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RESUME

Ce travail de thése a été axé sur I'étude de la réponse immunitaire T chez des
patients atteints d’artérite a cellules géantes (ACG) et de pseudo-polyarthrite
rhizomeélique (PPR). Plusieurs études cliniques successives interrégionales ont
permis d’inclure de nombreux patients (57 ACG et 27 PPR) des Centres Hospitaliers
(CH) Universitaires et des CH de l'interrégion Est. Les échantillons sanguins ont été
étudiés dans le laboratoire de l'unité INSERM U1098. Tout d’abord, nous avons
confirmé I'implication des lymphocytes Th17 dans la pathogénie de 'ACG et avons
montré pour la premiére fois leur implication au cours de la PPR. De plus, notre
étude des lymphocytes T (LT) CD4'CD161" a permis de mieux comprendre les
mécanismes de plasticité entre les réponses Th1 et Th17 au cours de ces deux
pathologies. Nous avons complété ces travaux par I'étude de la réponse T
régulatrice en montrant qu’il existe un déficit quantitatif en Treg au cours de 'ACG et
la PPR. Dans la suite de ce travail, nous avons mis en évidence, chez des patients
atteints de polyarthrite rhumatoide, que le blocage de la voie de signalisation de I'lL-
6 par un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de I'lL-6 permet de corriger
le déséquilibre de la balance Th17/Treg, en diminuant la réponse Th17 et en
augmentant simultanément la réponse T régulatrice, a l'inverse des corticoides qui
diminuent le pourcentage de Th17 sans corriger le déficit en Treg. Enfin, dans la
derniere partie de ce travail, nous avons montré pour la premiere fois que les LT

CD8" étaient également impliqués dans la pathogénie de 'ACG et la PPR.

Ces résultats ont permis de progresser dans les connaissances
physiopathologiques de 'ACG et la PPR en évoluant d’'un modéle articulé autour
d’'un déséquilibre de la balance Th1/Th2 vers celui d’'un déséquilibre de la balance
Th17/Treg et permettent de proposer des thérapeutiques mieux ciblées pour 'ACG
et la PPR.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to investigate the T-cell immune response in the
course of giant-cell arteritis (GCA) and polymyalgia rheumatica (PMR). Several
studies conducted by our team allowed us to obtain blood samples from many
patients affected by GCA (n=57) and PMR (n=28). Immunological studies were
performed in INSERM U1098, University Of Burgundy, Dijon, France.

We firstly demonstrated the implication of Th17 and CD4*CD161" T cells in
the pathogenesis of these two diseases, thus extending the knowledge in the
plasticity mechanisms arising between Th1 and Th17 cell-immune responses in GCA
and PMR. Furthermore, we investigated the regulatory T cell immune response in
these two affections, demonstrating that although being functional, the percentage of
circulating Treg was decreased in GCA and PMR patients. As interleukin-6 (IL-6) had
been shown to control the Th17/Treg balance, we studied Th17 and Treg frequencies
in rheumatoid arthritis patients treated with an anti-IL-6 receptor antibody
(tocilizumab). We showed that the blockade of the IL-6 pathway was able to correct
the Th17/Treg imbalance by decreasing the number of Th17 cells and simultaneously
increasing that of Treg. Finally, we demonstrated for the first time the implication of
CD8" T cells in the pathogenesis of GCA and PMR.

This thesis allowed us to progress in the knowledge of the pathogenesis of
GCA making the pathogenesis model progress from a Th1/Th2 to a Th17/Treg
imbalance model. Altogether, these data deciphering the immune response in the
pathogenesis of GCA and PMR bring new knowledge which will lead to better
targeted therapies.
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IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif

L

LAG-3 : Lymphocyte Activation Gene-3
LB : Lymphocyte B

LEI : Limitante Elastique Interne

LLT1 : Lectin-Like Transcript 1

LPS : LipoPolySaccharide

LT : Lymphocyte T

M

MAI : Maladie Auto-Immune

MCP-1 (ou CCL2) : Monocyte Chemotactic Protein-1
MH : Maladie de Horton

MMP : Métalloprotéases

MP : Macrophages

N

NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NK : cellule Natural Killer

NKRP1 (ou KLRB1 ou CD161) : Killer cell Lectin-like Receptor subfamily B, member 1
NLR : (NOD)-like receptor

NOD2 : Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2
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NOIAA : Neuropathie Optique Ischémique Antérieure Aigué

0,

OACR : Occlusion de I'Artére Centrale de la Rétine

P

PAMPs : Pathogen Associated Molecular Patterns
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells (cellules mononucléées du sang périphérique)
PCR : Polymerase Chain Reaction

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor

PERM : Phospho-Ezrin Radixin Moesin

PMA : Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

PNB : Polynucléaires Basophiles

PNE : Polynucléaires Eosinophiles

PNN : Polynucléaires Neutrophiles

PPR : Pseudo-Polyarthrite Rhumatoide

PR : Polyarthrite Rhumatoide

PRR : Pattern Recognition Receptor

PTX-3 : Pentraxine-3

R

RANK : Receptor Activator of NFkB

RANKL : Receptor Activator of NFkB Ligand

RANTES (ou CCL5) : Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
RBPJ : Recombination signal Binding Protein for immunoglobulin kappa J region
ROCK : Rho kinase

RORC : Retinoic acid-related Orphan Receptor C

ROR-yt : Retinoic acid-related Orphan Receptor-yt

S

S1P1 : Sphingosine-1-Phosphate

SCID : Severe Combined Immunodeficiency Syndrome (déficit immunitaire combiné sévéere)
SEP : Sclérose en Plaques

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription

T

T-bet : T-box expressed in T cells

Tc : (lymphocyte) T cytotoxique

TCR : T Cell Receptor (récepteur des cellules T)
TDM : Tomodensitométrie

TEP : Tomographie par Emission de Positons
TGF-B : Transforming Growth Factor-béta

Th : (lymphocyte) T helper (auxiliaire)

TLR : Toll-Like Receptor

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-alpha

TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand
Treg : lymphocyte T CD4" régulateur

vV

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1

VDCA-2 : Voltage Dependent Anion-selective Channel protein 2
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive

VS : Vitesse de Sédimentation
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INTRODUCTION

