansion and deposits, and glomerular and tubular damages
(Figure 9B), all taken into consideration in the histological score that shows great improvement

upon AMG487 injection.
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Figure legends

Figure 1: TLO development takes place early in the course of the disease.

(A) Kidney sections from young 11-14wk-old BALB/c, young 11-13wk-old NZB/W and
diseased >30wk-old proteinuria-positive NZB/W mice were stained with anti-CD45 antibodies
(yellow) and DAPI (blue). Scale bars: 50um; original magnification: x200. (B) Percentage and
absolute number of CD45" leukocytes in the kidneys of BALB/c and NZB/W mice were
determined by flow cytometry. (C) Kidney sections were stained with anti-C3 (upper panel,
red) and anti-IgG (lower panel, red) antibodies, and DAPI (blue). The intensity of C3 and IgG
staining was measured in all glomeruli from three kidney sections from each mouse.
Normalized values over area are shown. Each dot corresponds to one glomerulus. Scale bars:
50um; original magnification: x200. (D) Detection of anti-chromatin and antidsDNA
autoantibodies in the sera of BALB/c and NZB/W mice by ELISA. (E) Kidney paraftin sections
were stained with H&E (upper panel) or PAS (lower panel). Scale bars: 25um; original
magnification: x200.

Results are expressed as mean + SEM of 6-8 (A-C and E) or 12-30 (D) mice per group and are
representative of three independent experiments. ns: not significant; **p<0.01; ***p<0.001;

*x4%p<0.0001 (Mann-Whitney test).

Figure 2: T lymphocytes are the first cells infiltrating kidneys of young NZB/W mice.

(A) Representative FACS figures and quantification showing the percentages of leukocyte
subsets in the kidneys of young 11-13wk-old NZB/W mice: CD4 T cells (CD45°CD4CDS"),
CD8 T cells (CD45°CD4CD8"), B cells (CD45°CD19"), monocytes/macrophages (Mo/Mac,
CD45"CD4CD8CDI11b"CDI11¢") and dendritic cells (DC, CD45°CD4CD8CDl1l1c"). (B)
Percentages and absolute numbers of Mo/Mac and DC in the kidneys of young BALB/c (blue
dots), young (pink dots) and old (red dots) NZB/W mice were determined by flow cytometry.
(C) Kidney sections were stained with anti-MHC class II (red) and DAPI (blue). Scale bars:
50um; original magnification: x200. (D) Percentages and absolute numbers of CD4" and CD8"
T cells in the kidneys of young BALB/c (blue dots), young (pink dots) and old (red dots)
NZB/W mice were determined by flow cytometry. (E) Kidney sections were stained with anti-
CD4 (upper panel, green) and anti-CD8 (lower panel, green) antibodies and DAPI (blue). Scale

bars: 50pum; original magnification: x200.
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Results are expressed as mean £ SEM of 6-8 mice per group and are representative of three
independent experiments. ns: not significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (Mann-Whitney
test).

Figure 3: Specific accumulation of T cells expressing CXCR3 in the kidneys of young
lupus mice.

(A) Representative FACS plots showing naive (N) CD44°YCD62L" and effector-memory (EM)
CD44MehCD62L CD4" T cells, as well as CXCR3-expressing CD4" T cells in the kidneys of
young 11-13wk-old NZB/W mice. Percentages and absolute numbers of CXCR3" among CD4"
T cells are shown. (B) Kidney sections from 11-13wk-old NZB/W mice were stained with anti-
CD3 (red) and anti-CXCR3 (green) antibodies. Scale bars: 50um; original magnifications: x200
(CD3, left) and x630 (CD3 and CXCR3, right). (C) Distribution of CXCR3-expressing CD4"
T cells in blood, spleen and kidneys of young 11-13wk-old NZB/W mice.

Results are expressed as mean + SEM of 6-8 mice per group and are representative of three

independent experiments. ns: not significant; ***p<0.001; ****p<0.0001 (Mann-Whitney test).

Figure 4: Expression of the three CXCR3 ligands in the kidneys of young NZB/W mice.
(A-B) Levels of Cxcl9, Cxcll0, Cxclll and Ifng (A) and Ccl3 and Ccl5 (B) transcripts were
assessed by Real-time PCR in the kidneys of young BALB/c (blue dots), young NZB/W (pink
dots) and diseased NZB/W (red dots) mice. Each sample was run in triplicate. Results are
expressed as fold change compared to young BALB/c mice. (C) Kidney sections from young
11-13wk-old NZB/W mice were stained with anti-podoplanin (PDPN, red) and anti-CXCL10
(green) antibodies. Scale bars: 50um; original magnifications: x200 (PDPN and CXCL10) and
x630 (merge). (D) Kidney sections from young BALB/c and NZB/W mice were stained with
anti-CXCL10 antibodies. Scale bars: 50um; original magnification: x200. The intensity of
CXCL10 staining was measured in all glomeruli from 7-11 kidney sections for each mouse.
Normalized values over area are shown. Each dot corresponds to one glomerulus.

Results are expressed as mean £ SEM of 6-8 mice per group and are representative of three
independent experiments. ns: not significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001

(Mann-Whitney test).
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Figure 5: Blockade of early T cell migration in the kidneys of young NZB/W mice by
AMGA487.

Young 11-13wk-old NZB/W mice were injected intravenously with CFSE-labelled splenocytes
from age-matched donor NZB/W mice at day 0. Recipient mice were treated with AMG487
(5mg/kg) or vehicle alone at day-1 and at day 0. Eighteen hours later, kidneys were collected
and the infiltrated leukocytes were analyzed by flow cytometry. Representative dot-plots and
quantification (percentages and absolute numbers) of total CFSE" or CD4"CFSE" cells in
spleen (A) and kidneys (B).

Results are expressed as mean + SEM of 3-4 mice per group and are representative of two

independent experiments. ns: not significant; *p<0.05 (Mann-Whitney test).

Figure 6: Early AMG487 treatment impairs TLO formation and delays lupus nephritis.
Young 11wk-old NZB/W mice were treated with AMG487 (10mg/kg) or vehicle three times
per week till the age of 26 weeks. Spleen, kidney-draining lymph nodes (kLN) and kidneys
were then processed for flow cytometry and immunohistology. (A) Absolute numbers of
leukocytes. (B) Absolute numbers of the different leukocyte subsets. (C) Kidney sections from
AMGA487 or vehicle-treated NZB/W mice were stained with anti-CD45 antibodies (green) and
the total infiltrated area per kidney section was quantified. Scale bars: 50um; original
magnification: x200. (D) Kidney sections from AMG487 or vehicle-treated animals were
stained with anti-CD3 (green) and anti-B220 (red) antibodies or with anti-CD31 (green) and
anti-PNAd (red) antibodies. Percentage of infiltrates displaying T and B cells segregation as
well as the number of HEV per section were quantified. Scale bars: 50um; original
magnification: x200. (E) Absolute numbers of GC B cells and plasma cells in spleen, kidney
lymph nodes and kidneys of AMG487 or vehicle-treated NZB/W mice. (F) Proteinuria was
assessed during the course of the treatment and the area under curve was calculated for vehicle-
and AMG487-treated groups. Paraffin-embedded kidney sections from AMG487 or vehicle-
treated NZB/W mice were stained with PAS. Glomerular and tubular damages and related
scores were established in a blind manner and the mean histological score was calculated for
each mouse. Scale bars: 50um; original magnification: x200.

Results are expressed as mean £ SEM of four mice per group. ns: not significant; *p<0.05

(Mann-Whitney test).
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Figure 7: AMGA487 treatment impairs TLO formation in diseased NZB/W mice.
Diseased 30wk-old proteinuria-positive NZB/W mice were treated with AMG487 (5mg/kg) or
vehicle two time per day for 10 days. Spleen, kidney-draining lymph nodes (kLN) and kidneys
were then processed for flow cytometry, immunohistology and qPCR analyses. (A) Absolute
numbers of leukocytes in spleen and kLN. (B) Percentage and absolute numbers of leukocytes
in kidneys. (C) Percentage and absolute numbers of the different leukocyte subsets. (D) Kidney
sections from AMG487 or vehicle-treated animals were stained with anti-CD45 antibodies
(yellow). Entire sections were reconstituted from images using ImageJ software and the
Stitching plugin and each infiltrate area was quantified. Scale bars: 200um; original
magnification: x100. (E) Kidney sections were stained with anti-CD3 (green) and anti-B220
(red), anti-CD31 (green) and anti-PNAd (red), anti-CD35 (red), anti-Lyvel (green), anti-GL7
(cyan) or anti-CD138 (green) antibodies. Scale bars: 50pum; original magnification: x200.
Results are expressed as mean + SEM of 4-5 mice per group and are representative of two
independent experiments. ns: not significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; (Mann-Whitney
test).

Figure 8: AMG487 treatment reduces inflammation and T cell accumulation in the
kidneys of diseased NZB/W mice.

Diseased 30wk-old proteinuria-positive NZB/W mice were treated with AMG487 (5mg/kg) or
vehicle two time per day for 10 days. Spleen, kidney-draining lymph nodes (kLN) and kidneys
were then processed for flow cytometry and qPCR analyses. Representative FACS dot-plots
and quantification showing (A) the percentages and absolute numbers of CXCR3-expressing
CD4" and CDS8" T cells, and (B) the percentages of naive and effector-memory CD4" T cells,
in kidneys of AMG487 and vehicle-treated NZB/W mice. (C) Levels of Cxcl9, Cxcl10, Cxclll,
Ifng, Ccl3 and Ccl5 transcripts were assessed by Real-time PCR in the kidneys of AMG487 or
vehicle-treated NZB/W mice. Each sample was run in triplicate. Results are expressed as fold
change compared to vehicle-treated mice.

Results are expressed as mean + SEM of 4-5 mice per group and are representative of two

independent experiments. ns: not significant; *p<0.05; **p<0.01 (Mann-Whitney test).

Figure 9: AMG487 treatment improves kidney disease in NZB/W lupus mice.
Diseased 30wk-old proteinuria-positive NZB/W mice were treated with AMG487 (5mg/kg) or
vehicle two time per day for 10 days. (A) Kidney sections were stained with anti-C3 (red) or

anti-IgG (red) or anti-PDPN (red) antibodies. The intensity of C3, IgG and PDPN stainings was
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measured in all glomeruli from three kidney sections from each mouse. Normalized values over
area are shown. Each dot corresponds to one glomerulus. Scale bars: 50um; original
magnification: x200. (B) Paraffin-embedded sections from AMG487 or vehicle-treated NZB/W
mice were stained with H&E (upper panel) and PAS (lower panel). Scale bars: 50um; original
magnification: x200. Glomerular and tubular damages and related scores were established in a
blind manner and the mean histological score was calculated for each mouse.

Results are expressed as mean + SEM of 4-5 mice per group and are representative of two

independent experiments. **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 (Mann-Whitney test).
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I1I-Résultats complémentaires et discussion.

Les objectifs de cette ¢étude étaient d’identifier les mécanismes cellulaires et
moléculaires sous-jacents a la formation des OLT dans les reins de souris NZB/W.

Nous avons tout d’abord pu remarquer que I'infiltration des reins par les leucocytes
démarre trés tot au cours du développement de la maladie, chez des souris NZB/W agées de 11
a 13 semaines. Cette infiltration précoce se produit en 1’absence de dépdts rénaux ou de taux
sériques détectables d’auto-anticorps. Ce résultat est fort intéressant mais assez surprenant car
il classiquement admis que le dépot des anticorps dans les reins est I’événement initiateur de
I’inflammation rénale.

La caractérisation des petits infiltrats immunitaires rénaux précoces nous a permis de
montrer qu’ils sont majoritairement composés de LT activés exprimant le récepteur aux
chimiokines inflammatoires CXCR3. Ces LT s’accumulent spécifiquement dans les reins en
réponse trés probablement a 1’augmentation rénale des trois ligands de CXCR3 (CXCL9,
CXCL10 et CXCL11) que nous avons observée. Bien que cette augmentation soit relativement
faible, nous pensons qu’elle est suffisante pour attirer les premiéres cellules dans les reins. Nous
n’avons, pour I’heure, pas encore déterminé pourquoi ces chimiokines étaient augmentées dans
les reins de jeunes souris NZB/W mais nous pensons que des dérégulations au niveau de
certains micro-ARN et de la prise en charge des acides nucléiques pourraient étre impliquées
(ce point sera discuté dans la partie conclusion/discussion).

Afin de prouver I’implication de CXCR3 dans la migration leucocytaire précoce, nous
avons réalisé un transfert adoptif de splénocytes marqués au CFSE a des souris lupiques ayant
recu ou non un antagoniste du récepteur CXCR3 : la molécule AMG487. Ce composé,
développé par la compagnie AMGEN, est un dérivé de quinazolones se comportant comme un
inhibiteur non compétitif de CXCR3. Cette molécule permet d’inhiber la formation de
métastases pulmonaires lors du cancer du sein (Walser et al., 2006) et de réduire la sévérité de
la maladie du greffon contre I’hte chez la souris (Miao et al., 2018). Nous avons alors pu
montrer que le blocage de CXCR3 permettait de diminuer la migration des cellules marquées
dans les reins sans affecter leur migration au niveau de la rate, impliquant ainsi CXCR3
spécifiquement dans la migration rénale précoce des leucocytes. Nous avons ensuite décidé
d’administrer 1’antagoniste AMG487 a des souris NZB/W jeunes et ce, jusqu’au
développement de la protéinurie classiquement observé vers 1’dge de 25 semaines. Nous
pensions qu’empécher la migration des LT dans les reins pourrait inhiber la formation des OLT
et ainsi prévenir le développement de la néphrite lupique. La premicre chose que nous avons

pu remarquer est une diminution du nombre de leucocytes spécifiquement dans les reins. Les
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plus fortes différences ont alors été observées au niveau des lymphocytes. La baisse du
recrutement des LT était attendue, ces derniers présentant une forte expression du récepteur
CXCR3. En ce qui concerne les LB, nous pensons que la migration réduite des LT a impacté la
formation des OLT et ainsi, la production locale de chimiokines permettant le recrutement des
LB dans les reins. Nous avons pu remarquer une baisse des plasmocytes et des LB du GC dans
les reins sans observer de différences au niveau des OLS, tant au niveau du GC que de la
cellularité globale de ces organes. De plus, il ne semble pas y avoir de différences quant a la
production des auto-anticorps. Cela se trouve étre intéressant car nous aurions alors un effet
spécifiquement au niveau des reins et ciblant donc les OLT mais pas les OLS. 11 faut toutefois
nuancer ce résultat car nous avons arrété 1’expérience lorsque les souris ont atteint I’age de 24-
25 semaines (du fait du développement d’une protéinurie chez certains de nos animaux). A cet
age, les souris NZB/W présentent des symptomes assez hétérogeénes et nous ne pouvons pas
exclure le fait que certaines souris auraient pu développer ultérieurement une atteinte rénale ou
une réponse systémique plus intense. Il faudrait poursuivre 1’administration de I’AMG487 sur
un temps plus long afin de déterminer si ce traitement peut avoir un impact ou non sur la réponse
auto-immune systémique. Un dernier point intéressant concernant le blocage de CXCR3 sur le
long terme est le dépdt d’auto-anticorps. Nous avons pu en effet remarquer une diminution des
dépots rénaux d’anticorps et de complexes immuns chez les souris traitées avec I’AMG487 et
ce, en dépit de taux similaires d’auto-anticorps dans le sérum. Plusieurs explications s’offrent
alors a nous. Tout d’abord, nous avons analysé les IgG totales, ce qui ne nous permet peut-étre
pas de détecter un effet sur une seule sous-classe d’IgG. Ainsi, Moser et ses collaborateurs ont
montré que CXCR3 est requis pour la production des IgG1(Moser et al., 2012). La seconde
explication serait que CXCR3 étant impliqué dans la prolifération des cellules mésangiales
(Wornle et al., 2004), son blocage va réduire la prolifération du mésangium et la production de
la matrice qui lui est associée, diminuant le potentiel de liaison des auto-anticorps.