1. Introduction et épidémiologie

L’artérite a cellules géantes (ACG), anciennement appelée maladie de Horton
(MH) est une vascularite granulomateuse classée, avec la maladie de Takayasu,
dans le groupe des vascularites des artéeres de gros calibre [1,2]. Le terme d’artérite
temporale ne doit plus étre utilisé pour parler de 'ACG puisque l'atteinte des artéres
temporales n’est pas spécifique de 'ACG et peut se rencontrer dans d’autres
vascularites comme la périartérite noueuse ou les vascularites associées aux
anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (ANCA). L’'ACG est la vascularite la
plus fréquente de I'adulte de plus de 50 ans. Le pic d’incidence se situe entre 70 et
80 ans. La prévalence de 'ACG varie selon les ethnies. Méme si les données sont
parfois contradictoires, la maladie est tres rare chez les africains, les arabes, les
hispaniques et les asiatiques [3-7]. Les prévalences les plus élevées sont rapportées
parmi les populations d’origine scandinave comme dans le comté d’Olmsted dans le
Minnesota ou la prévalence a été estimée a 18,8 pour 100 000 habitants [8]. En
France, la prévalence de 'ACG était de 9,4 cas pour 100 000 habitants de plus de 55
ans dans une étude menée en Loire Atlantique [9]. Dans une étude que nous avons
réalisée récemment, l'incidence annuelle de 'ACG a biopsie d’artére temporale
(BAT) positive dans la ville de Dijon (151 543 habitants en 2007) était de 10,9 et
13,4/100 000 habitants par an dans la population dgée de plus de 50 et 55 ans
respectivement [10] (article présenté en Annexe). Ce gradient d’incidence Nord-Sud
et la fréquence accrue de la maladie dans les pays scandinaves ont fait suspecter
I'existence de prédispositions génétiques a développer une ACG. Plusieurs travaux
font état d’'une augmentation significative de la prévalence des alléles HLA-
DRB1*0401, DRB1*0404 ou DRB1*0408, exprimés chez 60% des patients
présentant une pseudopolyarthrite rhizomélique (PPR) ou une ACG [11-13]. D’autres
alleles HLA de classe | et Il ont été associés a la ACG [14]. Ces associations
soulignent le réle prépondérant de limmunité adaptative cellulaire au cours du
développement de I'ACG. Les alleles HLA sont en effet responsables d’'une
restriction des peptides présentés aux LT CD4" lors de l'interaction CMH-II, peptide
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et récepteur T (TCR). Comme au cours de la polyarthrite rhumatoide, il existerait au
cours de 'ACG un « épitope partagé ». En effet, une conservation de la séquence
d’acides aminés entre les positions 28 et 31 du 2°™ domaine de la chaine B des
molécules HLA de classe Il associées a TACG (HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0404
et HLA-DRB1*0408) a été décrite [12]. D’autres génes ont été étudiés et des
polymorphismes des genes du tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) [13], de
l'interleukine-6 (IL-6) [15], de la corticotropine-releasing hormone (CRH) [16], de
molécules d’adhésion cellulaire (ICAM-1), du promoteur du gene de RANTES (ou
CCL5), du récepteur de chémokine CCR5 ou du géne de I'antagoniste du récepteur

a l'lL-1 (IL-1Ra) [13] ont été liés a un risque accru de développer une ACG.

Certains travaux ont aussi décrit une variation cyclique et saisonniere de
'incidence de la pathologie, faisant donc évoquer la participation d’'un facteur
environnemental et notamment infectieux dans le déclenchement de la maladie
[17,18]. Il s’agit souvent d’études cas/contr6le, non confirmées sur de plus grandes
séries, qui ont détecté, par PCR ou Hybridation in situ, une augmentation de '’ADN
de bactéries ou de virus dans les artéres temporales de patients atteints d’ACG :
Cytomégalovirus, Parvovirus B19, Herpés Simplex Virus et Chlamydia pneumoniae
[19]. Plus réecemment, des auteurs ont mis en évidence un possible réle inducteur
d’'une souche de Burkholderia (Bukholderia pseudomallei-like). Cette souche a été
isolée par PCR 16S a partir de BAT issues de patients atteints d’ACG. Les auteurs
ont également détecté du lipolisacharide (LPS) de Burkholderia dans le sérum et les
artéres temporales des patients. Les cultures in vitro de BAT provenant de patients
affectés d’ACG ont entrainé I'apparition de colonies de Bukholderia pseudomallei-
like, qui, une fois injectées a des souris, ont induit une inflammation au niveau des
vaisseaux pulmonaires. Ce travail, présenté au congrés de I'’American College Of

Rheumatology (ACR) en 2012, n’a pas encore été publié [20].
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2. Manifestations cliniques de ’ACG

L’ACG est une panartérite inflammatoire a cellules géantes, non nécrosante, de
topographie segmentaire et focale, touchant les artéres de gros calibre,
préférentiellement les branches de la carotide externe et en particulier I'artére
temporale superficielle. Cependant, tous les gros troncs artériels (carotides, aorte,
sous-claviéres) peuvent étre touchés [21]. La présentation histologique classique de
TACG est une artérite a cellules géantes avec un infiltrat inflammatoire
granulomateux, habituellement localisé a la jonction intima-média, constitué de
lymphocytes T (LT) en majorité CD4"*, de macrophages (MP) et de cellules géantes

multinucléées [2].

La topographie des atteintes rend compte des manifestations ischémiques de
la maladie : céphalées, claudication de la machoire, baisse d’activité visuelle,
nécrose du scalp ou de la langue et manifestations neurologiques centrales. Ces
manifestations ischémiques s’accompagnent de signes généraux (asthénie, fievre,
perte de poids, anorexie), reflet de l'intense réaction inflammatoire associée. L'ACG
s’associe dans 27 a 56% a un tableau de PPR, dont la physiopathologie est
commune avec celle de 'ACG [22]. Les principales manifestations cliniques

rencontrées au cours de 'ACG sont résumées dans le tableau 1.
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Gonzalez-Gay | Abdul-Rahman Rgg:ir;r:adzefet KhalifaMetal. | LiozonE etal. | ChaudhrylA et | Smetana GW et al.
MA et al [23] AM et al. [24] al, [25] [26] [27] al. [3] [28]*
Durée d’étude 1981-2004 1996-2005 14 ans 1986-2003 1997-2002 1983-2004
Ville, Pays Lugo, Espagne Otago, Nouvelle- Barcelone, Tunisie Limoges, Riyadh, Arabie
’ ' Zélande Espagne France Saoudite
Nombre de patients N =240 N=70 N=75 N =96 N =175 N =102
Manifestations cliniques, %
Fievre 9,5 12,9 48 56 54,9 49 1,2 (0,98-1,4)
Signes généraux 60,8 75 71,2
Asthénie 17,1
Anorexie 14,3 1,2 (0,96-1,4)
Amaigrissement 12,9 57 64 51,2 3,9 1,3 (1,1-1,5)
Toutes
Céphalées 86,4 67,1 80 92 771 38 1.|’.2 (1,1-1.4)
emporale
1,5 (0,78-3,0)
Claudication de la méachoire 40,8 24,3 45 41 39,4 8,8 42 (2,8-6,2)
Anomalie d’'une artére temporale 72,9 81 85 60,3 17,6
Hyperesthésie du cuir chevelu 33,8 229 48 40 51,8 27
Pseudopolyarthrite rhizomélique 40 314 42,6 56 26,9 0,97 (0,76-1,2)
Manifestations visuelles (toutes) 233 34 1,1(0,93-1,3)
Amaurose fugace 10 8 5 19,4 0,85 (0,58-1,2)
Diplopie 1 3,4 (1,3-8,6)
Cécité 12,9 14,3 10,6 11 12,6
Manifestations biologiques
Anémie 29 64,1
Elévation de la VS 95,7 (>20 mm/h) 100 (>20 mm/h) | 93,5 (>50 mm/h)
CRP > 15 mg/L 100 (34/34) 95,1

Tableau 1 : Principales manifestations de ’ACG au diagnostic. Adapté de Borchers AT et al. [22].

*Cette colonne représente les résultats d’'une méta-analyse de 41 études publiées entre 1966 et 2000 et décrivant les caractéristiques de
patients affectés d’ACG a BAT positive ou négative. Les résultats représentent le rapport de vraisemblance positif (intervalle de confiance a
95%) de chaque signe pour le diagnostic d’ACG.

CRP : protéine C-réactive ; VS : vitesse de sédimentation.
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a) Signes généraux

La fiévre est un signe habituel de 'ACG, retrouvé dans 10 a 60% des cas
selon les séries. Elle dépasse le plus souvent 38°C et atteint parfois 39°C, sans
frissons mais parfois avec des sueurs nocturnes. L’asthénie est quasi constante et
un amaigrissement d’importance variable est noté dans la majorité des cas, pouvant
atteindre 10% du poids corporel [18,22,29,30].

b) Manifestations céphaliques

Les céphalées représentent le principal symptéme ischémique de 'ACG et
sont souvent de localisation temporale ou fronto-temporale, uni ou bilatérales. Leur
intensité est trés variable et elles peuvent parfois étre discrétes ou au contraire
intenses voire insomniantes. Elles peuvent étre déclenchées par le froid, le contact et
s’associer a une hyperesthésie du cuir chevelu. Parfois, les céphalées sont
occipitales, faciales, maxillaires, rétro-orbitaires [18,22,29,30]. Les anomalies de
'artére temporale font partie des criteres diagnostiques de I'American College of
Rheumatology (ACR) [31]. L’artere temporale peut apparaitre nettement visible et
former un cordon saillant, induré et tortueux, qui peut étre dur, sensible et épaissi a la
palpation. Les pouls temporaux peuvent étre diminués ou abolis. La peau en regard

de l'artére temporale peut étre normale, cedématiée ou inflammatoire [18,22,29,30].

c) Manifestations rhumatologiques

Les manifestations rhumatologiques de 'ACG sont dominées par la PPR. Il
s’agit de douleurs d’horaire inflammatoire siégeant a la ceinture scapulaire et au
niveau des deux hanches et pouvant irradier vers le cou, les bras et le rachis. Les
douleurs provoquent une limitation de la mobilité active et il s’y associe une raideur
articulaire et péri-articulaire. Les radiographies standards ne retrouvent pas
d’anomalie. L’échographie articulaire ou la tomographie par émission de positons
(TEP) peuvent mettre en évidence une bursite ou une synovite des articulations des
ceintures scapulaires ou pelviennes [30,32,33].
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d) Manifestations oculaires

Par leur fréquence et leur gravité, les manifestations ophtalmologiques de
'ACG en dominent le pronostic car elles peuvent provoquer une cécité définitive.
Avant I'ére des corticoides, leur fréequence était de 50 a 60% des cas et pouvait
entrainer une cécité compléte dans 26% des cas. Depuis le recours systématique a
la corticothérapie, leur fréquence n’est plus que de 25 a 30% avec une cécité
définitive dans 14 a 18% des cas, les chiffres variant d’'une série a I'autre en fonction
du mode de recrutement des patients. Dans la majorité des cas, les manifestations
ophtalmologiques surviennent avant le début de la corticothérapie, ou parfois peu de
temps apres le début de celle-ci. La neuropathie optique ischémique antérieure aigué
(NOIAA) est l'atteinte la plus fréquente (77-92% des cas), l'occlusion de lartére
centrale de la rétine (OACR) ou d'une de ses branches (souvent temporale
supérieure) est plus rare (4-21% des cas). D’autres atteintes ophtalmologiques sont
possibles : neuropathie optique rétrobulbaire (3-6%), nodules dysoriques, occlusion
choroidienne. Le fond d’ceil et l'angiographie rétinienne sont les examens de
référence pour le diagnostic des manifestations ophtalmologiques de 'ACG [34].
Dans 4,6 a 15% des cas, il existe une atteinte de I'oculomotricité se manifestant par
un ptosis ou une diplopie uni ou bilatérale, ou encore une limitation douloureuse des

mouvements oculaires, une exophtalmie ou une ophtalmoplégie internucléaire [34].

e) Manifestations artérielles

Aortite

La fréquence de l'aortite au cours de 'ACG est probablement sous-estimée.
Dans les séries cliniques ou autopsiques, une fréquence d’environ 15% a été
rapportée [35,36] mais la fréquence est bien supérieure dans les études prospectives
dans lesquelles une tomodensitométrie (TDM) aortique est réalisée : 45 a 65%
[21,37]. Outre la TDM aortique, une aortite peut étre diagnostiquée par I'angio-IRM
(Imagerie par Résonance Magnétique) ou la TEP qui permettent une exploration
fonctionnelle de l'inflammation artérielle et qui peuvent détecter plus précocement
des lésions d’aortite que la TDM qui montre seulement un épaississement homogene

et circonférentiel de la paroi aortique [38]. L'existence d’une aortite au diagnostic
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semble associée a des rechutes plus fréquentes et a une mortalité cardiovasculaire
plus élevée a long terme [39] mais ceci doit étre confirmé dans des études
prospectives [38]. Actuellement, la mise en évidence d’'une aortite asymptomatique

ne modifie pas les modalités et la durée de la corticothérapie au cours de 'ACG [38].

L’aortite peut se constituer a bas bruit ou révéler la maladie par la survenue
d’'une de ses complications : anévrysme ou dissection [40]. Le délai moyen entre le
diagnostic d’ACG et la survenue d’'une complication est estimé a 2,5 ans pour l'aorte
abdominale et 5,8 ans pour 'aorte thoracique [41]. Les données sont contradictoires
concernant le risque de survenue d’'un anévrysme de l'aorte au cours de 'ACG
[42,43]. Une étude récente, portant sur prés de 7000 patients atteints d’ACG et
comparés a 41994 témoins, mais avec un suivi moyen de seulement 4,3 ans, a
rapporté un risque relatif de développer un anévrysme de laorte de 1,92,

indépendamment des autres facteurs de risque cardiovasculaires [44].