Enfin, nous avons voulu déterminer si le blocage de CXCR3 pouvait présenter un
potentiel thérapeutique chez des souris présentant déja une atteinte rénale au moment de
I’administration de ’AMG487, ce qui impliquerai également CXCR3 dans le processus de
maintien des OLT et pas seulement dans leur néogenése. Nous avons observé une diminution
des leucocytes dans les reins mais également une baisse de la cellularité des ganglions
lymphatiques drainant les reins et de la rate. Cet effet sur les OLS était assez surprenant au vu
de nos résultats présentés ci-dessus, mais il faut certainement prendre en compte plusieurs
¢léments. Premiérement, la réduction de la cellularité et de la taille des OLS en question les

ramene a un niveau semblable a ce que 1’on peut observer chez des souris n’ayant pas encore
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développé la pathologie lupique. Il semble donc que cela se rapproche davantage d’une
normalisation des splénomégalie et lymphadénopathie typiques du lupus. Deuxiémement, il est
possible que CXCR3 soit également impliqué dans une migration des leucocytes vers les OLS
lorsque la maladie est a un stade avancé, en réponse a une augmentation des ligands de CXCR3
dans la rate et les ganglions des souris lupiques malades. Nous n’avons pour le moment pas pu
vérifier cette hypothése mais elle semble plausible au vu de 1) I’augmentation des ligands de
CCRI dans la rate des souris NZB/W malades (Bignon et al., 2014) et 2) la capacité des HEV,
par exemple, a présenter des chimiokines inflammatoires (telle que CXCL9) afin de recruter les
cellules provenant des tissus (Janatpour ef al., 2001). Si I’on en revient aux reins, nous nous
attendions a observer un effet particulicrement sur les LT, ces derniers étant fortement
représentés dans les reins et exprimant de forts taux membranaires de CXCR3. Bien que les LT
(CD4" et CD8") se trouvent effectivement étre les plus affectés, nous avons pu également
observer une diminution des LB, DC et cellules de type monocytes/macrophages. Deux
hypothéses peuvent expliquer ces résultats. La premiére est que I’impact du blocage de CXCR3
sur les LT aboutit a une réduction de I’inflammation rénale et a une déstructuration des OLT,
cette déstructuration se traduisant par une diminution de diverses chimiokines dans les reins et
a une baisse de migration des autres cellules immunitaires. Cette hypothése est tout a fait
plausible puisque nous avons pu observer une tendance a la diminution de I’expression de
CCL19, CXCL13, CCL3 et CCL5 a la suite du traitement (Résultat non montré dans le cas
de CCL19 et CXCL13). La seconde hypothése serait quant a elle que, comme les LT, les autres
leucocytes présents dans les reins exprimeraient le récepteur CXCR3. Nous avons décidé
d’explorer cette seconde hypothése en étudiant 1’expression de CXCR3 a la surface des
différentes populations de leucocytes, par cytométrie en flux, dans les reins de souris NZB/W
malades. Nous avons alors bel et bien retrouvé une forte expression de CXCR3 a la surface des
LT et des plasmocytes tel que décrit par notre équipe (Lacotte ef al., 2013) mais nous avons
¢galement remarqué que des LB, des DC et des monocytes/macrophages exprimaient également
CXCR3 (Figure 25). Cela pouvait alors expliquer nos observations suite au traitement par
1’AMG487, d’autant plus que les monocytes/macrophages sont les cellules exprimant le moins
CXCR3 et se trouvent justement €tre ceux qui paraissent le moins affectés par son blocage
(Figure 25 et Publication N°2). Enfin, nous avons pu noter, de maniére intéressante, que la
quasi-totalité des TFH présents dans les reins expriment CXCR3 (Figure 25). Ce résultat est
cohérent avec leur forte production d’IFNy (Publication N°1). Ce résultat appuie ainsi
I’hypothese que la diminution des TFH1 circulants chez les patients lupiques (Le Coz ef al.,

2013) pourrait étre due a leur migration dans les organes enflammés dont les reins. Au vu d’une
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part, de la courte durée du traitement et, d’autre part, d’un nombre relativement faible de
cellules exprimant CXCR3, il est difficile de privilégier une hypothése par rapport a une autre,
la réalité se situe probablement a I’interface des deux : un blocage de la migration des cellules
exprimant CXCR3 combinée a une baisse de diverses chimiokines permettant d’attirer les

cellules exprimant d’autres récepteurs aux chimiokines comme CXCRS, CCR1 ou CCRS.
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Enfin, I’intérét de notre étude était également de pouvoir mettre en lumiere une
éventuelle cible thérapeutique permettant un traitement plus spécifique que ceux actuellement
utilisés dans le cadre de la néphrite lupique. Le blocage de la voie CXCR3, plutot que le ciblage
de molécules/chimiokines impliquées dans la formation des OLT mais jouant également un role
au niveau des OLS (par exemple CCL19), semblait donc une alternative prometteuse. Nous

avons, en plus de la diminution de I’infiltration rénale par les leucocytes, pu observer une
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désorganisation quasi-totale des OLT suite a I’injection de la molécule AMG487 a des souris
malades. Les infiltrats résiduels ne contiennent quasiment plus de cellules stromales. Ces
changements s’accompagnent également d’une diminution de CCL19 et CXCL13 dans les
reins. Fait encore plus intéressant, il semble que le ciblage de la voie CXCR3 affecte la mise en
place des GC dans les reins, ce qui concorde avec la perte des OLT, mais n’influe pas sur la
proportion de plasmocytes ou de LB du GC dans la rate et les ganglions. Cela indiquerait donc
que notre stratégie thérapeutique exerce un effet ciblé n’ayant que peu d’impact sur la réponse
immunitaire en dehors des reins. Bien évidemment, il faudra confirmer ces résultats en
déterminant si les taux d’auto-anticorps circulants sont affectés ou non par notre traitement, en
réalisant une analyse poussée des OLS (par immunofluorescence par exemple) et vérifier que
les souris traitées sont capables de monter une réponse immunitaire normale en dépit du blocage
de CXCR3. De plus, si le traitement ne s’accompagne d’aucun effet fonctionnel majeur sur les
OLS nous pourrions alors détenir une potentielle preuve de la participation des OLT a la mise
en place de I’atteinte rénale et donc a la mise en place d’une réponse auto-immune locale. Pour
finir, il faut toutefois se demander si I’utilisation de la molécule AMG487 peut affecter d’autres
organes que le rein, comme les glandes salivaires. Il a en effet ét¢ montré que chez la souris
NOD, ['utilisation d’un anticorps neutralisant CXCR3 permet de réduire le nombre de LT
CD8'CXCR3" dans le tissu glandulaire et se traduit par une amélioration de 1’état de ’organe
(Zhou et al., 2018). La souris lupique NZB/W étant reconnue comme un mode¢le de lupus mais
¢galement de syndrome de Sjogren secondaire (Jonsson et al., 1987), nous avons voulu
déterminer si le blocage de CXCR3 pouvait affecter I'infiltration des glandes salivaires. De
maniére surprenante, blocage de CXCR3 chez des souris NZB/W malades ne semble pas
affecter le contenu en leucocytes des glandes salivaires contrairement a ce que 1’on peut
observer dans les reins (Figure 26A). Concernant les différentes populations de leucocytes il
semble y avoir une légére tendance a la diminution du nombre de LT CD4" et de LB (Figure
26B) et il est également possible de retrouver une tendance a la diminution de la proportion de
LT CD4"CXCR3" mais pas des LT CD8"'CXCR3", contrairement a ce qu’il était possible
d’observer chez la souris NOD. Il faut toutefois prendre en compte le fait que les pourcentages
de LT CXCR3" sont inférieurs dans les glandes salivaires en comparaison aux reins (8,5% de
LT CD4"CXCR3" dans les glandes salivaires contre 17,7% dans les reins). Cela indiquerait
alors une moindre implication de la voie CXCR3 dans I’infiltration des glandes salivaires,
expliquant ainsi pourquoi I’injection de la molécule AMG487 n’a que peu d’effets sur

I’infiltration des glandes salivaires. Ainsi, la voie CXCR3 serait majoritairement impliquée
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dans la migration des leucocytes dans les reins et son blocage représente alors une thérapie

ciblée et prometteuse.
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Chapitre 3 : Néogeneése, composition et ciblage des OLT : résultats

complémentaires.

I-Avant-propos.

Lors des deux études précédemment décrites, nous avons pu mettre en évidence la
présence d’OLT fonctionnels dans les reins de souris lupiques NZB/W et nous nous sommes
intéressés aux mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents a la formation de ces
structures. La Publication N°1 décrit la présence d’OLT fonctionnels dans les reins des souris
NZB/W présentant une atteinte rénale. Ces OLT sont caractérisés par un haut degré
d’organisation et contiennent des cellules stromales dont la production locale de diverses
chimiokines permet la structuration de I’OLT. En plus d’une organisation similaire aux OLS,
les OLT rénaux sont fonctionnels. Ils contiennent des LB en prolifération, et plus
particulierement des LB du GC ainsi que des TFH. L’enzyme AID est exprimée dans les reins
de nos souris et les TFH présents produisent diverses cytokines (dont I’IL21). L’ensemble de
ces facteurs indique que ces structures permettent la différenciation des LB et la production
locale d’auto-anticorps. Nous avons alors entrepris lors de 1I’é¢tude donnant lieu a la Publication
N°2, de déterminer les mécanismes induisant la formation des OLT dans notre modéle murin
de lupus, avec pour objectif futur de développer une éventuelle nouvelle approche pour le
traitement de la néphrite lupique. Ce travail montre que le développement des OLT est un
processus démarrant tres tot au cours de la maladie et que I’infiltration des reins par les cellules
immunitaires se fait avant méme le dépot rénal d’auto-anticorps/de complexes immuns. Les
infiltrats immunitaires rénaux précoces sont majoritairement compos¢s de LT activés exprimant
le récepteur CXCR3. Ces LT sont attirés en réponse a une augmentation de 1’expression des
trois ligands CXCL9, 10 et 11 et le blocage de CXCR3 permet de réduire la migration précoce
des LT. Finalement, le blocage de CXCR3, avant ou aprés la survenue de I’atteinte rénale,
permet d’empécher la formation ou de rompre les OLT formés et cela se refléte par une
amélioration de ’atteinte rénale.

Dans ce chapitre de résultats complémentaires, nous nous proposons, dans un premier
temps, de revenir plus en détails sur la caractérisation des OLT, en particulier sur la description
et le role des cellules stromales au sein des OLT. De plus, nous allons aborder la formation des
OLT, tant au niveau des étapes précoces et de la potentielle implication de divers facteurs décrit
comme impliqués dans la formation des OLS et/ou des OLT, qu’au niveau des étapes un peu

plus tardives avec une emphase sur la migration rénale des LB.
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II-Caractérisation approfondie et réle du stroma dans les OLT rénaux.
A) Caractérisation des cellules stromales dans les reins par cytométrie en flux.

La présence de cellules stromales dans le contexte des OLT a d’ores et déja été étudié
dans d’autres pathologies. La grande majorité de ces études se sont basées, comme c’est le cas
dans notre Publication N°1, sur des marquages sur coupes de tissus, comme par exemple dans
I’é¢tude menée par Link et ses collaborateurs (Link et al., 2011). Cependant, I’isolement de
cellules stromales permettrait d’obtenir un aspect plus quantitatif ainsi que de suivre plus
aisément leur mise en place au cours de la maladie.

Ainsi, parallélement a la mise en évidence de la présence de cellules stromales par
immunofluorescence sur coupes de reins, nous avons donc procédé a la mise au point d’un
protocole afin d’isoler les cellules stromales a partir des reins. Dans un premier temps, nous
avons procédé a la méme digestion que celle utilisée afin d’isoler les leucocytes rénaux en
augmentant simplement la quantité de collagénase D mais cette approche ne nous permit pas
d’obtenir des résultats satisfaisants (Figure 27A). Nous avons alors décidé d’utiliser également
de la dispase II et de procéder a la digestion sous forte agitation, avant de réaliser un gradient
de Percoll biphasique. Cette nouvelle digestion ne se révéla pas plus efficace par rapport a la
précédente et, de plus, elle semblait impacter la viabilité des cellules qui se trouvaient plus
difficilement séparables via le gradient de Percoll (Figure 27B). Nous avons donc décidé de
revenir a une digestion douce mais de modifier le gradient de Percoll. En effet, aprés de
nombreuses recherches, nous avons pu remarquer que certaines équipes avaient réussi a séparer
leucocytes et cellules stromales de la manicére suivante: les lymphocytes et cellules
mononuclées ainsi que les cellules endothéliales se localisent a I’interphase 75-40%, tandis que
les cellules épithéliales et les fibroblastes se retrouvent entre les phases 40 et 30%. Nous avons
¢galement voulu ajouter une étape d’enrichissement en éliminant les cellules immunitaires et
les globules rouges. Ce protocole nous a alors permis de visualiser une population de cellules
PDPN" et une population de cellules CD31". Cependant, nous n’avons pas réussi a clairement
mettre en évidence la présence de cellules du type LEC par cette méthode (Figure 27C). Cela
nous a conduit a finalement utiliser le protocole retrouvé dans les études du Dr Francesca

BARONE (Figure 27D) qui s’intéresse au stroma dans les glandes salivaires.
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Figure 17 : Aise au point de la digestion des reins afin d°isoler bes cellules stromales.
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L' ilerface emre les phases 80 e 3006 st collectée, enrichie en cellules dramales par tn négatil dliminanl les lencocyles
el les globules rouges avant analyse en eytométrie en flux,

¥y Drigestion des reing 43 minuies sows agitation dowce avec de ba collagdnase [ et de lo DMNase | puis digestion des
fragmeends restants aves collagénase 1, dispase Il of D¥Mas¢ |, Ennchissement en cellubes stromales par tri ndgatif
dliminant les leucocytes et bes globules rouges avant analyse par cytomséirie en Mux,

Ainsi, nous avons pu retrouver, apres digestion, les diverses populations stromales déja
mises en évidence dans la Publication N°1 sur coupes, a savoir : les FRC, les BEC et les LEC.

De plus, parmi les cellules CD45" EpCAM", nous avons pu retrouver des proportions de cellules
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stromales se rapprochant de celles des ganglions lymphatiques avec une majorité de cellules de
type FRC et BEC et une plus faible proportion de LEC (Figure 28). Il est toutefois important
de mentionner que les podocytes expriment également la podoplanine et que rien ne nous
permet d’affirmer que les cellules PDPN* que nous observons correspondent bien a des FRC.
Il faudra donc compléter cette analyse avec divers marqueurs de fibroblastes ou de podocytes
afin d’exclure la présence éventuelle de ces derniers. Néanmoins, ces résultats sont prometteurs
puisque qu’ils pourraient nous permettre de définir et de suivre précisément I’état de maturation
des cellules stromales durant le développement de la maladie lupique, comme cela a déja été

précédemment fait dans le contexte du développement des ganglions (Chai ef al., 2013).
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B) Les cellules stromales expriment de nombreux facteurs pouvant participer a

Porganisation des OLT.

Comme je 1’ai mentionné lors de l’introduction, les cellules stromales jouent de
nombreux rdles dans les ganglions lymphatiques. Elles produisent notamment diverses
chimiokines permettant le recrutement des lymphocytes et DC, ainsi que 1’organisation du
follicule B et de la zone T. Nous avons pu montrer dans la Publication N°1 que trois des
principales chimiokines sont présentes dans les OLT rénaux et que leur production est en partie
médiée par les cellules stromales : les FRC produisent CCL19, les FDC synthétisent CXCL13
tandis que CCL21 est associée aux vaisseaux lymphatiques formés par les LEC.

11 faut toutefois ne pas oublier que les chimiokines seules ne permettent pas I’entrée des
lymphocytes, que ce soit au sein des ganglions ou lors d’une inflammation. En effet, les cellules
immunitaires doivent interagir avec les cellules endothéliales, contact crucial permettant 1’arrét

des leucocytes et faisant interagir des molécules d’adhésion telles qu’ ICAMI1 ou VCAMI1
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(Shamri et al., 2005). De plus, lors de la mise en place des OLS, les cellules mésenchymateuses
se différencient en LTo et se mettent a exprimer [CAM1 et VCAMI, permettant le recrutement
des LTi et des lymphocytes. Nous avons alors émis 1’hypothése que les cellules stromales
présentes dans les reins des souris lupiques expriment, elles aussi, ce type de molécules. Et
effectivement, nous avons pu mettre en évidence, sur coupes et par cytométrie, une expression

d’ICAMI par les FRC et les LEC présentes dans les OLT (Figures 29 A et B). Les cellules

A e AL Hor
B
] Irrl'| Cellules non marquées
FRC
BEC

Figmre 19 1 Les cellules stromales expriment des molecules d' wdhésion dans les OLT rénao.
Aj s coupes de rens de sours MO malades onl €12 marqueées avee des anticorps anli=FOPN & anti=-1CAMT ou
anti-MadCAMI, La bame d"&chelle reprisemte S0pm et e grossissement éian de 200k

) Expression d'ICAMI par les cellules stromuales des OLT rénaux déierminée par cvioméiric en flax

stromales, de par I’expression de cette molécule d’adhésion, pourraient participer a la rétention

des leucocytes dans les OLT rénaux chez les souris lupiques apres avoir permis leur attraction
via la production de chimiokines. En revanche, il fut surprenant de noter que la molécule
MadCAMI1 se trouvait €galement exprimée par les cellules stromales présentes dans les
infiltrats rénaux (Figure 29A). Cette derniére est normalement exprimée par les HEV présentes
dans des ganglions drainant des sites muqueux ou au niveau du sinus sous-capsulaire. La
localisation des OLT étudiés ici, ainsi que 1’absence de sinus, nous invite alors a nous interroger
sur I’éventuelle implication de cette molécule dans ce contexte.

Le role des cellules stromales de ne se limite cependant pas a l’expression de
chimiokines et de molécules d’adhésion. Les FRC présentes dans les ganglions lymphatiques

produisent du collagéne qui permet la formation de conduits facilitant la diffusion des antigénes
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solubles a partir de la lymphe (Gretz et al., 2000). Les FRC présentes dans les OLT rénaux
semblent produire également du collageéne de type IV (Figure 30A), et bien que cela ne prouve
en rien la présence de conduits, cela conforte la proximité phénotypique des FRC des OLT avec
leur équivalent ganglionnaire. La fibronectine et la laminine sont également présentes dans les
OLT chez la souris NZB/W et seraient exprimées par les FRC et les LEC respectivement
(Figures 30 B et C). Ces molécules de la matrice extracellulaire interviennent dans les étapes
faisant suite a la transmigration des leucocytes, elles pourraient alors intervenir dans la

migration et le positionnement des leucocytes dans les OLT.

FOF Codlll TV

A

Figure 30 ; Les cellules stromales expriment des mobécales assocites 4 la production de matrice extracellulzire
damns les OLT rénaus.

Des coupes de reins de spuris NZB'W malades oni dié manguiées avee des anticorps anti-FDPM et anti-collagbne TV (A
anti=-POPN et anti-fbronectine (3 et anti-Lyve] @ anti-laminine. La barre d'échelle représente SOpm &1 les grossisdie.
mmeents Gtaend die 200 e 630K (mengel
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Bien que ces résultats soient préliminaires, ils nous permettent d’imaginer de manicre
plus précise comment les cellules stromales participent a la structuration des OLT et ils
semblent également nous indiquer que les cellules que nous observons dans les OLT présentent

un certain nombre de caractéristiques proches de leurs comparses présentes dans les ganglions.

O) Qu’en est-il du stroma chez I’homme au cours du lupus ?

La présence d’OLT rénaux a également été décrite chez les patients lupiques (Chang et
al., 2011 ; Liarski et al., 2014). Ces ¢études ne sont ce sont pas attardées sur les cellules
stromales a 1’exception des FDC. Cependant, les résultats présentés ici nous invitent fortement
a nous intéresser au stroma rénal chez I’Homme. Bien que trés préliminaires, mes résultats
montrent une augmentation de la taille des vaisseaux PDPN' dans les reins des patients
présentant une forte infiltration lymphocytaire (Figure 31). Il est donc possible que, chez

I’Homme également, il y ait une modification du compartiment stromal dans les reins.
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Figure 3 : Modification du compartiment stromal dans bes reins de patients luplgues,
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Les résulials sond reprdsenids sous la ferme d une movenne:SEM

D) Le role du stroma dans le développement des OLT et de la néphrite lupique.

Au vu des divers roles potentiels su stroma en contexte lupique décrits précédemment,

nous pensons qu’il peut jouer un réle important dans la formation des OLT et le développement
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de la néphrite lupique. Nous avons alors voulu déterminer les implications respectives du
stroma et des leucocytes lupiques dans le développement des OLT et de la néphrite. Pour
répondre a cette question, sachant que les cellules stromales sont radiorésistantes, nous avons
procédé a une expérience préliminaire de transfert de moelle osseuse entre des souris lupiques
NZB/W (BW) et des souris controles de méme haplotype issues du croisement BALB/c*NZW
(BC/W).
Nous avons procédé comme suit, en utilisant des souris jeunes (11 a 12 semaines) :
=> De la moelle de souris lupiques BW a été injectée a des souris BC/W irradiées (présentant
un stroma non lupique) : groupe BC/W
=>» De la moelle de souris BC/W a été injectée a des souris NZB/W (présentant un stroma
lupique) : groupe BW
=> De la moelle de souris BC/W a été injectée a une souris BC/W : groupe Ctrl
= De la moelle de souris NZB/W a été injectée a une souris NZB/W : groupe Ctrl”
I1 est toutefois important de noter ici que la souris servant de contrdle positif est décédée avant
le sacrifice final a la fin de la manipulation, en présentant de forts taux d’auto-anticorps qui
précéderent le développement d’une atteinte rénale et d’une mort rapide. Nous avons donc, pour
la suite des expériences (ELISA et marquages sur coupes), utilisé€ une souris NZB/W malade

afin de pouvoir avoir un comparatif positif vis-a-vis de nos autres souris.

1.Implication du stroma dans le développement des OLT.

Au vu des nombreux roles que peuvent jouer les cellules stromales dans les OLT, nous
avons tout d’abord voulu déterminer I’impact de notre protocole expérimental sur la formation
des OLT rénaux. Dans un premier temps, nous avons remarqué que la souris Ctrl” ne présentait
que de petits infiltrats similaires a ce que ’on a déja pu observer chez certaines souris BC/W,
bien loin de la forte infiltration de cellules immunitaires existant chez les souris NZB/W
malades. Cependant, nous avons observé de fagon surprenante, que ni le groupe BC/W ni le
groupe BW ne présentaient d’infiltrats importants comparables a ceux retrouvés chez une souris
lupique (Figure 32A). Ces infiltrats se trouvent étre de taille intermédiaire et majoritairement
localisés au niveau médullaire et, de plus, ils ne présentent aucun des signes caractéristiques
des OLT, comme par exemple la ségrégation T/B (Figure 32B). Cela suggére alors que le
stroma lupique seul n’est pas suffisant pour générer des OLT, mais qu’il semble requis afin
d’induire un processus de néogenése lymphoide optimal. Cela confirme des résultats obtenus

précédemment par Adalid-Peralta et ses collaborateurs qui ont montré que des facteurs
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intrinséques aux leucocytes et aux reins chez la souris NZB/W étaient nécessaires pour le

développement de la néphrite lupique (Adalid-Peralta et al., 2008).
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L3es coupes de rems de souns BALBS®*NEW avam regu de la moclle de soures BABY (BLUW) €1 de sours MEOE Y
avanl regu de la moelle de souns BALRBGE*MNAW [(BW) oml &8¢ marquess avee des anticorps anfi-CLMS (A) et
anli=CL ante:- 220 (13), kB souns Ol comespond 8 une wouns BA LR C"NAW avant regu de la moelle de souns de
méme souche ¢of la Cirl” comespongd & wne souns NARMW malade. La bame d'échelle représente SOpm et les
grossissements Slxient de |y ot 200,

lLes résulinis sont représentés sous la forme d'une movenme25EM et chaque point représente un infilirad. ns ; non

significatif (Mann-Whitney) _
2.Implication du stroma/des reins dans le développement des auto-anticorps et de la
néphrite.

Nous venons de voir que le stroma et les leucocytes sont importants pour la génération
d’OLT au cours du lupus. Mais qu’en est-il de la réponse auto-immune globale ? En effet, les
modifications du compartiment stromal ganglionnaire au cours de la maladie lupique
(mentionné dans les paragraphes précédents) suggerent une implication du stroma dans la
rupture de tolérance et la production d’auto-anticorps. Ainsi, nous avons étudié, dans un premier
temps, la présence des IgG anti-chromatine et anti-ADNdb dans le sérum de nos souris. Nous
avons pu noter qu’il n’y avait pas de différence entre les deux groupes en ce qui concerne la
production globale des auto-anticorps (Figure 33A). Cette similitude se retrouve également au
niveau des dépots rénaux d’IgG et/ ou de complexes immuns (Figure 33B). Ce dernier résultat

est fort intéressant car malgré des dépdts similaires, il y a une différence d’infiltration rénale,
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ce qui suggere que le dépot de complexes immuns n’est pas le seul facteur responsable de
’attraction des cellules immunitaires, renforgant ainsi les résultats que nous avons obtenu chez

les souris NZB/W jeunes dans la Publication N°2.
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Figure 33 : Rale du stroma dans la production des anio-anticerps.

Les proupes décrits 121 sont similames & ceux présentés on Figare 32,

A) DMitection des 1gls anti-ADNdb et anti=chromatine par ELISA
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Cette expérience, bien que préliminaire, nous apporte également une occasion de
déterminer si le stroma et/ou les OLT participent au développement de la néphrite lupique. La
coloration des coupes de reins avec de I’acide périodique et du réactif de Schiff nous a permis
d’observer 1’étendue des dommages rénaux de manieére semi-quantitative. Comme attendu, la
souris utilisée en tant que Ctrl” présente des 1ésions glomérulaires et tubulaires couplées a une
infiltration immunitaire tandis que la souris Ctrl” ne présente aucun dommage rénal (Figure
34). En revanche, les deux groupes de souris BC/W et BW sont similaires et présentent a
nouveau un phénotype intermédiaire, comme décrit ci-dessus pour I’infiltration des cellules

immunitaires, et ne différent pas.

Cirl
L=
N >
iy
. %
=
3% j
ot I 1
BCW
; ; ’ .f-';'. ey
i f .\':J , - - !
’ T - 3 i - 1
by Ay f
ot 4 i
4 ...'}‘i 5 I s a AT \
) = & R + -
g 1Y : LT
% o 3 1 e M e
r b = ! } 4
1, .. i ol L | b .. %
A — e A e
dih -
ik 4 — =
E s
-
o 2k -
=
-]
=
1 - ‘ . \ ‘ \
il
'] L T L T
el HCW B Cirl”
Figure 34 : Influence du stroma sur ks dommages rénaux.
Les groupes décrits ici soni similaires & ceux présentés en Figare 32,
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En conclusion, bien qu’il soit difficile de conclure en raison du faible nombre
d’animaux, il semble que des défauts intrinseques aux leucocytes mais également au stroma
(aux reins eux-mémes ?) soient requis pour une forte infiltration immunitaire et le
développement d’OLT dans les reins. De plus, en dépit d’une production systémique d’auto-
anticorps « normale » et de dépdts rénaux similaires, les dommages rénaux sont moins séveres
dans le cas ou nous n’avons pas pu observer d’OLT, suggérant leur implication dans la
physiopathologie de la néphrite lupique et appuyant I’importance des résultats obtenus dans les

Publications N°1 et N°2.

A) Le trafic des LT naifs dans les reins de souris lupiques.

Nous nous sommes précédemment essentiellement focalisés sur les LT activés-
mémoires exprimant CXCR3. Cependant, la présence de HEV et le recrutement des LT naifs
est une caractéristique importante des OLT. Nous avions précédemment pu noter que les reins
de souris NZB/W jeunes et malades contenaient des LT naifs (Publications N°1 et N°2),
résultat que nous avons également confirmé par immunofluorescence sur coupes (Figure 35A).
Etant donné leur faible nombre il ne semble pas essentiel au premier abord de pousser plus loin
I’analyse de ces cellules. Toutefois, comme indiqué ci-dessus, les LT naifs jouent un role
important dans divers contextes de néogenese lymphoide et ils pourraient, dans le cas des reins,
étre recrutés localement dans les OLT avant de s’activer et de pouvoir jouer des actions
déléteres au niveau rénal ; cela renforcerait également I’idée que nos infiltrats représentent des
structures lymphoides et non de simples infiltrats inflammatoires. Nous avons donc voulu
déterminer, comme dans le cas des LT activés, les mécanismes sous-jacents a la migration
rénale des LT naifs. Dans les ganglions lymphatiques, ces derniers entrent par le biais des HEV
dont I’expression de PNAd permet ’interaction avec les lymphocytes naifs exprimant CD62L
(von Andrian et al., 2003). Nous avons mis en évidence présence de ce type de vaisseaux dans
les reins de souris NZB/W malades (Publication N°1). Ces HEV sont également présentes dans
les reins de jeunes souris NZB/W (Figure 35B), suggérant que comme dans les ganglions (et
chez les souris malades), la migration des LT naifs pourrait se faire par I’intermédiaire de ces
vaisseaux particuliers. Toutefois, lors de leur migration dans les ganglions les lymphocytes
naifs ont également besoin de signaux chimiotactiques afin de les guider vers les HEV et
d’induire I’expression de molécules d’adhésion permettant leur arrét. Pour ce faire, les HEV
produisent la chimiokine CCL21 et acqui¢rent a leur surface la chimiokine CCL19

(Baekkevold et al., 2001). La présence de ces deux chimiokines est 1’'une des caractéristiques

[212]