Autres complications cardiovasculaires au cours de 'ACG

L’ACG peut s’étendre au niveau des artéres des membres. L’atteinte des
membres supérieurs prédomine (63% des cas), est souvent bilatérale et affecte
essentiellement les artéres sous-clavieres et axillaires, provoquant un syndrome de
Raynaud, une claudication des membres, une abolition d’'un ou plusieurs pouls, une

inégalité tensionnelle, voire des complications trophiques [45,46].

L’atteinte artérielle des membres inférieurs et les manifestations
coronariennes survenant au cours de 'ACG sont plus difficiles a mettre en relation
directe avec 'ACG compte tenu de la fréquence des lésions athéromateuses a cet
age et du réle potentiellement favorisant de la corticothérapie au long cours. Une
étude récente comparant 3408 patients atteints dACG a 17027 sujets contrbles
appariés pour I'age et le sexe a rapporté l'incidence des principales complications
vasculaires au cours de 'ACG (infarctus du myocarde [IDM], accidents vasculaires
cérébraux [AVC] et artérite des membres inférieurs [AOMI]). En comparaison a la
population témoin, les incidences étaient de 10 vs 4,9 évenements pour 1000
patients-année (PA) pour I'IDM, 8 vs 6,3 pour I'AVC et 4,2 vs 2 pour 'AOMI, soit des
hazard ratio a 2,06 pour I'IDM, 1,28 pour 'AVC et 2,13 pour 'AOMI. Le risque de
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survenue d’'un événement cardiovasculaire était plus important au cours du premier
mois, soulignant le fait que 'ACG est associée, indépendamment des autres facteurs

de risque cardiovasculaires, a un risque accru de complication cardiovasculaire [47].

Les AVC sont rares au cours de 'ACG et peuvent intéresser le territoire carotidien
et plus frequemment vertébro-basilaire [48-50]. Dans une étude récente, nous avons
démontré qu’un AVC survenait chez 7% des patients atteints ’ACG a BAT positive,
correspondant a une incidence annuelle de 10,9 cas pour 100 000 habitants dans la
population de plus de 50 ans résidant a Dijon. Ces AVC, a linverse de ceux de la
population générale de plus de 50 ans, survenaient préférentiellement chez des
hommes et affectaient le territoire vertébro-basilaire [10] (article présenté en

Annexe).

f) Manifestations atypiques

La neuropathie périphérique est exceptionnelle mais de fréquence probablement
sous-estimée. Il peut s’agir de mononévrites, multinévrites, polynévrites ou
radiculopathies [51]. Des atteintes pulmonaires ou pleuropéricardiques [52,53],
digestives [54], utérines et ovariennes [55], hépatiques [56] ou endocriniennes [57]
sont également rapportées.

3. Signes biologiques de ’ACG

Il nexiste pas de marqueur biologique spécifique de 'ACG. De fagon quasi
constante, les patients présentent un syndrome inflammatoire et I'élévation de la
vitesse de sédimentation (VS) a plus de 50 mm a la 1% heure fait partie des critéres
diagnostic de 'ACR [31]. La VS est en moyenne a 93 = 23 mm/h, la CRP a 94 + 63
mg/L et les autres protéines de Tlinflammation (fibrinogéne, haptoglobine,
orosomucoide) sont également élevées. Une anémie (hémoglobine <12 g/dL)
inflammatoire est observée dans 54,6% des cas et une thrombocytose dans 48,8%
des cas [58].

Néanmoins, la VS peut étre inférieure a 50 mm/h dans 10,8% des cas [59] et sa

normalité n’exclut donc pas le diagnostic. De plus, des associations entre un
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syndrome inflammatoire modéré et la survenue de complications ischémiques

oculaires ont été rapportées [60].

Témoignant du possible role de I'immunité humorale, la présence de différents
types d’auto-anticorps a été rapportée au cours de 'ACG mais sans que leurs réles
pathogéniques soient clairement démontrés. Ainsi, des anticorps anti-cardiolipines
(aCL) ont été detectés chez 20 a 50% des patients affectés d’ACG, mais a taux
faible, sans anticorps anti-B2glycoprotéine-l et sans association avec une
augmentation du risque ischémique [61-65]. Ces aCL disparaissent aprés 3 mois de
corticothérapie [65,66]. Des anticorps anti-cellules endothéliales (aCE) ont été
détectés chez 33% des patients atteints d’ACG [67]. Ces aCE ne sont pas
spécifiques de 'ACG car ils ont été aussi retrouvés chez des sujets sains [68] ou
atteints de maladie auto-immune [69]. Cependant, au cours de I'ACG, ces aCE
seraient des immunoglobulines (Ig) G dirigées contre des auto-antigénes spécifiques
exprimés par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (CML), tels
que la vinculine, la lamine A/C, 'annexine V, le VDCA-2 (voltage dependent anion-
selective channel protein 2) et d’autres protéines impliquées dans le métabolisme

énergétique cellulaire [70].

Plus récemment, des anticorps dirigés contre la chaine lourde de la ferritine
humaine ont été détectés chez 92% des patients affectés d’ACG ou de PPR non
traitée, mais aussi chez 29% des patients affectés de lupus et seulement 1% des
sujets sains [71]. L'intérét du dosage de ces anticorps pour le diagnostic ’ACG n’a
pas été confirmé dans une étude récente démontrant qu’ils étaient positifs chez 73%
des patients dont la BAT était positive, 2,5% des sujets sains mais également 32%
de patients suspects d’ACG chez qui le diagnostic n’avait finalement pas été retenu
[72].

La pentraxine-3 (PTX3), qui structurellement appartient a la méme famille de
protéines que la CRP mais qui est produite par les cellules endothéliales et les
leucocytes activés, est augmentée dans le sérum des patients atteints d’ACG
comparativement a des sujets sains, atteints de polyarthrite rhumatoide (PR) ou
présentant une cardiopathie ischémique. La PTX3 était significativement plus élevée
chez les patients ayant récemment présenté une NOIAA [73]. Chez les patients en

rémission, la PTX3 était significativement plus basse qu’au diagnostic. Enfin, la
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corrélation entre le taux de PTX3 et la VS ou la CRP était faible, suggérant que la
combinaison de ces biomarqueurs pourrait améliorer les performances diagnostiques
au cours de I'ACG [73].

4. Diagnostic de 'ACG

a) Biopsie d’artére temporale

La biopsie d’artere temporale (BAT) est essentielle au diagnostic et permet de
justifier le recours a une corticothérapie prolongée. Sa réalisation ne doit pas retarder
la mise en route du traitement car, méme si elles deviennent moins typiques apres 1
a 2 semaines de traitement, les Iésions histologiques de 'ACG peuvent persister 4

semaines apres le début de la corticothérapie [74,75].