Pi-iisk
Tl L)

ii-1d=i
IR

<Ny
A

{. ERl ] (L]
11-1 4k
NP
III"I
[
LY

(1] ’L‘ T r
: =1 =

Figare 35 : Le trafic des LT natls chez les jeuncs sonris NEBAWY,

s coupes de reins de sounis MZRW jeumes ef malades ont é1é marquées avec des anticonps ami-C D3 +anti-C D620 (A)
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Les résultals sond représentés sous |la forme d 'une movennetS B représentant un factewr d° mduction par rapport aux
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des OLT rénaux chez les souris malades (Publication N°1). Nous avions pu remarquer par
gPCR que I’expression de CCL19 semblait commencer des I’age de 12 semaines chez les souris
NZB/W et nous avons confirmé la présence de cette derniére sur coupes en
immunofluorescence (Figure 35C). En revanche, dans le cas du second ligand de CCR7, a

savoir CCL21, nous n’avons pas détecté de différence d’expression de I’ARNm entre les reins
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de souris saines BALB/c et de souris lupiques NZB/W (peu importe leur age). Ce résultat est
surprenant sachant que nous avons mettre en évidence la protéine CCL21 dans les OLT, entre
autre associée aux vaisseaux lymphatiques (Publication N°1 et Figure 35D). Plusieurs
hypotheses s’offrent a nous pour expliquer cette discordance. La premiére pourrait étre que la
régulation se fait & un niveau post-transcriptionnel comme cela se trouve étre le cas pour de
nombreuses chimiokines (Fan et al., 2005). La seconde vient du fait qu’il existe trois variants
de CCL21 : CCL21a, CCL21b et CCL21c (Lo et al., 2003). Le premier est exprimé de fagon
constitutive au niveau des OLS tandis que les deux suivants sont inductibles au niveau des tissus
périphériques (comme les poumons) et leur expression ne dépend pas de la voie de la
lymphotoxine. Les primers que nous avons utilisés permettent d’identifier les trois formes et il
est alors possible que nous n’observions pas de différences si seule I’une des trois formes est
augmentée dans les reins. La troisiéme hypothése repose sur le fait que les podocytes sont
capables de produire la chimiokine CCL21 or, la perte de ces cellules est I’'une des
caractéristiques de la néphrite lupique. Il est alors envisageable que la hausse de CCL21 induite
par les cellules présentes dans les infiltrats soit compensée par une diminution au niveau du
compartiment glomérulaire. Cette derniére hypothése pourrait étre vérifiée en réalisant une
micro-dissection laser des infiltrats présents dans les reins de souris lupiques NZB/W. Nous
avons tenté de réaliser ce type d’expérience, en collaboration avec une équipe travaillant sur la
neurobiologie des rythmes, mais nos essais se sont révélés infructueux.

En conclusion de ce paragraphe, nous avons montré la présence de LT naifs dans les
reins de souris lupiques jeunes et malades. La migration de ces cellules se ferait, comme dans
les OLS, a travers les vaisseaux HEV et ce, suite a une attraction par les chimiokines CCL19 et

CCL21.

B) Les cytokines potentiellement impliquées dans la néogenése lvmphoide rénale.

Nous avons pu mettre en évidence 1’implication du récepteur CXCR3 et de ses trois
ligands et suggéré celle de CCL19 et CCL21, dans la migration précoce des LT effecteur-
mémoires et naifs au niveau des reins et donc dans la formation des OLT. Cependant, on peut
envisager que d’autres chimiokines ou cytokines jouent un rdle dans 1’attraction des leucocytes
et dans la mise en place de ces structures ectopiques.

La cytokine BAFF exerce des fonctions multiples au niveau des GC ainsi que dans la
survie et la différenciation des LB. C’est pourquoi de nombreuses équipes se sont intéressées a
son rdle au cours du lupus, Zhang et ses collaborateurs ayant, par exemple, corrélé le taux de

BAFF avec celui des anticorps anti-ADN db (Zhang et al., 2001). En ce qui concerne le rein,
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une expression accrue de BAFF dans les reins, associée a une augmentation de signalisation en
aval, a ét¢ montrée chez les patients lupiques (Ge et al., 2017). De plus, I’induction d’une
néphrite par injection d’IgG anti-nucléosomes chez des souris lupiques déficientes pour
I’enzyme AID s’accompagne d’une production rénale de BAFF et de la formation d’OLT
(Kang et al., 2017). Dans cette seconde étude, BAFF se trouve étre nécessaire pour induire la
formation des OLT et pour positionner les LT dans les glomérules, elle pourrait alors jouer un
role dans notre contexte. Nous avons donc recherché I’expression de BAFF par qPCR dans les
reins de souris lupiques de différents ages et de souris saines jeunes. Bien que faible, une
augmentation significative de ’ARNm de BAFF dans les reins de jeunes souris NZB/W par

rapport aux reins de souris contréles BALB/c est observable (Figure 36A).
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L’expression de BAFF semble également augmenter avec la progression de la maladie. Cette
cytokine pourrait donc étre impliquée dans le processus de néogenese lymphoide dans notre
modele. Cependant, dans le cas des étapes précoces, les premiers infiltrats sont localisés au
niveau du hile, en partie médullaire, et I’étude précédemment citée fait référence au fait que

I’absence de BAFF n’affecte pas la migration des leucocytes dans les reins mais uniquement
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leur localisation glomérulaire. Nous avons alors examiné les glomérules de souris saines et
lupiques jeunes ainsi que de souris lupiques malades. Comme il est possible d’observer en
Figure 36B, des LT sont bien présents dans les glomérules de souris malades mais totalement
absents des glomérules de souris jeunes agées d’environ 12 semaines (lupiques comme saines).
De plus, le mode¢le utilisé lors de cette étude est induit et repose sur une inflammation médiée
par les auto-anticorps, ce qui différe de notre modele spontané chez qui les premicres étapes
semblent indépendantes des anticorps. Nous pensons donc que, bien qu’exprimée tot dans les
reins, BAFF ne serait pas impliquée dans les premicres étapes de migration des LT et
interviendrait plus tard lors du développement de la maladie.

D’autres cytokines telle que I’'IL17A ou I’IL22 ont ét¢ impliquées dans la formation des
OLT dans d’autres situations physiopathologiques. L’IL17A a par exemple été décrite comme
jouant un role dans la formation des iBALT suite a une infection par P. aeruginosa (Fleige et
al., 2014) tandis que I’'IL22 est requise pour la formation des OLT inductibles au niveau des
glandes salivaires suite a 1’injection d’un adénovirus neutralis¢ (Barone et al., 2015). Dans les
deux cas, ces cytokines permettent la synthése de chimiokines homéostatiques (respectivement
CXCL12 et CXCL13) qui vont alors participer a 1’organisation des OLT. Nous appuyant sur
ces données et ayant également décrit la présence de chimiokines homéostatiques (CCL19,
CCL21 et CXCL13) dans les OLT rénaux au cours du lupus, nous avons analysé la production
des cytokines IFNy, IL17A et IL22 par les leucocytes dans les reins de souris NZB/W malades
par cytométrie en flux. Nous avons retrouvé une forte production d’IFNy dans les reins de souris
NZB/W (Figure 37A), ce qui pourrait correspondre a une accumulation de Th1 dans les reins.
Cela semble en accord avec le fait que la majorité des cellules produisant cette cytokine au
niveau rénal sont des LT (Figure 37B) et avec la forte proportion de LT exprimant CXCR3
dans les reins. Cela semble confirmer une précédente hypotheése formulée dans notre équipe, a
savoir que la diminution des TFH1 en circulation chez les patients (Le Coz et al., 2013) pourrait
étre due a leur migration vers les tissus (dont les reins). Une faible quantité¢ d’IL17A a été
¢galement retrouvée dans les reins de souris NZB/W et sa production semble majoritairement
assurée par les LT (Figures 37A et 37B). Cela semble étre en accord avec la littérature puisque
chez la souris NZB/W comme MRL/Ipr, une faible production rénale d’IL17A a précédemment
¢té décrite (Schmidt et al., 2015 ; Steinmetz et al., 2009). 11 faut toutefois noter que son
implication dans la néphrite lupique est sujet a controverse puisque diverses études semblent
indiquer un role de cette derniére ainsi que des Th17 dans cette pathologie (Voir introduction,
partie 2, paragraphe III), tandis que le travail de Schmidt et de ses collaborateurs a démontré

que I’'IL17A, contrairement a I’TFNy, n’était pas impliquée dans la physiopathologie de la

[216]



PS¢
ILiTA

=
=
-

L1

] i 1 al r
| | CTHE IFY  CTHETILITAT ORI
- L L T 1 1

% Among Bilney Cells

i

e Among CT%+ Cells
W
[

-

T zells Man 1 eclls I eells Mom T oy I exlis M™Mon 1 cells
T 1y LT’ [T &I nLaz’ (TS

Figare 37 = Froduction cytokinigue dans bes OLT.

Aj Le pourcentage de bewcocyies produizant de I'IFMNy, de UIL1 78 oude 11122 dans bes reins de souns NABOW malades
ol é8é détermmes par cytomeéne en (lux.

1) Powrcendages die LT ¢ de leucocyles smon To produisant de UIFRy, de2 PIL1TA ou de P1L22 parmi les leucocyies
rémauy de sowris NARW malades

Les résuliats sont représentds sous Ia forme d'une moyenne=SEM. **p=000 ; ***p<(L00] (Mann-Whitney)

néphrite lupique (son absence/blocage ne protégeant ni les souris MRL/Ipr ni les souris NZB/W
quant a la survenue d’une néphrite) (Schmidt ez al., 2015). De plus, dans 1’éventualité ou
I’IL17A/les Th17 seraient impliqués, dans la formation des OLT rénaux/la survenue de la
néphrite lupique, il est intéressant de mentionner qu’une étude a montré que leur recrutement
dépendait, de maniére similaire aux cellules Th1, du récepteur CXCR3 (Steinmetz et al., 2009).

Une thérapie ciblant CXCR3, telle que nous I’avons mise en ceuvre, pourrait alors jouer

[217]



¢galement sur les Th17 et nous ne pouvons exclure leur implication dans notre contexte.
Finalement, nous avons remarqué qu’il y avait également une faible quantité d’IL22 produite
par les leucocytes dans les reins de nos souris NZB/W malades (Figure 37A). Il nous est
cependant impossible pour le moment de déterminer si elle est ou non impliquée dans la
formation des OLT. Nous pouvons seulement mentionner que les LT ne sont pas les seuls a
produire cette cytokine parmi les leucocytes rénaux (Figure 37B) et que la proportion de
cellules produisant cette derniére se trouve supérieure a celle décrite dans 1’étude de Barone et

ses collaborateurs chez qui les LT étaient les principales cellules productrices.

C) Implications des molécules nécessaires aux premicres étapes d’ontogenése

Ivinphoide dans le contexte des OLT ?

Au cours du développement embryonnaire, les LTi colonisent 1’ébauche du ganglion
lymphatique et interagissent ensuite avec les cellules présentes (LEC et cellules
mésenchymateuses) afin d’initier le recrutement de davantage de cellules et la différenciation
des cellules mésenchymateuses en LTo puis en cellules stromales. Chez 1’adulte, il subsiste des
cellules similaires aux LTi qui, dans le cas de la néogenése lymphoide, pourraient jouer le méme
role que les LTi au stade embryonnaire. Il a déja été montré que ces « LTi-like » sont impliqués
dans le développement d’OLT en utilisant des mod¢les favorisant leur survie (Meier et al.,
2007) ou dans lesquels ils sont absents (Link ef al., 2011). L’implication de ces cellules lors de
la mise en place des OLT rénaux au cours du lupus reste cependant a déterminer. En utilisant
le marqueur CD4 avec une combinaison permettant d’exclure les LB, LT et cellules myéloides,
nous avons pu mettre en évidence dans la rate et dans les reins, la présence d’une faible
proportion de cellules pouvant correspondre a des « LTi-like » (Figure 38A). II est toutefois
impossible avec le peu de marqueurs utilisés, de déterminer s’il s’agit réellement de LTi-like.
De plus, nous ne sommes pas non plus en mesure de déterminer pour I’instant s’ils jouent ou
non un réle dans le développement du stroma/des OLT. Il existe cependant des études ou
I’absence de LTi n’empéche pas la formation des OLT. C’est le cas par exemple des OLT se
formant dans la thyroide suite a I’expression ectopique de CCL21 (Marinkovic, 2006). Dans
ce cas, I’absence du facteur de transcription 1d2 n’impacte pas la formation des OLT car dans
ce contexte, ce sont des LT CD4" qui remplacent les LTi et qui initient la formation des OLT
en interagissant avec des DC. Il est donc fortement envisageable que dans le contexte lupique,
les LT jouent le role des LTi, d’autant plus que nous avons montré que certains expriment
RANKL, une molécule exprimée par les LTi et impliquée dans le développement des OLS.

Comme il est possible d’observer en Figure 38B, les LT de la rate ainsi que les LT des OLT,
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expriment RANKL et cela dans des proportions similaires. Nous avons également pu détecter
des LT exprimant RANKL par immunofluorescence directement dans les infiltrats rénaux chez

la souris NZB/W (Figure 38C). Finalement, nous avons mesuré 1I’expression de RANKL dans
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les reins par qPCR : Une augmentation de I’expression de RANKL est détectée des 1’age de 17-
20 semaines chez les souris lupiques (Figure 38D). Ces résultats suggerent que les LT
exprimant RANKL pourraient jouer le role de LTi-like dans les OLT rénaux et participer a leur
formation. Cependant, I’expression de RANKL étant plus tardive que I’infiltration immunitaire
rénale, les LT RANKL" ne seraient pas impliqués dans les étapes les plus précoces de la
néogenese lymphoide.

Outre RANKL, la seconde molécule importante lors de la formation des OLS est la LT.
Les LTi, via leur expression de lymphotoxine, sont capables d’interagir avec les LEC, les BEC
et les cellules mésenchymateuses, induisant le remodelage des structures lymphatiques et
sanguines tout en permettant la différenciation des cellules mésenchymateuses. Il est donc fort
possible que dans le contexte des OLT rénaux, la LT joue un role dans la différenciation locale
en cellules stromales (telle que la différenciation en HEV (Onder et al., 2013)) et dans la mise
en place des OLT. L’expression de la LT démarre, comme celle de RANKL, chez les souris
du groupe 17-20 semaines et augmente avec la progression de la maladie (Figure 39A). Elle
semble donc également pouvoir étre impliquée dans la mise en place des OLT sachant que,
comme RANKL, elle peut étre exprimée par les LT activés.

Finalement, ayant pu remarquer que I’expression de RANKL et de la LT
commengaient a 1’age de 17 a 20 semaines chez les souris NZB/W, nous avons recherché la
présence de cellules stromales dans les reins des souris de cette tranche d’age. Les infiltrats
rénaux observés chez les souris de 17-20 semaines contenaient des cellules stromales
représentaient les premiers dans lesquels nous avons pu retrouver ce type de cellules (Figure
39B). Cela suggere fortement que ces deux molécules sont impliquées dans le développement
rénal des cellules stromales présentes dans les OLT, d’autant que 1’expression du récepteur de

la LTP a été mise en évidence lors de I’inflammation rénale (Seleznik et al., 2015).
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D) Peut-on mettre en évidence le point de départ précis de la mise en place des

OLT?

Durant notre étude, nous avons analysé les reins de souris NZB/W de 11 a 13 semaines
en comparaison a des reins de souris saines BALB/c de 12 a 14 semaines. Cela nous a permis
de montrer que la formation des OLT est un processus précoce et que les premicres cellules
infiltrant les reins sont principalement des LT. On peut toutefois se demander si chez les souris

NZB/W, cet age correspond vraiment au point de départ de mise en place des OLT. Si tel est le
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cas, nous devrions retrouver une composition leucocytaire rénale similaire a celle des BALB/c
chez les souris NZB/W plus jeunes. Il semblait donc intéressant d’analyser les reins de souris
NZB/W de 7 a 8 semaines, age a partir duquel le systéeme immunitaire est mature. Nous n’avons
pas observé de différence entre les proportions de leucocytes isolés a partir des reins de souris
saines et lupiques de 7-8 semaines, mais avons notéune tendance a une augmentation du nombre
total de leucocytes rénaux (mais restant inférieur aux souris NZB/W de 11 a 13 semaines)

(Figure 40A). Ceci suggere que I’infiltration immunitaire des reins débuterait déja chez des
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souris NZB/W de 7 a 8 semaines. Si I’on s’intéresse a la répartition des différentes populations
leucocytaires, nous pouvons voir en Figure 40B que les reins de souris NZB/W agées de 7 a 8
semaines contiennent une plus grande proportion de LT, une proportion équivalente de DC et
une proportion inférieure de cellules CD11b" en comparaison a des souris BALB/c
(Publication N°2 et résultat non montré). En revanche elles présentent une proportion
supérieure de DC et Iégérement inférieure de LT si on les compare aux souris NZB/W de 11 a
13 semaines (Publication N°2 et résultat non montré). Ces souris NZB/W de 7 a 8 semaines
représenteraient un stade encore plus précoce d’infiltration rénale et donc une « étape

intermédiaire » entre le statu sain et ce que I’on peut observer chez les souris NZB/W de 12
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semaines. Des observations similaires au niveau du phénotype des LT rénaux, naifs (Figure
40C) et exprimant CXCR3 (Figure 40D) confirment donc que nous sommes en présence d’un
infiltrat trés précoce. Ce résultat est fort intéressant car il nous indique que dés I’instant ou le
systtme immunitaire est mature, des LT infiltrent les reins des souris lupiques. Bien
¢videmment, il faudrait compléter ces résultats par des marquages immunofluorescents sur
coupes de reins de souris NZB/W agées de 7 a 8 semaines, comparer a des souris saines du
méme age et évaluer I’expression de chimiokines au niveau des reins. Il faut toutefois noter que
cette infiltration encore plus précoce que ce que nous avions imaginé n’est pas impossible
puisqu’une étude a pu démontrer que les cellules mésangiales provenant de souris NZB/W du
méme age (7-8 semaines), présentaient une production accrue de CCL2/MCP-1 en réponse a

une stimulation au LPS par rapport aux mémes cellules issues de souris saines (Ka et al., 2007).

IV-Migration rénale des I.B et progression vers POLT fonctionnel.
A) Attraction et évolution des L.B dans les reins au cours du lupus.

Dans le chapitre 2, nous avons pu voir que les OLT se développent avant méme que les
auto-anticorps sériques et les dépots glomérulaires ne soient détectables (Publication N°2). Ces
premiers infiltrats sont majoritairement composés de LT, cependant, des LB sont présents dans
les OLT matures chez les souris malades (Publication N°1). C’est pourquoi nous avons
entrepris de déterminer la cinétique et les mécanismes impliqués dans la migration des LB dans
les reins au cours du lupus.

I1 est possible d’observer en Figure 41 A que les petits infiltrats présents chez les souris
NZB/W de 11 a 13 semaines ne contiennent quasiment aucun LB (comme décrit dans la
Publication N°2) au contraire des animaux de 17 a 20 semaines. Ces infiltrats sont de taille
supérieure a ceux présents chez les souris plus jeunes mais ne présentent pas encore
d’organisation en zone T et zone B distinctes et restent bien modestes en comparaison a ce que
I’on peut observer chez des souris présentant une atteinte rénale. Ces premiers résultats
suggerent que la migration des LB dans les reins de souris lupiques débute vers I’age de 17 a
20 semaines. Des résultats obtenus par cytométrie en flux confirment cette premiere observation
sur coupes (Figure 41B).

Pour comprendre les mécanismes sous-jacents a la migration des LB dans les reins, il
faut se référer a ce qui se passe en conditions physiologiques. Dans les OLS, les LB sont attirés
par la chimiokine CXCL13 grace a I’expression du récepteur CXCRS a leur surface (Legler ef
al., 1998). 1l se pourrait donc que, comme dans le cas des ganglions lymphatiques, les LB

infiltrent les reins en réponse a une production locale de CXCL13. Il est a noter cependant que
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des études ont décrit une diminution de CXCRS a la surface des LB dans le cas du lupus et de
la polyarthrite thumatoide (Henneken ez al., 2005). Nous avons cependant pu montrer par
cytométrie en flux que les LB présents dans les reins de souris NZB/W malades exprimaient
bien le récepteur CXCRS a un plus fort niveau que les autres cellules immunitaires présentes

L’expression de CXCL13 dans les reins de souris NZB/W a été

dans les reins (Figure 42A).
mise en évidence dans la Publication N°1 a partir de I’age de 24-27 semaines mais pas chez les
souris du groupe <20 semaines. Cependant, si I’on regarde plus en détails ce dernier groupe,
I’expression de I’ARNm de CXCL13 n’est pas augmentée dans les reins de souris NZB/W
agées de 11-13 semaines (ce qui expliquerait la quasi absence de LB dans les infiltrats rénaux
chez les souris de cet age) mais commence a augmenter chez les souris lupiques de 17-20 au
fur et a mesure du développement de la pathologie rénale parallelement a I’infiltration des LB
(Figures 42B et 41 B). Cette chimiokine peut également étre détectée par immunofluorescence
dans les petits infiltrats immunitaires présents dans les reins de souris du groupe 17-20 semaines
(Figure 42C). Nos résultats supportent I’hypotheése selon laquelle CXCL13 pourrait &tre

impliquée dans la migration des LB dans les reins au cours du lupus.
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B) Les FDC sont-elles les principales productrices de la chimiokine CXCIL13 ?

Dans les ganglions lymphatiques, ce sont les FDC et les MRC qui représentent les
principales sources de la chimiokine CXCL13 et qui jouent un role dans I’organisation spatiale
du follicule B (Ansel et al., 2000). Les OLT sont dépourvus de capsules et au jour
d’aujourd’hui, aucune étude n’a pu mettre en évidence la présence de MRC dans les OLT, nous
nous sommes donc intéressés aux FDC. Nous avons d’ores et déja montré la présence de FDC
dans les OLT rénaux chez les souris NZB/W malades dans le chapitre 1 mais pas dans le cas
des petits infiltrats présents dans les reins de souris agées de 11 a 13 semaines (Publication
N°2). En revanche, il est possible de détecter des FDC dans les infiltrats rénaux chez les souris
du groupe 17-20 semaines (Figure 43). Les FDC sont donc de bonnes candidates quant a la
production rénale de CXCL13 au vu des cinétiques concordantes de I’infiltration des LB, de

I’expression de CXCL13 et de leur détection. Nous avons d’ailleurs mis en évidence dans les
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OLT chez des souris NZB/W malades, des cellules exprimant a la fois CD35 et CXCL13
(Chapitre 1). Ces résultats nous indiquent alors que dans le contexte des OLT rénaux, les FDC
semblent capables de produire CXCL13 et seraient donc impliquées dans le recrutement rénal
des LB au cours du développement de la maladie, comme cela est le cas dans les ganglions

lymphatiques.
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Il faut toutefois noter que, la chimiokine CXCL13 est détectée dans la totalité¢ de
I’infiltrat alors que les FDC restent localisées en des zones bien précises. Une hypothése
consiste a envisager que la chimiokine serait produite localement par les FDC et diffuserait
ensuite dans ’infiltrat. Par ailleurs, si ’on en revient a la quantification de la proportion
d’infiltrats présentant un réseau de FDC, seulement la moitié¢ d’entre eux contiennent des FDC,
au maximum, alors que 100% des infiltrats sont positifs pour CXCL13 (Figures 43 et 44). La
Figure 44 montre un infiltrat dans lequel on détecte CXCL13 mais ne contenant pas de FDC.

Ces derniéres ne peuvent donc pas constituer la seule source de CXCL13 dans les OLT rénaux.

O) Le role des cellules mvéloides dans ’attraction des LB et les causes de leur

migration dans les reins.

Dans le contexte de la néogenése lymphoide, d’autres cellules ont été montrées comme
capables de produire CXCL13 (Carlsen, 2004 ; GeurtsvanKessel ez al., 2009 ; Kobayashi et
al., 2013). On retrouve parmi celles-ci, les cellules de la lignée myéloide comme les monocytes,
les macrophages ou les DC. Chez les patients atteints de polyarthrite, les monocytes et les
macrophages ont la capacité de produire la chimiokine CXCL13 et dans le cas des iBALT, les
DC sont une source majeure de CXCL13 (ainsi que d’autres chimiokines) et permettent le

maintien de la structure des iBALT.

[226]



Nous avons pu observer dans un premier temps que les cellules de la lignée myéloides
(dans notre cas, observées en utilisant les marqueurs CD11b et CD11c) sont présentes dans
100% des infiltrats chez les souris NZB/W malades de fagcon similaire 8 CXCL13 (Figure 44).
Cette similitude ne s’arréte pas la puisque ces cellules sont, comme CXCL13, réparties dans
I’ensemble de I’infiltrat et il existe une forte « ressemblance » entre les deux marquages (Figure

44). De plus, nous avons pu noter que ces cellules sont retrouvées dans les infiltrats a partir de
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I’age de 17-20 semaines, ce qui correle avec I’expression de CXCL13 et Iinfiltration des LB
(Résultats non montrés). Nous avons ainsi, comme ce fut le cas pour CD35, réalisé des co-

marquages entre CXCL13 et les marqueurs CD11b ou CD11c. Comme il est possible de le voir
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en Figure 45, les cellules CXCL13 positives exprimant pour une grande majorité, les

marqueurs de cellules my¢loides. Afin de renforcer nos observations sur coupes de reins, nous

A
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Figure 45 § Uo-localisation des margueurs de cellales myelofdes of de la chimiokines CROL13.
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el ant=CXCL LS, La barme déchelle représeme S0pm of les prossisasnments dlaent de 20% (images complése ) et de Gl
{aoom

avons décidé d’isoler les cellules myé¢loides a partir des reins et des rates de souris NZB/W
malades afin d’examiner I’expression de CXCL13 par qPCR. Cette stratégie n’a pas été
appliquée pour I’instant dans le cas des FDC car leur isolation a partir de tissus lymphoides est
un procédé relativement difficile a mettre en ceuvre (Usui et al., 2012). Nous avons procédé de
la maniére décrite en Figure 46A et avons ainsi pu étudier I’expression de CXCL13 dans les
cellules myéloides provenant de la rate et des reins de souris NZB/W malades et nous avons
comparé¢ cette expression a celle dans les LB spléniques de ces souris. Au niveau de la rate, on
peut observer que seules les cellules CD11c¢" expriment CXCL13 ce qui semble cohérent au vu
des résultats similaires obtenus par Ishikawa et ses collaborateurs. Les cellules CD11c" rénales
expriment-elles aussi CXCL13 et ce, a un niveau similaire aux cellules spléniques (Figure
46B). Ce qui intéressant en revanche, c’est qu’au niveau des reins, les cellules CD11b*
expriment également CXCL13 et cette expression semble méme supérieure a celle des autres
types cellulaires. Bien que des études approfondies soient nécessaires, ces résultats nous
indiquent que les cellules myéloides participeraient a la production de CXCL13 au sein des
OLT rénaux chez la souris NZB/W. Il faut toutefois noter que chez les patients atteints de

polyarthrite rhumatoide, il existe au niveau du liquide synovial des LT capables de produire
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CXCL13. Ces derniers ne produisant pas les cytokines caractéristiques des Th classiques et
étant négatifs pour différents marqueurs de TFH ont ét¢ nommés iTh13 et sont capables de
médier le recrutement des B au niveau des articulations (Kobayashi ez al., 2013). Cette
hypothése n’a pas encore été étudiée et nous ne pouvons exclure une potentielle participation

de ces cellules dans la production de CXCL13 au niveau des reins.
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Enfin, il est intéressant de comprendre quels sont les facteurs induisant le recrutement
des cellules my¢loides dans les reins des souris NZB/W. Ces cellules jouent non seulement un
role dans la physiopathologie de la néphrite lupique (Voir introduction, partie 2) mais

¢galement, selon nos résultats, dans I’attraction des LB dans les reins. Dans la Publication N°2,
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nous avons pu voir que les premicres cellules infiltrant les reins sont les LT et que ce phénomeéne
prend place avant le dépot rénal d’IgG. La production d’auto-anticorps chez la souris lupique
NZB/W vers I’dge de 15 a 20 semaines (Lacotte et al., 2010) or, dans notre étude, les souris du
groupe 17-20 semaines commencent a présenter une infiltration rénale par les cellules de type
my¢loide. Nous avons alors pensé que le dépdt d’auto-anticorps au niveau des reins pourrait
représenter 1’un des premiers signaux permettant 1’attraction des cellules my¢loides au niveau
rénal. Il est en effet possible d’observer en Figure 47A que les souris de 17-20 semaines
présentent un début de dépot de complexes immuns/anticorps, visualisés ici grace aux
marquages C3 et IgG. Ces dépdts d’anticorps étant capables d’induire la sécrétion de
chimiokines permettant le recrutement des leucocytes dans les reins (Qing et al., 2006), nous
avons pensé que d’autres chimiokines inflammatoires, outre les ligands de CXCR3, pourraient
étre produites et médier le recrutement des cellules myéloides. Les chimiokines CCL2, CCL3
et CCL5 ont été impliquées dans la pathologie lupique (Bignon ez al., 2014 ; Devarapu et al.,
2016) et les récepteurs leur correspondant (CCR2, CCR1 et CCRS) sont fortement exprimés
par les cellules myéloides. Comme mentionné dans le chapitre 2, ’expression de ces trois
chimiokines n’est augmentée dans les reins des trés jeunes souris NZB/W. En revanche, leur
expression rénale tend vers une augmentation chez les souris du groupe 17-20 semaines (Figure
47B). De plus, cette expression augmente au fur et a mesure que la pathologie se développe,
que les anticorps se déposent dans les reins et que les cellules myéloides infiltrent les reins.

Pour résumer, bien que des expériences complémentaires soient nécessaires afin de confirmer
nos observations, nous proposons le mod¢le suivant. Chez les souris de 11 a 13 semaines, les
LT infiltrent les reins en réponse a une augmentation des ligands de CXCR3 et de maniére
indépendante du dépot des auto-anticorps. Chez des souris de 17-20 semaines, le
développement des auto-anticorps débute et ces derniers vont commencer a se déposer dans les
reins. Ce dépdt va participer a la potentielle production des chimiokines CCL2, 3 et 5 et
permettre le recrutement de cellules myéloides dans les reins. Chez les mémes souris, les
premiers réseaux de FDC commencent a se mettre en place dans les infiltrats rénaux. Les
cellules my¢éloides et les FDC produiront la chimiokines CXCL13 et ainsi permettront le

recrutement des LB au niveau des reins, débutant la progression vers des OLT organisés.
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Y-Conclusion.