Les Iésions histologiques classiquement observées sont des lésions de
panartérite granulomateuse segmentaire et focale. L’ensemble de la paroi artérielle
(intima-média-adventice) est le siége d’un infiltrat inflammatoire granulomateux,
prédominant habituellement a la jonction intima-média, constitué de lymphocytes T
(LT) en majorité CD4", de macrophages (MP) et de cellules géantes multinucléées.
Les lymphocytes B sont quasi inexistants dans la paroi artérielle (figure 1).
Cependant, 50% seulement des BAT présentent cet aspect typique. Dans les autres
biopsies, linfiltrat inflammatoire chronique est constitué de lymphocytes et de
quelques polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles sans cellules géantes. I
n’existe jamais de nécrose fibrinoide au cours de 'ACG. Lorsqu’elles affectent la
paroi de I'artére temporale ou les vasa vasorum, ces Iésions doivent faire évoquer un

autre diagnostic : périartérite noueuse ou polyangéite microscopique notamment [2].

La sensibilité de la BAT varie de 70 a plus de 90% [18,22,29], ce qui signifie
que le diagnostic d’ACG peut étre retenu méme si la BAT est négative [31]. Les
Iésions d’ACG sont en effet segmentaires et focales et peuvent donc manquer sur le
fragment biopsié. Ainsi, la BAT doit idéalement étre réalisée du co6té le plus
symptomatique et mesurer au moins 1 a 2 cm de longueur [76]. Une longueur seuil
de 0,5 cm apres fixation dans le formol semble étre associée avec une augmentation
du rendement diagnostique de la BAT [77]. Dans tous les cas, I'ensemble du bloc

doit étre analysé puisque les lésions d’ACG sont segmentaires et focales. La
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réalisation d’'une BAT bilatérale permet d’augmenter la rentabilité diagnostique de

12,7% par rapport a une BAT unilatérale [78]. De plus, il faut rappeler que, méme si

cette atteinte est trés fréquente, ’ACG n’atteint pas de fagon constante les artéres

temporales. A titre d’exemple, une grande proportion (30-40%) des patients

présentant une atteinte des gros vaisseaux documentée a I'imagerie ont une BAT
négative [22,46,79].
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Figure 1: Biopsie d’artére
temporale au cours de I’ACG.

A, B : biopsie d’'artere temporale
d'un patient atteint d’ACG.
Coloration au May Grinewald
Giemsa. Fragmentation de la
media et hyperplasie intimale
responsables d’'une sténose de la
lumiére vasculaire. Panartérite
avec infiltrat constitué de cellules
mononucléées prédominant a la
jonction  adventice/media et
présence de cellules géantes
multinucléées (B). C, D, E, F, G,
H: étude immunohistochimique
de l'infiltrat cellulaire affectant la
paroi artérielle d'une artére
temporale de patient atteint
d’ACG. Toutes les coupes de
lartere temporale ont été
réalisées au niveau de la méme
Iésion. Les cellules positives
marquées par les différents
anticorps utilisés apparaissent
colorées en brun : CD3 pour les
LT (C), CD68 pour Iles
macrophages (D), IFN-y pour les
lymphocytes Th1 (E), IL-17 pour
les lymphocytes Th17 (F), Foxp3
pour les Treg (G) et CD20 pour
les lymphocytes B (H). Adv :
adventice, Med : média, Int :
intima. Grossissement : x40.



Une équipe a récemment rapporté I'intérét du marquage de la Phospho-Ezrin
Radixin Moesin (pbERM) sur des BAT [80]. pERM est phosphorylée par la Rho kinase
(ROCK), une enzyme dont [lactivité sérine/thréonine kinase intervient dans
'organisation du cytosquelette, 'adhésion et la migration cellulaires, la prolifération,
la différenciation et 'apoptose cellulaires. ROCK est également impliquée dans la
phosphorylation de IRF-4 (Interferon response factor-4), un facteur de transcription
impliqué dans la production d’IL-17 et d’IL-21 et donc la polarisation Th17. ROCK
intervient dans la physiopathologie de I'athérome et du lupus ; de plus, I'effet anti-
inflammatoire des statines pourrait étre secondaire a l'inhibition de 'activité de ROCK
[81]. Les lymphocytes Th17 étant impliqués dans la physiopathologie de 'ACG [82-
84], les auteurs ont proposé de mesurer I'activité de ROCK, via un marquage de
pERM, sur les BAT de patients atteints d’ACG a BAT positive (n=19), négative
(n=17) et de sujets contrbles (n=18). Un marquage intense de pERM (score > 4/6,
figure 2) a permis de distinguer les arteres des contréles de celles des patients
affectés d’ACG a BAT négative avec une sensibilité de 94% et une spécificité de
56%, soit une valeur prédictive négative de 91%. Un marquage de pERM en cas de
BAT négative pourrait donc améliorer le rendement diagnostique de la BAT, surtout

lorsque son analyse macroscopique est normale [80].
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Figure 2 : Marquage de pERM sur des BAT de patients affectés d’ACG a BAT positive, négative
ou de sujets controles. Issu de Lally L et al. 2014 [80].
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b) Critéres diagnostiques

Les critéres de classification actuellement utilisés dans la littérature sont ceux
de 'ACR, publiés en 1990 [31]. Ces criteres ont été élaborés en comparant 214
patients atteints dACG a 593 patients affectés d’'une autre vascularite. Il s’agit dont
de critéres de classification par rapport aux autres vascularites et non de critéeres
diagnostiques.

Ces critéres sont les suivants :

e Age au début de la maladie = 50 ans

o (Céphalée d’apparition récente

e Anomalie de l'artére temporale a la palpation (induration, diminution d’un
pouls non liée a I'athérosclérose)

e VS>50mm ala 1% heure

e BAT anormale montrant une vascularite caractérisée par une infiltration de la
paroi vasculaire par des cellules mononucléées et/ou par l'existence de

|ésion(s) granulomateuse(s) avec présence de cellules géantes

La présence d’au moins 3 de ces 5 critéres, permet de classer la maladie
comme une ACG parmi d’autres vascularites avec une sensibilité de 93,5% et une
spécificité de 91,2% [31].

Une étude danoise a analysé l'incidence annuelle de 'ACG avec ou sans BAT
positive. Dans la population danoise de plus de 50 ans, elle était de 20,4 / 100 000
en considérant toutes les ACG contre 15,1 / 100 000 quand ils ne considéraient que
les ACG a BAT positive [85].

c¢) Examens d’imagerie

Méme s’ils n‘apparaissent pas dans les criteres diagnostiques cités ci-dessus,
un certain nombre d’examens d’imagerie peut contribuer au diagnostic ’ACG et
suffire a débuter un traitement. Il s’agit de I'échographie-Doppler, de I'angio-TDM, de
'angio-IRM et de la TEP couplée a la TDM. Ces examens permettent surtout de

mettre en évidence une aortite ou une atteinte inflammatoire des vaisseaux supra-
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aortiques. De plus, I'échographie-Doppler et I'angio-IRM peuvent montrer des

anomalies témoignant d’'une inflammation au niveau de la paroi de I'artére temporale.