En conclusion, nous avons pu caractériser plus précisément le phénotype des cellules
stromales présentes dans les OLT rénaux. Ces dernicres sont fortement similaires a celles
retrouvées dans les ganglions lymphatiques et peuvent jouer de nombreux roles dans la
structuration des OLT de par leur expression de diverses molécules d’adhésion/de la matrice
extracellulaire et de chimiokines. Nous avons également pu remarquer un remaniement du
stromal rénal en conditions lupiques, chez I’homme comme chez la souris. Enfin nos résultats
suggerent que le stroma ainsi que les OLT jouent un rdle dans le développement de la néphrite
lupique.

Nous nous sommes également intéressé a la migration des LT naifs dans les reins et
pensons que, comme dans le cas des ganglions, celle-ci repose sur la production des
chimiokines CCL19 et CCL21 et sur la présence de HEV. Nous avons également mis en lumicre
ou réfuté la potentielle implication de diverses cytokines dans la formation des OLT rénaux.
Cette mise en place d’OLT semble faire intervenir des molécules connues pour jouer un role
dans I’ontogenése des ganglions lymphatiques, comme RANKL ou la lymphotoxine, mais ces
dernicres seraient plutot impliquées dans le développement du stroma que dans les étapes
précoces de néogenese lymphoide. Ce processus de développement de tissus lymphoides
ectopique pourrait débuter plus précocement que ce que nous avons pu montrer dans les
chapitres précédents mais il ne nous est pas possible pour I’instant tirer une conclusion ferme
et définitive.

Finalement, nous avons pu étudier la migration des LB dans les reins en montrant que
ces derniers migrent plus tardivement dans les reins par rapport aux LT. Ils seraient attirés par
une production locale de CXCL13 médiée par les FDC et les cellules myéloides. Ces derniéres
pourraient migrer dans les reins en réponse a la production de diverses chimiokines
inflammatoires dont I’induction pourrait reposer, en partie, sur le dépot rénal de complexes

immuns.
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Conclusion/Discussion

Au cours de ma thése, je me suis intéressé au processus de néogenése lymphoide dans
le cadre d’une maladie auto-immune : le lupus. Cette maladie présente de nombreuses atteintes
plus ou moins séveres et se caractérise par une rupture de tolérance aboutissant, entre autres, a
la production d’auto-anticorps dirigés contre des composants nucléaires. L’une des atteintes
emblématiques du lupus est la néphrite lupique qui, si elle n’est pas prise en charge, va conduire
a une défaillance rénale terminale pouvant mener au déces des patients. Cette néphropathie se
caractérise par le dépot de complexes immuns et d’auto-anticorps ainsi que par 1’infiltration
inflammatoire de cellules immunitaires dans le rein, aboutissant a une inflammation chronique.
Dans des cas similaires d’inflammation chronique d’un tissu ou d’un organe, il est fréquent
d’observer un phénomeéne nommé néogenese lymphoide. Ce processus correspond a la
formation de structures lymphoides ectopiques (appelées organes lymphoides tertiaires ou
OLT) dans le tissu cible de I’inflammation. Ces derniers présentent de nombreuses similarités
structurelles et fonctionnelles avec les organes lymphoides secondaires (OLS), tels que les
ganglions lymphatiques, et participent a la génération d’une réponse locale au sein de 1’organe
enflammé. Le rein étant le site d’une inflammation chronique et d’une infiltration immunitaire
au cours du lupus, nous nous sommes attachés a la caractérisation de ces structures lymphoides
et aux mécanismes de leur mise en place chez un modele murin spontané de lupus : la souris

NZB/W.

I-Pourquoi étudier les OL.'T dans les reins de souris NZB/W ?

Dans la publication N°I, nous avons pu mettre en évidence la présence d’OLT
fonctionnels dans les reins de souris lupiques NZB/W ayant développé une atteinte rénale
(protéinurie). La présence de ces OLT est-elle un reflet de ce qui se passe chez ’Homme et
donc, nos résultats présentent-ils un intérét allant au-dela de 1’aspect fondamental ?

Est-il judicieux de rechercher des OLT dans notre modéele murin ? Premic¢rement,
comme je 1’ai mentionné ci-dessus, le rein est le siége d’une inflammation chronique au cours
du lupus. Or, il avait été précédemment montré que dans de nombreux autres cas de maladies
auto-immunes, cette inflammation engendre la formation d’OLT participant a la mise en place
d’une réponse auto-immune locale pouvant participer a la détérioration de 1’organe. C’est le
cas, par exemple, des OLT présents dans le pancréas des souris NOD, ou I’on retrouve des
cellules reconnaissant 1’insuline (Astorri ef al., 2010). La génération locale d’auto-anticorps
dans les reins pourrait faciliter leur dépdt glomérulaire ; nous avons d’ailleurs montré lors de la

Publication N°1 que les LB provenant des reins pouvaient se différencier en cellules sécrétrices
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d’auto-anticorps. De plus, dans le cadre du lupus, des OLT se formant dans la cavité péritonéale
d’un mod¢le murin induit au pristane ont été mis en évidence (Nacionales et al., 2009). Chez
I’Homme, Chang et ses collaborateurs ont été les premiers a décrire la présence d’OLT dans les
reins de patients lupiques (Chang et al., 2011). Ces OLT présentent une organisation similaire
a ce que I’on peut observer dans les OLS et semblent également participer a la génération d’une
réponse auto-immune locale, tel que suggéré par la présence de signes de commutation de classe
et de sélection clonale. Plus tard au cours de notre étude, d’autres travaux sont venus renforcer
I’hypotheése de I’existence d’OLT dans les reins au cours du lupus, OLT participant au
développement de la néphrite. L’équipe de Liarski et ses collaborateurs ont mis en évidence
une interaction entre LB et TFH directement dans les tissus provenant de biopsies rénales de
patients lupiques (Liarski ef al., 2014). Cette interaction suggere la mise en place d’un GC et
donc la présence d’OLT fonctionnels dans les reins. Une autre étude, bien que ne concernant
pas le lupus mais la néphropathie a IgA, a décrit la présence d’OLT dans les reins des patients
présentant des formes plus sévéres de la maladie (Pei et al., 2014). Chez la souris également,
dans des cas de néphrites, la présence d’OLT fut rapportée comme lors de la génération de
1ésions rénales aigues chez des souris agées (Sato et al., 2016). On retrouve également des OLT
dans les reins de souris MRL/lpr n’exprimant pas 1’enzyme AID et chez lesquelles la
néphropathie est induite par I’injection d’anticorps anti-nucléosome (Kang et al., 2017).

Les OLT que nous avons détectés chez la souris NZB/W peuvent-ils €tre un reflet de ce
qui se passe chez les patients ? Nous avons pu remarquer que 100% des souris NZB/W agées
malades développaient des OLT. En revanche, les études réalisées chez ’Homme semblent
discordantes. Seulement 37,5% des patients atteints de néphrite a IgA et 6% des patients
souffrant de néphrite lupique présentent des OLT (Chang et al., 2011 ; Pei et al., 2014). Cette
différence souris-Homme peut s’expliquer par le fait que les biopsies rénales sont réalisées a la
surface de l’organe. Les infiltrats observés chez les patients lupiques ne correspondent
probablement qu’a ceux retrouvés en zone corticale du rein. Or, j’ai pu observer chez la souris
NZB/W, des infiltrats a la fois dans le cortex, et dans la médulla du rein. L’infiltrat
médullaire/central est le premier a se former dans notre modele et se trouve étre de taille plus
conséquente que les infiltrats corticaux. De plus, les HEV sont quasiment absentes des infiltrats
corticaux et ces derniers présentent moins souvent certains critéres identifiant des OLT tels que
la présence de FDC ou de LB du GC. Nous pensons donc que la faible proportion de patients
présentant des OLT peut s’expliquer par le fait que les biopsies ne permettent pas de mettre en
évidence la présence de ces infiltrats médullaires qui sont plus précoces et souvent mieux

organisés. Un autre biais est le fait que les biopsies ne sont réalisées que si cela s’avere
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nécessaire, or nous avons pu remarquer que méme chez des souris ne présentant pas encore de
protéinurie déclarée, il est possible de retrouver des OLT. Il est donc possible que chez certains
patients, des OLT rénaux soient présents mais non répertoriés du fait de I’absence de biopsie.

En plus de nous permettre de mieux comprendre ce qui se passe au cours du lupus, nos
¢tudes pourraient permettre d’apporter un argument supplémentaire en faveur de 1’implication
des OLT dans la mise en place de réponses locales (favorables ou non). Les résultats présents
dans la littérature se trouvent en effet ne pas étre aussi clairs que ce que I’on pourrait penser.
La majeure partie des études bloquant une molécule considérée comme impliquée dans la mise
en place des OLT ne se sont pas intéressées aux conséquences que cela pourrait engendrer sur
les OLS. Le blocage de la lymphotoxine par exemple, pourrait non seulement affecter les OLT
mais présenter de nombreux effets sur les ganglions lymphatiques étant donné son implication
dans I’ontogenése lymphoide et le développement des cellules stromales. Ainsi, comment peut-
on étre sir que D’effet observé n’est pas dii a une diminution de la réponse auto-immune
systémique ? A notre connaissance, seules quatre études ont pu précisément montrer
I’implication véritable des OLT. Elles concernent : le maintien de la réponse antivirale par les
iBALT (Moyron-Quiroz ef al., 2004), 1a déplétion spécifique des Treg dans les OLT, présents
dans le cancer du poumon, restaurant une réponse anti-tumorale (Joshi et al., 2015), la greffe
d’OLT induits chez des souris immunodéficientes permettant la mise en place d’une réponse
suite a une immunisation (Kobayashi et al., 2016) et la greffe d’OLT a des souris humanisées
menant a la production d’auto-anticorps (Humby et al., 2009). Nous espérions donc que nos
résultats permettraient de montrer une participation a la mise en place d’une réponse auto-
immune rénale et compléterait les études précédemment citées. Nous avons effectivement mis
en évidence dans la Publication N°1, la capacité des LB, présents dans les OLT rénaux, a se
différencier en plasmocytes sécrétant des auto-anticorps, montrant alors I’implication des OLT
dans la génération d’une réponse auto-immune localisée dans les reins.

Finalement, y-a-t-il un intérét autre que fondamental dans 1’¢étude de ces OLT et de leur
formation au cours du lupus ? Les traitements proposés pour cette maladie reposent
majoritairement sur 'utilisation de thérapies peu ciblées et présentant de nombreux effets
secondaires. Les traitements classiques se basent sur 'utilisation de corticoides combinés ou
non avec des immunosuppresseurs. Le but est dans ce cas de réduire rapidement I’inflammation
afin de limiter au maximum les dommages des organes/tissus. L aspécificité de ces traitements
va cependant engendrer de nombreux effets secondaires comme ’augmentation accrue du
risque d’infections ou de cancers. Cela indique pourquoi, aujourd’hui, de nombreux efforts ont

¢té mis en place afin de développer des thérapies ciblées se basant sur les découvertes

[235]



impliquant différents facteurs dans la physiopathologie du lupus. La plus connue est le
rituximab, cet anticorps a été développé afin de permettre une déplétion des LB mais se trouve
insuffisamment efficace au cours du lupus (Ehrenstein ef al., 2016). Au contraire, 1’anticorps
ciblant la cytokine BAFF, le belimumab, est aujourd’hui le seul traitement de cette catégorie
ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché. La compréhension des mécanismes
permettant la mise en place des OLT au cours du lupus permettrait d’ouvrir la voie vers le
développement de nouvelles biothérapies. Le ciblage de ces derniers a, d’ailleurs, déja fait ses
preuves dans des modeles murins. La suppression des OLT en cas d’auto-immunité, par
I’utilisation de la molécule de fusion LTBR-Ig, a permis une amélioration des symptomes dans
des modeles murins de sclérose en plaque, de diabéte de type 1 et de syndrome de Sjogren. De
plus, un anticorps ciblant la lymphotoxine alpha est en cours d’essai clinique dans le cadre de
la PR et semble montrer des résultats prometteurs (Emu et al., 2012). Cette efficacité
thérapeutique est aussi retrouvée dans des modeles de rejet de greffe comme lors de
transplantations cardiaques, ou la disparition des OLT s’accompagne d’une diminution de la
réponse humorale et d’une meilleure tolérance des greffons (Motallebzadeh et al., 2012). Nous
pensons donc que la compréhension du développement des OLT peut ouvrir la voie vers de
nouvelles thérapies dans le cadre du lupus, mais également que les mécanismes que nous aurons
mis en évidence pourraient permettre le développement de thérapies faisant preuve d’efficacité

dans d’autres maladies ou des OLT sont présents.

I1-Etapes précoces de la formation des OLT.

Lors de I’étude ayant mené a la Publication N°2, nous avons ¢étudié¢ les mécanismes
cellulaires et moléculaires aboutissant a la formation d’OLT dans les reins au cours du lupus.
Nous avons pu montrer, dans un premier temps, que ’infiltration immunitaire des reins se met
en place tres tot au cours de la maladie et est indépendante de la production des auto-anticorps
et de leur dépot rénal. Ce résultat est assez surprenant étant donné que le dépot de complexes
immuns est classiquement admis comme ayant un role dominant dans I’induction de
I’inflammation et dans la physiopathologie de la néphrite lupique. Le recrutement des cellules
immunitaires est permis par la production locale de chimiokines inflammatoires et les cellules
rénales sont capables de produire ces derniéres en réponse au dépot d’anticorps (voir
introduction, partie 2, paragraphe III). Le concept admis jusqu’a présent ¢était que le dépot
d’anticorps dans les reins induisait la production de chimiokines et permettait le recrutement
des leucocytes. Nos résultats suggérent un mécanisme antérieur au dépot des anticorps et faisant

intervenir une production déja accrue des chimiokines inflammatoires CXCL9, 10 et 11. Peut-
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on alors trouver des arguments étayant cette théorie, qui, ne se base pour le moment que sur la
présence ou absence des auto-anticorps au moment de 1’observation ? Un premier argument
vient de notre expérience préliminaire portant sur les transferts de moelle. Nous avons pu
observer une différence d’infiltration immunitaire dans les reins entre nos souris NZB/W ayant
regu de la moelle de souris saines et notre souris NZB/W Ctrl", en dépit d’une production
similaire d’auto-anticorps et des dépots rénaux équivalents. Cela suggere qu’il existe d’autres
facteurs influant sur la migration des cellules immunitaires dans les reins et que ces derniers ne
dépendent pas directement du dépot rénal des anticorps. Une étude comparant la migration des
leucocytes dans les reins de souris NZB/W « classiques » ou de souris NZB/W chez qui la
maladie est accélérée par traitement a I’I[FNa, nous apporte une premiere réponse (Adalid-
Peralta et al., 2008). 11 semble en effet, que des facteurs intrinséques aux reins soient requis
pour une bonne migration des cellules immunitaires, en particulier la production de
chimiokines. Bien que ce travail soit réalisé dans le cas de souris malades, au contraire de notre
étude sur les étapes précoces, il met en lumicre 1I’importance de la production de chimiokines
dans les reins et le fait que cette derniére peut varier selon le contexte et ainsi jouer sur la
migration des leucocytes. Des défauts d’ordre génétique ou épigénétique pourraient influencer
cette production de chimiokines et permettre 1’attraction des cellules immunitaires avant
I’intervention de facteurs extérieurs tel que le dépot d’auto-anticorps. Cette production précoce
de chimiokines a été d’ores et déja été décrite chez le modele MRL/Ipr. Dans les reins de ces
souris, en effet, des chimiokines inflammatoires sont exprimées de fagon trés précoce et cette
expression préceéde I’infiltration par les leucocytes et le dépot d’auto-anticorps (Peréz De Lema
etal., 2001).

Si ce ne sont pas les auto-anticorps qui induisent la production de chimiokines chez les
souris NZB/W jeunes, quels mécanismes permettraient d’expliquer cette production précoce ?
Dans notre modéle, nous avons retrouvé une expression de CXCL10 dans les glomérules. Selon
les études, les chimiokines inflammatoires sont retrouvées dans les glomérules ou au niveau
des cellules de I’épithélium tubulaire. La comparaison des profils d’expression entre des
glomérules de souris MRL/Ipr et de souris saines contrdles a permis d’observer une
augmentation d’expression de nombreux geénes parmi lesquels CXCL9, 10 et 11 (Teramoto et
al., 2008). Ces résultats confirment la possibilité d’une production glomérulaire des ligands de
CXCR3. Chez la souris NZB/W, la production trés précoce de cytokines ou de chimiokines
dans les glomérules avait été suggérée par Ka et ses collaborateurs. Les cellules mésangiales de
souris NZB/W agées de seulement 8 semaines produisent la chimiokine CCL2 en réponse a une

stimulation au LPS (Ka et al., 2007). Pour expliquer cette production précoce dans notre
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contexte, nous avons deux hypothéses. La premicre serait qu’une dérégulation de micro-ARN
serait a I’origine de la production accrue des chimiokines ligands de CXCR3. En effet,
I’expression du miR-let-7a est augmentée dans les cellules mésangiales de souris NZB/W agées
de 8 semaines, ce qui conduirait a une augmentation d’expression de I’IL6 (Chafin et al., 2013).
Un mécanisme similaire pourrait étre impliqué dans la production excessive de chimiokines
inflammatoires dans les glomérules des jeunes souris NZB/W, CXCL10 ayant par exemple été
montrée comme ciblée par le miR-15a, qui se trouve diminué lors de la myasthénie (Liu ez al.,
2016). La seconde explication ferait intervenir les TLR. L’implication de ces récepteurs dans
la pathologie lupique a depuis longtemps été décrite (voir introduction) et la mauvaise prise
en charge des corps apoptotiques durant cette maladie rend les acides nucléiques plus
facilement disponibles pour une liaison avec ces récepteurs. Or, les cellules mésangiales sont
capables de produire de ’IFN suite a une stimulation de TLR3 et cet IFN agit sur ces mémes
cellules et leur permet de produire des chimiokines telles que CCL5 et CXCL10 (Tanaka et
al., 2013). Ce type de processus semble étre suffisant pour induire la formation d’OLT puisque
la stimulation par des ligands de TLR4 et TLR3 induit une production thymique de CXCL13 et
la formation de ces structures lors de la myasthénie (Robinet ef al., 2017). Fait intéressant, la
chloroquine, un des traitements de premiére ligne du lupus, est capable de diminuer la
production d’IFNf et de CCLS5 dans les cellules mésangiales humaines apres stimulation de
TLR3 (Imaizumi et al., 2017). Cette publication permet d’une part, de mieux comprendre
I’action de cette molécule mais d’autre part, indique que cibler la production rénale précoce de

chimiokines pourrait se révéler étre une piste thérapeutique prometteuse.

I1I-Peut-on impliquer d’autres cellules/molécules que les L. T/chimiokines inflammatoires

dans la formation des OLT dans les reins ?

Nous venons de discuter ci-dessus des premicres étapes de formation des OLT et de
I’implication des chimiokines inflammatoires dans ce processus. Mais qu’en est-il des autres
cellules/molécules que nous avons pu mettre en lumiere au cours de ces travaux, peut-on les
impliquer dans la mise en place des OLT ? Y aurait-il d’autres facteurs impliqués ?

La premiere question a se poser concerne les LTi. Ce sont eux qui, lors de I’ontogenése
lymphoide, vont initier les processus de remodelage des vasculatures et de différenciation du
stroma. Chez I’adulte, il existe des équivalents des LTi qui pourraient jouer le méme role que
leurs équivalents embryonnaires. L’implication de ces cellules lors du processus de néogenese
lymphoide a été¢ décrite dans différentes études. L’augmentation de leur survie par une

surproduction d’IL7 induit la formation de tissus lymphoides ectopiques dans les muqueuses
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(Meier et al., 2007). Ils semblent également nécessaires a la formation des OLT pancréatiques
suite a I’expression ectopique de la lymphotoxine (Link ef al., 2011). Dans notre contexte, nous
n’avons pas pu clairement mettre en évidence la présence ou 1’absence de LTi. Toutefois, la
présence de cellules CD3'CD4" pouvant correspondre a des LTi-like dans les reins pourrait
indiquer une potentielle implication de ces derniers dans le processus de néogenese lymphoide.
I1 existe cependant des contextes ou la présence de LTi n’est pas requise. Par exemple, I’absence
de LTi ne semble affecter ni la formation des OLT, ni la formation des OLS dans un contexte
de forte expression du TNFa (Furtado et al., 2014). Les cellules TH17 sont proches des LTi et
pourraient les » remplacer » ; cela a été décrit dans le cas des OLT du systéme nerveux central
(Peters et al.,2011). De plus, I’'IL17 est capable d’induire la formation des iBALT en I’absence
de LTi (Fleige et al., 2014). Cette derniére étude est intéressante car elle montre que bien qu’une
petite proportion de LTi ait été détectée, ils ne sont pas impliqués dans le processus de
néogeneése ou ne sont tout du moins pas indispensables. C’est grace a I’expression de la
lymphotoxine que les LTi assurent leurs rdles lors de la formation des ganglions. La
lymphotoxine est cependant également exprimée par les LT activés, ces derniers pourraient
alors efficacement remplacer les LTi par ce biais. Cela se trouve étre le cas dans un modéle de
formation d’OLT induite par expression ectopique de la chimiokine CCL21 dans la thyroide
(Marinkovic et al., 2006). Dans ce contexte, les LT permettent la formation des OLT et jouent
un role primordial dans le développement des HEV de fagon lymphotoxine-dépendante et en
I’absence de LTi. Les LT CD4" étant les premiers a infiltrer les reins dans notre modéle, ils
pourraient jouer le réle des LTi de la méme maniéere que dans I’exemple des OLT thyroidiens.
Nous avons pu mettre en évidence I’expression de la lymphotoxine et son augmentation au
cours du développement de la maladie. Son expression ectopique dans le pancréas permet
d’induire la formation d’OLT (Drayton et al., 2003) et le recrutement des LT naifs dans les
OLT pancréatiques se trouve lui aussi dépendant de la lymphotoxine (Lee et al., 2006). Nous
pensons donc fortement que la lymphotoxine pourrait jouer un role dans la mise en place des
OLT dans les reins au cours du lupus mais il nous faudrait d’autres données afin de confirmer
cela. Il serait alors intéressant de déterminer si les premiers LT infiltrant les reins expriment la
lymphotoxine ou produisent de I'IL17A.

Outre les LTi et la lymphotoxine, les chimiokines homéostatiques sont également
essentielles pour la formation des organes lymphoides. Nous avons pu détecter la présence des
chimiokines CCL19, CXCL13 et CCL21 dans les reins de souris lupiques et pensons qu’elles
participent au recrutement des LT naifs et des LB, événements ultérieurs a I’infiltration précoce

inflammatoire. L’expression ectopique de diverses chimiokines homéostatiques dans le
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pancréas induit le recrutement de cellules immunitaires mais ne se traduit pas systématiquement
par la formation d’OLT (Luther ef al., 2002). CCL19 permet le recrutement de lymphocytes,
de DC et la formation de HEV et d’un réseau de cellules stromales, tandis que CXCL12 n’induit
la formation que de petits infiltrats composés majoritairement de LB, DC et plasmocytes.
CCL21, l'autre ligand de CCR7, induit également la formation d’infiltrats organisés
pancréatiques et cela, de manieére dépendante de la lymphotoxine. Impossible pour le moment,
de déterminer précisément si, dans le contexte lupique, la production de ce type de chimiokines
participe au recrutement de LT exprimant la lymphotoxine ou si ces chimiokines sont induites
par la lymphotoxine. Nous ne pouvons seulement qu’imaginer un scénario en observant la
cinétique des résultats obtenus par qPCR : I’expression de CCL19 étant détectée avant celle de
la lymphotoxine, la seconde hypothése semble moins probable. Peut-on envisager que ces
chimiokines soient, tout comme CXCL9, 10 et 11, essentielles dans les premicres étapes de la
néogenese des OLT rénaux ? Si tel était le cas, ne devrions-nous pas nous attendre a un effet
moins prononcé du blocage de CXCR3 ? Il y a deux hypothéses pouvant expliquer cela.
Premiérement, il est possible que I’inhibition du recrutement des LT activés (exprimant
probablement la lymphotoxine) meéne a une diminution locale de CCL19/21 et qu’ainsi le
blocage de cette premicre voie de recrutement agisse sur la seconde. La seconde hypothéese est
que ces chimiokines puissent également agir via CXCR3 et que son blocage affecte le
recrutement dépendant des chimiokines CXCL9/10/11 mais aussi dépendant de CCL21/19.
Cette hypothese est un peu « extréme » mais CCL21 a été montrée comme capable de se lier au
récepteur CXCR3 (Soto et al., 1998), elle n’est donc pas improbable. Certains de nos résultats
semblent cependant valider la premiére hypothése, puisque nous avons observé une tendance a

la diminution de CXCL13 et CCL19 suite au blocage de CXCR3 (Résultats non montrés).

IV-Quels éléments impliqués dans la formation des OLT pourraient constituer des cibles

thérapeutiques intéressantes dans le cas de la néphrite lupique ?

Comme mentionné ci-dessus, de nombreuses molécules sont impliquées dans la mise en
place des OLS et des OLT. Sur la base de nos résultats, nous avons choisi de bloquer le
récepteur aux chimiokines inflammatoires CXCR3. D’autres hypothéses sont envisageables,
telles que I’inhibition d’autres chimiokines inflammatoires, des chimiokines homéostatiques ou
leur récepteur ou encore de la lymphotoxine. Mais sont-elles adaptées ?

Comme mentionné dans le paragraphe précédent, les Th17 peuvent étre impliqués dans
la formation des OLT. Serait-il intéressant de bloquer cette voie dans le cadre de la néphrite

lupique ? Tout d’abord, nous n’avons détecté qu’une faible production d’IL17A dans les reins
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souris NZB/W malades, suggérant qu’elle ne joue peut-étre pas un role prépondérant, tout du
moins dans le maintien des OLT et dans la néphrite. Par ailleurs, Schmidt et ses collaborateurs
ont montré que le blocage de ladite cytokine ne permet pas d’empécher la survenue de la
néphrite lupique (Schmidt et al., 2015). Enfin, CXCR3 permet le recrutement des Th1 mais
¢galement des Th17 chez la souris MRL/lpr (Steinmetz et al., 2009). Si tel est également le cas
chez la souris NZB/W, I’utilisation de 1’antagoniste de CXCR3 doit alors étre efficace sur cette
population.

La lymphotoxine étant capable de promouvoir I’expression de diverses chimiokines, la
mise en place du stroma et ainsi la formation d’OLT, elle représente une cible intéressante afin
de traiter les pathologies dans lesquelles des OLT sont impliqués. Le blocage de la
lymphotoxine a prouvé son efficacité lors de transplantations cardiaques en diminuant la
réponse humorale délétere pour le tissu greffé (Motallebzadeh et al., 2012), ou lors du
syndrome de Sjogren en diminuant la production de CXCL13 dans les glandes lacrymales
(Fava et al., 2011). 1l existe cependant un point faible dans ces études : la spécificité du ciblage.
Le blocage de la voie de la lymphotoxine va, certes, pouvoir affecter les OLT, mais également
les OLS. Dans les deux articles cités, les auteurs ne se sont pas intéressés a ce qui pouvait se
produire a la suite du traitement au sein des ganglions lymphatiques, ce qui est
malheureusement le cas d’un grand nombre de publications portant sur cette thématique. En
revanche, un autre travail, portant également sur le syndrome de Sjogren, s’est intéressé a
I’impact du blocage de la lymphotoxine dans les ganglions chez la souris NOD (Gatumu et al.,
2009). Bien que les effets soient moins prononcés que dans les glandes salivaires, il est possible
d’observer une diminution du nombre de HEV, des réseaux de FDC moins développés, une
diminution de CXCL13 et une expression de CCL19 totalement absente dans certains
ganglions. Ce type d’observation amene a s’interroger sur la spécificité du traitement : bien que
cela affecte grandement les OLT dans les glandes salivaires, rien n’indique que 1’amélioration
du flux salivaire ne soit pas en partie due a une réponse globale plus faible dans les OLS
conduisant a une moindre activation des lymphocytes et donc une infiltration réduite dans les
glandes salivaires. Finalement, ce type d’approche ne différerait pas des traitements actuels
visant a réduire globalement les réponses immunitaires excessives et pourrait présenter le méme
type d’effets secondaires, tels que le risque accru d’infections ; le blocage de la lymphotoxine
ayant été montré comme aggravant la colite induite par une infection par Citrobacter rodentium
(Spahn et al., 2004). Outre le risque aggravé d’infection, il est possible que le traitement
présente un effet inverse a ce que I’on pourrait attendre. En effet, le blocage de la voie de la

lymphotoxine lors d’une arthrite induite au collagéne aggrave la maladie en favorisant une
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réponse Thl et une forte production d’IFNy et d’anticorps d’isotype IgG2a (Han et al., 2005).
Le ciblage de cette voie est donc a considérer avec précautions. En ce qui concerne le lupus
cependant, I’expression de la lymphotoxine et de son récepteur ont été retrouvés dans les reins
de patients (ce qui concorde avec notre étude) et ’administration de la molécule de fusion
précédemment citée est efficace chez les souris NZB/W (Seleznik et al., 2015). En effet, la
pathologie rénale se trouve diminuée en lien avec une plus faible infiltration de LT et
macrophages dans les reins, sans pour autant jouer sur le dép6t des complexes immuns. Ces
résultats semblent prometteurs, il faut cependant garder a I’esprit que premi¢rement, aucune
donnée n’indique s’il y a un effet ou non sur les OLS, deuxiémement le traitement ne présentait
plus d’effet s’il était démarré plus tardivement, et pour finir, ce blocage a été réalisé chez des
souris dont la pathologie a été accélérée par I’injection d’un adénovirus permettant une forte
production d’IFNa. L’utilisation thérapeutique de molécules bloquant la lymphotoxine dans le
cadre du lupus reste une voie a étudier dans le futur, d’autant que des polymorphismes dans le
geéne codant la lymphotoxine alpha ont été associés au lupus (Zhang et al., 2015).