L’échographie-Doppler est un examen simple et non invasif qui permet
notamment d’étudier I'artere temporale en recherchant une sténose ou une occlusion
artérielle et surtout le signe du halo qui est un épaississement pariétal circulaire et
homogene de la paroi artérielle. Ce signe du halo a une sensibilité et une spécificité
comparée a la BAT de 69 et 82% respectivement [86]. C’est surtout la combinaison
des trois types d’anomalies qui a le plus de valeur, atteignant alors une sensibilité de
95% et une spécificité de 85% [87].

L’échographie-Doppler permet également I'étude de I'inflammation de la paroi

de l'aorte et des artéres sous-clavieres et axillaires [88].

L’angio-TDM permet de diagnostiquer une aortite, définie par un
épaississement circonférentiel et homogeéne de plus de 3 mm d’épaisseur de la paroi

aortique, qui régresse sous corticothérapie [21,38].

L’angio-IRM cérébrale, réalisée a loccasion d'un bilan de céphalées
inexpliquées, peut mettre en évidence des anomalies de I'artére temporale ou de ses
branches, a type d’épaississement pariétal et/ou d’hypersignal sur les séquences T1
fat-sat et T2 [89]. L’angio-IRM permet également de faire le diagnostic d’aortite [38].

La TEP couplée a la TDM ne permet pas d’évaluer 'artere temporale du fait de
sa petite taille et de sa proximité avec le cerveau qui fixe fortement le
fluorodésoxyglucose (FDG). Cet examen permet par contre une détection trés
sensible de I'inflammation de la paroi des gros vaisseaux [90,91]. Une méta-analyse
récente a évalué la rentabilité du TEP-scan pour le diagnostic d’ACG et estimé sa
sensibilité a 80% et sa spécificité a 89% soit une valeur prédictive positive (VPP) de
85% et une valeur prédictive négative (VPN) de 88% [92]. De plus, la diminution de
I'hyperfixation vasculaire du traceur est corrélée avec le contrble des signes cliniques
et la régression du syndrome inflammatoire [93]. Néanmoins, lorsque le patient
présente des lésions d’athérosclérose, l'interprétation de certaines anomalies des
gros vaisseaux est parfois difficile [93,94]. De plus, en cas d'aortite, un
hypermétabolisme persiste aprés 3 mois de traitement dans 50% des cas, sans réel

lien avec le risque de rechute et alors que le syndrome inflammatoire a disparu [95].
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5. Traitement de ’ACG

a) Corticothérapie

Le traitement de référence de 'ACG reste a I'heure actuelle, et comme il y a 50
ans, la corticothérapie prolongée par voie orale, en débutant a forte dose: 0,7
mg/Kg/j a 1 mg/Kg/j de prednisone selon I'existence ou non de complications
vasculaires, notamment ophtalmologiques [96]. Ensuite, la dose est progressivement
diminuée. Il N’y a pas de consensus sur la durée totale de la corticothérapie. Celle-ci
est parfois maintenue plus de 3 ans, trés rarement moins de un an. Ce traitement est
efficace méme ¢s'il existe de rares cas de corticorésistance. En revanche, il est
responsable d’importants effets secondaires, tout particulierement dans cette
population agée : diabéte, fractures ostéoporotiques, dyslipidémie, surpoids, troubles
cutanés, cataracte, glaucome, infections, hypertension artérielle [97]. En France, le
schéma classique consiste a débuter a la dose de 0,7 mg/Kg/j d’équivalent (sauf en
cas d’atteinte ophtalmique ou la dose de 1 mg/Kg/j est recommandée) jusqu’a
disparition des signes cliniques et du syndrome inflammatoire. Puis une
décroissance rapide de 10% par semaine est réalisée jusqu’a atteindre mi-dose. Une
phase de plateau débute alors pour 3 a 6 mois avant de continuer la décroissance au
rythme de 1 mg toutes les 2 a 4 semaines.

La tendance actuelle est d’essayer de diminuer I'exposition des patients a la
corticothérapie, en diminuant la posologie initiale et/ou en accélérant la décroissance
des doses. Par exemple, le schéma proposé par la Mayo Clinic propose une dose
d’attaque a 0,6 mg/Kg/j d’équivalent prednisone pendant un mois, réduite d’'un quart
a la fin du premier mois, de moitié a la fin du deuxieme mois (0,3 mg/Kg/j) puis une
décroissance plus lente pour arriver a 8 a 10 mg/j en fin de premiere année de

traitement [98].

En moyenne, quel que soit le schéma adopté, les patients recoivent 8,2 mg/j
d’équivalent prednisone apres un an de traitement [99]. On estime que la dose de
7,5 mg/j d’équivalent prednisone peut étre atteinte chez 40% des patients au bout de
6,5 mois [97]. Ce résultat, issu d’une étude rétrospective reprenant 120 dossiers

d’ACG a été récemment confirmé dans un essai prospectif multicentrique ou 47%
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des patients atteignaient la dose de 0,1 mg/Kg/j de prednisone aprés 6 mois de
traitement [100].

b) Immunosuppresseurs, immunomodulateurs et biothérapies

Deux facteurs rendent donc compte de la gravité de 'ACG : le risque de
complications vasculaires inhérent a la maladie (NOIAA, AVC, IDM); et les
complications dues a la corticothérapie prolongée (immunodépression, ostéoporose,
hypertension artérielle, diabete), qui sont observées dans 35 a 65% des cas dans la
premiére année de traitement [18,97]. En cas de corticorésistance, imposant une
majoration des doses, ces complications atteignent 70% des patients.

Parvenir a diminuer la dose totale et la durée de la corticothérapie est donc
particulierement important au cours de 'ACG. Les stratégies d’épargne stéroidienne
visant a raccourcir la durée du traitement sont parfois utilisées. Différents
médicaments ont été testés sans succes : antipaludéens [101,102], azathioprine
[103], et plus récemment les anti-TNF-a [100,104-106]. Le méthotrexate est le seul
traitement immunosuppresseur a avoir démontré une efficacité modérée en terme
d’épargne cortisonée [107-111]. Le cyclophosphamide, malgré le manque de
données dans la littérature, pourrait aussi avoir un intérét dans les formes
corticorésistantes, lorsqu’il existe une contre-indication aux corticoides a forte dose
ou en cas d’échec du méthotrexate [112-114]. La dapsone a montré son efficacité
sur la diminution du nombre de rechutes de la maladie mais les effets indésirables
potentiellement graves (agranulocytose) survenus au cours de son utilisation dans

I'ACG, ne font pas retenir cette thérapeutique comme une alternative [115].