Et finalement, ne pourrait-on pas envisager de bloquer les chimiokines homéostatiques
ou leurs récepteurs de la méme maniere que nous ’avons fait pour la voie CXCR3-
CXCL9/10/11 ? Nous avons discuté ci-dessus de la potentielle implication des chimiokines
liant le récepteur CCR7 dans le développement des OLT rénaux. De plus, I’axe CCL21-CCR7
est impliqué dans la prolifération des cellules mésangiales (Banas et al., 2002), qui représente
I’une des caractéristiques de la glomérulonéphrite lupique. Serait-il alors judicieux d’envisager
de bloquer CCR7 ou ses ligands afin de traiter la néphrite ? La réponse semble étre que non. En
effet nous avons pu noter, au cours de notre étude, une forte accumulation de LT activés dans
les reins et dont nous pensons qu’ils participent fortement aux étapes d’initiation et au
développement des OLT et de la néphrite. Le blocage seul de cette voie homéostatique n’aurait
probablement qu’un impact relativement faible sur la migration de ces cellules. Un travail a
montré que la déficience en CCR7 chez la souris entraine une accumulation de LT activés dans
les muqueuses et induire la formation d’OLT et la détérioration du tissu (Hopken et al., 2006).
Cela n’est pas surprenant car en I’absence de signaux chimiotactiques CCR7 dépendants, la
migration des LT vers les ganglions va étre fortement diminuée et leur relocalisation dans les
tissus périphériques s’en trouve facilitée. Et qu’en est-il de la chimiokine CXCL13 ? Nous
pensons, selon nos résultats préliminaires, que cette chimiokine est impliquée dans le
recrutement des LB au niveau des reins au cours du lupus. De plus, I’'implication des OLT dans
la pathologie rénale lupique passe probablement, au moins en partie, par ’intermédiaire de la

génération locale de cellules productrices d’auto-anticorps ; bloquer le recrutement des LB dans

[242]



les reins pourrait empécher ce phénoméne local et peut-&tre participer a une amélioration de
I’état rénal. De plus, CXCL13 semble bel et bien impliquée dans la pathologie de la néphrite
lupique. Cette chimiokine induit la prolifération des cellules mésangiales exprimant le récepteur
CXCRS et est augmentée dans le sérum des patients lupiques (Da et al., 2016). De plus, son
taux semble refléter la sévérité de la néphrite et corréler avec la mise en place de ces structures
lymphoides dans les reins (He et al., 2016). Le blocage de cette chimiokine a été réalisé dans
deux contextes avec des résultats distincts. Chez la souris NOD, le blocage de CXCL13 induit
une désorganisation des infiltrats mais n’affecte ni leur recrutement dans le pancréas, ni le
processus local d’hypermutation somatique, et ne prévient pas la survenue du diabéte (Henry
etal.,2010). Au contraire chez la souris MRL/Ipr, ce blocage permet de diminuer la protéinurie
et les dommages rénaux (Wu et al., 2015). Il semble que I’effet soit local et systémique puisque
I’on peut observer a la fois une réduction des dépdts et de I’inflammation rénale, mais également
des taux sériques inférieurs d’auto-anticorps et une diminution du ratio Th17/Treg dans la rate.
Il serait intéressant d’évaluer ’effet d’un tel blocage dans notre modele afin d’étudier son
impact sur les différentes phases de construction de ’OLT, sur I’atteinte rénale et sur la réponse

auto-immune systémique.

V-Le blocage de la voie CXCR3-CXCI1.9/10/11 au cours du lupus.

Au cours de ce travail, nous en sommes venus a identifier CXCR3 et ses ligands comme
des acteurs majeurs de la migration des LT dans les reins et du développement des OLT. En
effet, les trois ligands de CXCR3 sont exprimés tres tot dans les reins au cours du lupus et
permettent le recrutement des premiers LT. D’autres ont également mis en évidence une
expression précoce de ces chimiokines dans le cas d’autres maladies auto-immunes. Ainsi,
Burke et ses collaborateurs ont pu remarquer qu’il y avait une expression des ligands de CXCR3
dans le pancréas des patients diabétiques et des souris NOD (Burke et al., 2016). Cette
expression de chimiokines inflammatoires est induite par I’'I[FNy de maniére STATI-
dépendante, permet le recrutement des LT et précede le développement du diabete. Outre les
résultats présentés dans la Publication N°2, notre équipe a précédemment mis en évidence
I’implication de CXCR3 et de ses ligands dans la migration des plasmocytes dans les reins
(Lacotte et al., 2013). 11 existe également d’autres travaux indiquant que CXCR3 représenterait
une cible intéressante au cours du lupus. Tout d’abord, la diminution de la proportion de LT
CXCR3" dans la circulation sanguine durant la transplantation rénale suggére un recrutement
local de ces cellules dépendant de ce récepteur (Caballero et al., 2014). Deuxi¢émement,

CXCR3 a ¢été détecté au niveau du mésangium chez des patients présentant une
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glomérulonéphrite proliférative et la liaison de 1’'un de ses ligands est capable d’induire la
prolifération des cellules mésangiales (Romagnani ef al., 1999). Finalement le biglycane, une
molécule de la matrice extracellulaire, semble permettre le recrutement des Thl et Th17 chez
la souris MRL/Ipr de mani¢re CXCL10-dépendante (Nastase ef al., 2018).

Outre le lupus et la néphrite, il existe également d’autres contextes pathologiques ou le
blocage de CXCR3 s’est réveélé efficace. L inhibition du recrutement des LT médié par CXCR3
permet de diminuer la sévérité de I’arthrite induite aux adjuvants (Mohan et al., 2007). Le
blocage de cette voie chez la souris NOD permet a la fois de prévenir la survenue du diabéte
(Burke et al., 2016) mais également de prévenir partiellement la dysfonction des glandes
salivaires (Zhou et al., 2018). Il faut cependant noter que dans le cas de la cholangite, la
déficience en CXCR3 exacerbe la maladie en favorisant I’activation des LT CD8" (Ma et al.,
2017). Ensuite, la molécule que nous avons utilisée, a savoir ’AMG487, a également prouvé
son efficacité dans divers cas de figure. Cette molécule permet d’inhiber la formation de
métastases pulmonaires lors du cancer du sein (Walser et al., 20006). Elle permet également, en
combinaison avec de la cyclosporine, de réduire la sévérité de la maladie du greffon contre
I’héte chez la souris (Miao et al., 2018). Cette double thérapie se trouve étre plus efficace que
la cyclosporine seule et semble jouer sur ’activation et la prolifération des LT, en particulier
Thl.

Dans notre contexte, nous avons mis en place deux protocoles de blocage. Le premier,
initié tot et a long terme, afin de prévenir la formation des OLT et le second, effectué chez des
souris déja malades mais plus court, dans 1’optique de déterminer si le blocage de CXCR3
pourrait représenter une thérapie intéressante. Ces deux stratégies nous ont permis de montrer
I’implication de CXCR3, d’une part dans la mise en place et d’autre part dans le maintien des
OLT dans les reins au cours du lupus, ainsi que dans la physiopathologie de la néphrite lupique.
Existe-t-il des données dans la littérature qui conforteraient nos observations et indiqueraient
que ce que nous avons mis en évidence est prometteur ? Cette question mérite d’étre posée car
le composé€ que nous avons utilis¢ afin de bloquer CXCR3, ’AMG487, a déja fait I’objet
d’essais cliniques dans le cadre du psoriasis mais fut stoppé en phase Il en raison d’un manque
apparent d’efficacité. Il serait intéressant de déterminer si au contraire dans le cas du lupus, il
pourrait présenter un effet supérieur. Si I’on en revient a la littérature, nous avons déja discuté
précédemment de I’exemple de la MRL/Ipr chez qui CXCR3 permet le recrutement des cellules
Thl et Th17. Il existe cependant d’autres études comme celle de Paust et ses collaborateurs,
montrant que la délétion de CXCR3 dans les lymphocytes Treg est délétere lors d’une néphrite

a croissants (Paust et al., 2016). Dans ce cas de figure, CXCR3 permet aux Treg de se localiser
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au niveau des reins afin de pouvoir controler la réponse Thl locale pathogénique. Il reste a
déterminer si notre traitement a pu affecter la localisation des Treg, d’autant que nous avons pu
montrer la présence de ces Treg et de TFreg dans les reins de souris NZB/W (Publication N°1) ;
toutefois I’AMG487 inhibant I’infiltration de tous les LT CXCR3" (dont les LT délétéres),
I’absence potentielle de Treg ne représente a priori pas un risque majeur. En revanche, une
¢tude a pu montrer que le blocage de la voie CXCR3-CXCL10 induisait une fibrose rénale dans
un modéle d’obstruction urétrale (Nakaya et al., 2007). Dans nos animaux, nous n’avons pas
observé de différence apparente quant a la fibrose des reins, il est possible que le rdle de CXCR3
soit différent selon le type d’inflammation (aigu vs chronique). L’équipe de Vicki Kelley a
démontré que parmi les ligands de CXCR3, CXCL9 mais pas CXCL10, serait impliqué dans le
développement de la néphrite lupique chez la souris MRL/Ipr et chez des souris saines dont la
néphrite est induite a 1’aide d’un sérum néphrotoxique (Menke et al., 2008). Ainsi, il est
possible qu’au sein d’une méme voie et dans un méme modele, les différents ligands présentent
des activités et fonctions différentes. Pour finir, si I’on en revient a notre modéle, la souris
NZB/W, de précédents travaux ont montré que I’absence de CXCR3 (souris NZB/W CXCR3
« knock-out ») n’avait aucun impact sur le développement de la néphrite (Moser et al., 2012).
Cette différence d’observation est assez surprenante et nous ne pouvons qu’émettre des
hypotheses pour expliquer cela. L’utilisation dans cette étude de souris déficientes pour
CXCR3, a la différence d’un blocage a un temps donné, favorise peut-&tre la mise en place de
voies alternatives permettant de compenser ’absence de CXCR3. Une tendance a
I’augmentation du nombre de cellules sécrétant des IgG dans les reins en I’absence de CXCR3
a été notée, indiquant qu’une voie permettant un plus fort recrutement cellulaire se mettrait en
place dans ces conditions. Pour finir, ’implication du récepteur CCR1 a été mise en évidence
par Bignon et ses collaborateurs dans le développement de la néphrite lupique chez la souris
NZB/W (Bignon et al., 2014). L’expression des deux principaux ligands de CCR1 est
augmentée dans les reins de souris NZB/W malades et ils peuvent étre détectés dans les
glomérules et les infiltrats. Le blocage de CCR1 chez des souris malades, permet de réduire
I’infiltration rénale par les LT, les monocytes et les macrophages et de diminuer les dommages
rénaux. Cela suggere que CCRI1 pourrait lui aussi jouer un role dans le maintien des OLT. Il
serait intéressant également de déterminer si le blocage de CCRI1 affecte les OLS, toutefois,
I’absence d’effet sur les taux sériques d’auto-anticorps semble indiquer que tel n’est pas le cas.
Selon nos résultats, CXCR3 est impliqué dans la migration précoce des LT dans les reins
puisque nous avons observé I’expression précoce de ses ligands ; au contraire, nous n’avons

pas observé d’augmentation de CCL3 et CCL5 dans les reins des trés jeunes souris NZB/W.
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CCRI ne semblerait donc pas impliqué dans la migration précoce des LT et dans les premicres
étapes de néogenese lymphoide, mais participerait, avec CXCR3, a la poursuite de la mise en

place des OLT et a leur maintien.
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Pour conclure, nos travaux ont permis la mise en évidence de la présence d’OLT
fonctionnels dans les reins de souris lupiques NZB/W. Nos résultats suggerent fortement leur
participation au développement de la néphrite lupique et permettent d’apporter de nouvelles
preuve de I’implication active de ces structures en situation pathologique. Nous avons
¢galement mis en lumiére un mécanisme par lequel les OLT se mettent en place au cours du
lupus (Figure 48). Nous apportons ainsi une pierre a 1’édifice que représente la compréhension
des mécanismes de néogeneése lymphoide ; ceux-ci peuvent se révéler trés variés selon les
situations et peuvent faire intervenir diverses cellules et molécules. Certaines sont communes
avec les mécanismes d’ontogénése lymphoide comme les LTi, la lymphotoxine ou CCL21.
D’autres se trouvent étre spécifiques d’un modele en particulier comme par exemple 1’1122
dans les glandes salivaires contenant des OLT induits. Il est également possible de retrouver
des différences d’implication de la méme cellule/molécule suivant le modele considéré, tel que
le cas des LTi (pancréas vs iBALT) ou de CXCR3 (glandes salivaires NOD vs NZB/W). Enfin,
deux voies différentes peuvent jouer des rdles proches ou similaires au sein d’un méme
organe/modele (CXCR3 vs CCRI). Cette hétérogénéité mécanistique démontre 1’importance
de la compréhension des mécanismes impliqués dans la genese et le maintien des OLT dans
chaque situation pathologique. L’ensemble de ces travaux, dont les ndtres, pourraient alors

ouvrir la voie vers de nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces.
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Résumé

Le lupus érythémateux disséminé est une maladie auto-immune systémique chronique dont les atteintes sont multiples,
’atteinte rénale constituant la plus sévére. Une conjonction de facteurs génétiques et environnementaux conduit au
développement de la maladie qui se traduit par une rupture de tolérance au soi. L’un des signes biologiques majeurs est la
production d’auto-anticorps dirigés contre des composants nucléaires qui, en se déposant dans divers tissus dont les reins,
génerent une inflammation chronique conduisant au dysfonctionnement de 1’organe. Le dépdt d’autoanticorps
s’accompagne d’infiltrats de cellules immunitaires, qui, dans ce type d’inflammation, peuvent se transformer en structures
lymphoides ectopiques fonctionnelles appelées Organes Lymphoides Tertiaires (OLT). Des OLT sont retrouvés dans
diverses pathologies et participent a la génération locale de réponses immunitaires bénéfiques (infections/cancers) ou
déléteres (maladies auto-immunes).

Mon projet de theése a porté sur la mise en évidence d’OLT dans les reins au cours du lupus et sur I’étude des mécanismes
permettant leur formation.

Nous avons tout d’abord caractérisé les infiltrats inflammatoires présents dans les reins de souris NZB/W, modéle murin
spontané de lupus. Ces infiltrats sont hautement organisés et constituent des OLT fonctionnels, potentiellement impliqués
dans la néphrite lupique. Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes de mise en place de ces OLT et avons
identifié les lymphocytes T et le récepteur aux chimiokines CXCR3 comme des éléments clés de ce processus et de la
pathologie lupique.

Les données obtenues apportent une meilleure compréhension fondamentale de la néogenése lymphoide au cours du lupus
et ouvrent la voie vers de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de traiter la néphrite lupique.

Mots clés : Lupus, néphrite, Organe Lymphoide Tertiaire (OLT), CXCR3, thérapie

Résumeé en anglais

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic systemic autoimmune disease with multiple outcomes, with renal damage
being the most severe. A combination of genetic and environmental factors leads to the development of the disease, which
results in a break of immune tolerance. One of the major biological signs is the production of autoantibodies to nuclear
components that, by depositing in various tissues including the kidneys, generate chronic inflammation leading to organ
dysfunction. Deposition of autoantibodies is accompanied by immune cell infiltrates, which in this type of inflammation
can be transformed into functional ectopic lymphoid structures called Tertiary Lymphoid Organs (TLO). TLO are found in
various diseases and participate in the local generation of beneficial (infections / cancers) or deleterious (autoimmune
diseases) immune responses.

My thesis project focused on the demonstration of TLO in the kidneys during lupus and on the study of the mechanisms
allowing their formation.

We first characterized the inflammatory infiltrates present in the kidneys of NZB/W mice, a spontaneous murine model of
lupus. These infiltrates are highly organized and constitute functional TLO that are potentially implicated in lupus nephritis.
We then investigated the mechanisms of development of these TLO and identified T lymphocytes and the CXCR3
chemokine receptor as key components of this process and lupus pathology.

The data obtained provide a better understanding of lymphoid neogenesis during lupus and pave the way for new therapeutic
strategies to treat lupus nephritis.

Key words: Lupus, nephritis, Tertiary Lymphoid Organ (TLO), CXCR3, therapy
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