De récents progrés dans la connaissance de la physiopathologie de 'ACG
permettent d’envisager de nouveaux traitements, notamment l'inhibition de la voie de
signalisation de linterleukine-6 (IL-6) par le tocilizumab, un anticorps monoclonal
humanisé dirigé contre les récepteurs soluble et membranaire de I'IL-6. L'IL-6 est
une cytokine particulierement importante dans la physiopathologie de 'ACG. Cette
cytokine intervient dans la promotion de la phase aigué de la réaction inflammatoire.
Weyand et al. ont montré en 1993 qu’il existait une augmentation significative des
concentrations plasmatiques d’IL-6 chez les patients atteints d’ACG non traitées.
L’administration de corticoides était suivie d’'une baisse rapide des concentrations

d’lL-6. Lors des rechutes de la maladie ou a l'arrét du traitement, le taux d’lL-6
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augmentait parallelement a la réapparition des symptémes cliniques [116]. D’autres
travaux ont confirmé que les taux sériques d’'IL-6 étaient corrélés a la sévérité des
manifestations cliniques, aux taux de la VS et de la CRP [117]. Compte tenu de ces
données scientifiques, plusieurs équipes ont déja utilisé avec succeés le tocilizumab
chez des patients atteints d’ACG [118-131].

Seitz et al. ont rapporté une série de 7 patients présentant une vascularite des
gros vaisseaux : 2 artérites de Takayasu et 5 ACG (3 BAT positives et 2 BAT
négatives mais avec une aortite a I'lRM). Parmi les 5 ACG, 2 ont été traitées
d'emblée par tocilizumab. Les 3 autres recevaient déja des corticoides
(respectivement 10, 20 et 27,5 mg/j de prednisone) en association a du méthotrexate
pour 2 d’entre eux. Les patients atteints d’ACG étaient 4gés de 70 ans en moyenne.
Le tocilizumab a été administré a la dose de 8 mg/Kg une fois par semaine pendant
un mois puis une fois par mois ensuite. Aprés un recul de 8,3 mois, tous les patients
atteints d’ACG étaient en rémission clinique et biologique (CRP<3 mg/L) sans qu’il
n’y ait eu de probléeme de tolérance. Le tocilizumab a été maintenu en perfusions
mensuelles chez 3 patients et a été stoppé aprés 7 mois chez les 2 autres atteints
d’ACG. La corticothérapie a été diminuée chez tous les malades et méme stoppée
chez I'un d’entre eux. Aucune rechute n’a été observée, méme apres l'arrét du
tocilizumab [123].

L’équipe de C. Salvarini a également rapporté une petite série de patients
présentant une vascularite des gros vaisseaux (dont 2 ACG), réfractaire au
traitement habituel par corticoides et parfois abatacept ou infliximab, chez qui I'ajout
de tocilizumab a la dose de 8 mg/Kg par mois a permis le contr6le des symptédmes,
la normalisation du syndrome inflammatoire et la diminution de la dose de
corticoides. Le suivi au cours de cette étude était de 6 mois. Aucun effet indésirable
n’a été observé [122].

Plus récemment, Unizoni et al. ont rapporté une série de 10 patients (2 artérites
de Takayasu, 7 ACG et une PPR) réfractaires a la corticothérapie seule ou ayant
rechuté sous traitement. Les patients ont regu un traitement pendant une durée
moyenne de 7,8 mois et ont été suivis pendant 27 mois en moyenne (16 a 60 mois).
Tous les patients sont entrés en rémission et la dose de prednisone a été
significativement diminuée aprés traitement par tocilizumab (20,8 a 4,1 mg/jour ;
p<0,0001). Les données de tolérance dans cette population ont été rassurantes :
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aucune réaction allergique lors des perfusions, aucune complication infectieuse ou
digestive. Quatre cas de neutropénie modérée (940 & 1300/mm?®) ont été observés,
mais sans aucune complication infectieuse. Une élévation modérée (<3N) des
transaminases a été mise en évidence chez 4 patients mais n’a jamais conduit a un
arrét du traitement par tocilizumab. Un patient de 82 ans est décédé d’'un IDM aprés

une colectomie. Un patient a rechuté 2 mois apres I'arrét du tocilizumab [124].

c) Traitements associés

Aspirine

Les patients atteints d’ACG ont un risque accru de complication
cardiovasculaire [47,132]. Dans une étude récente portant sur 3408 patients atteints
d’ACG, les taux d’incidence des IDM, AVC et maladies vasculaires périphériques
étaient de 10, 8 et 4,2 évenements pour 1000 patients-année respectivement, contre
49, 6,3 et 2 évenements pour 1000 patients-année respectivement dans une
population contréle composée de 17027 individus appariés pour le sexe et I'age.
Aprés ajustement sur les facteurs de risque cardiovasculaire classiques, les patients
atteints d’ACG avaient un risque accru de survenue d’IDM, AVC ou maladie
vasculaire périphérique, avec des Hazard Ratio de 2,06, 1,28 et 2,13 respectivement.
Ce surrisque était beaucoup plus prononcé dans les premiers mois d’évolution de la
maladie [47]. Néanmoins, cette étude comporte des limites et notamment I'absence
de données concernant le résultat de la BAT et le nombre de données manquantes
concernant les facteurs de risque cardiovasculaire. En effet, le réle des facteurs de
risque cardiovasculaire traditionnels dans la survenue de complications ischémiques
séveres au cours de 'ACG, et notamment de I'hypertension artérielle, a été démontré
[133]. Cependant, il est difficile de savoir si ce surrisque observé au cours de 'ACG
est lié a la maladie ou aux corticoides utilisés pour la traiter [134,135]. Néanmoins,
'absence de surrisque chez les patients atteints de PPR est un argument en faveur

du réle de la vascularite dans la survenue des évenements cardiovasculaires [136].

C’est pour ces raisons que de l'aspirine a dose anti-agrégante est souvent
prescrite au cours de 'ACG, notamment au début de la maladie. Cependant, cette

prescription n’a pas de base physiopathologique forte puisque I'aspirine n'a d’effet
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que sur la composante thrombotique alors que les manifestations ischémiques au
cours de 'ACG sont le résultat du remodelage de la paroi vasculaire induit par le
processus inflammatoire, avec une composante d'cedeme et d’inflammation

pariétale, de prolifération des CML, d’hyperplasie intimale et de thrombose [137,138].

Un effet protecteur de [laspirine sur la survenue d'événements
cardiovasculaires au cours de 'ACG est démontré par certaines études [139-141],
non retrouvé dans d’autres [142], alors que d’autres travaux retrouvent davantage de
complications céphaliques initiales chez les patients exposés a [Iaspirine,

comparativement aux non exposeés [143,144].

La plupart des praticiens prescrivent donc de I'aspirine a dose anti-agrégante
ou de I'héparine a dose isocoagulante jusqu’a la normalisation du syndrome
inflammatoire. Passée cette période, nous manquons de preuves solides pour
recommander la prescription systématique d’aspirine. Néanmoins, il est licite de
maintenir cette prescription chez les patients ayant présenté une manifestation
ischémique au diagnostic, ou chez ceux a haut risque cardiovasculaire. Mais dans ce
cas, les patients ont en fait une autre indication que 'ACG pour la prescription d’anti-

agrégants.

Statines

L’impact de la prescription de statines sur la prévention du risque vasculaire au
cours de 'ACG n’est pas connu. Par ailleurs, ces médicaments, a qui on attribue un
r6le anti-inflammatoire via une inhibition de la voie Th17 grace a l'inhibition de la Rho
kinase [80,81], impliquée dans la pathogénie de 'ACG [80], ne semblent pourtant

pas avoir d’'influence sur I'évolution de la maladie [145,146].
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6. Modéle physiopathologique de ’'ACG

Cette revue de la littérature a fait I'objet de deux publications : dans /la Presse
Médicale en 2012 [147] et dans Clinical and Experimental Rheumatology en 2013

[148] (articles disponibles en annexes).

L’ACG affecte les artéres de gros calibre, principalement l'aorte et les artéres
supra-aortiques, qui possedent une importante limitante élastique interne (LEI) et des
vasa vasorum, vaisseaux de trés petit calibre cheminant dans I'adventice pour
assurer la vascularisation de la paroi artérielle. A [linverse, les artéres
intracraniennes ont une paroi plus fine, avec moins de tissu élastique et pas de vasa
vasorum. Ces différences anatomiques expliquent que ces arteres soient

exceptionnellement atteintes au cours de 'ACG [149].

Les 3 phases de la physiopathologie de ’ACG

Le modele physiopathologique de 'ACG peut se diviser en 3 phases :

- La rupture de tolérance et I'activation des cellules dendritiques (DC)
- Le recrutement, I'activation et la polarisation des LT

- Le recrutement des MP et le remodelage vasculaire

a) La rupture de tolérance et l'activation des DC résidantes de 'adventice

Dans l'adventice des artéres saines se trouvent des DC myéloides a I'état
immature, définies par un phénotype S100*CD11c*CCR6*CD83 CMH-I1I" [137,150-
152]. Comme dans tous les autres tissus, ces DC immatures ont un réle de sentinelle
et phagocytent les antigénes de I'environnement proche. Elles participent a
linduction de tolérance vis-a-vis de ces antigénes et a l'immunoprotection dont
bénéficie la paroi artérielle. Lorsqu’elles recoivent un signal « Danger », par le biais
de récepteurs spécialisés que sont les Toll Like Receptor (TLR), les DC acquiérent
un phénotype mature (S100*CD11c*CCR7*CD83*CD80/86*CMH-11"") et produisent
alors des cytokines et des chémokines qui vont étre responsables du recrutement et
de la polarisation des LT. La nature du signal « Danger » n’est pas connue avec
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précision mais I'hypothése infectieuse est la plus probable [17-19]. Une forte
expression du CMH-I11 et de molécules de costimulation (CD80 et CD86) va permettre
aux DC devenues matures d’activer les LT recrutés dans la paroi artérielle. Au cours
de la PPR, les DC acquierent aussi un phénotype mature mais infiltrent uniquement
'adventice alors qu’au cours de 'ACG, les DC infiltrent toutes les tuniques artérielles
[151,152].

En utilisant un modele murin humanisé d’ACG dans lequel des artéres
temporales humaines sont greffées dans des souris affectées de déficit immunitaire
sévere (SCID), I'équipe de C. Weyand a montré que la déplétion en cellules CD83"
(DC matures) permettait de diminuer les lésions de vascularite, Tlinfiltrat
lymphocytaire T et la production d’'interféron-gamma (IFN-y), démontrant ainsi le réle
primordial des DC de I'adventice dans la physiopathologie de 'ACG [152]. L'injection
de TNF-a, d’adjuvant complet de Freund (ligand du TLR2) ou de lipopolysacharide
(LPS) (ligand de TLR4) induisait I'activation des DC immatures des artéres de sujets
sains greffées aux souris SCID. Par la suite, les LT autologues transférés étaient
recrutés dans la paroi artérielle et étaient responsables du développement de la
vascularite [152]. Parmi les différents signaux « Danger » testés, le LPS, ligand du
TLR4, avait permis d’obtenir la plus forte activation des DC : expression d’un
phénotype mature (CD83"), forte production de chémokines (CCL18, CCL19 et
CCL21) et de cytokines (IL-18) [152].

L’expression des TLR dans la paroi des artéres humaines saines et de gros
calibre a été étudiée post-mortem chez 37 patients [153]. Les TLR sont exprimés de
facon quasi exclusive par les DC myéloides qui se situent a la jonction
adventice/média. Dans toutes les arteres, la plupart des TLR (TLR1 a 9) sont
exprimés : TLR2 et 4 de fagon ubiquitaire, TLR7 et 9 de fagon inconstante, alors que
les TLR1, 3, 5, 6 et 8 sont exprimés de fagon variable, conférant une véritable carte
d’'identité a chaque territoire artériel. Le profil d’expression des TLR de lartére
temporale est différent de celui des autres gros vaisseaux : les TLR2, 4 et 8 sont
fortement exprimés dans l'artere temporale a l'inverse des TLR1, 5 et 6 dont
'expression est faible. L’aorte et surtout la carotide sont deux artéres dont le profil
d’expression des TLR est le plus proche de celui de I'artére temporale. Ces données
pourraient expliquer le tropisme de 'ACG pour l'aorte et le territoire carotidien
externe [153].
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A la différence d’une réponse immunitaire classique, les DC matures ne
migrent pas dans le ganglion de drainage satellite de I'artére au cours de I'ACG.
Elles sécrétent les chémokines CCL19 et CCL21 et expriment leur récepteur (CCR7),

ce qui a pour effet de les piéger dans I'adventice [151].

b) Le recrutement des LT CD4" et leur polarisation

La déplétion en LT CD4" dans le modéle de souris SCID greffées avec des
arteres de sujet atteint d’ACG entraine une diminution des lésions de vascularite,
alors que cet infiltrat se maintient indéfiniment en 'absence de déplétion [154]. Ces
résultats sont en faveur d’un réle essentiel des LT CD4" dans la physiopathologie de
'ACG. L’analyse du réarrangement du gene du TCR des LT CD4" infiltrant la paroi
des arteres de sujets atteints d’ACG a mis en évidence une restriction oligoclonale
du répertoire T. Ces résultats suggérent fortement I'existence d’'une présentation
antigénique par les DC matures aux LT CD4" qui vont ensuite proliférer de fagon
clonale [155-157]. De plus, des clones identiques de LT CD4" ont été isolés des BAT
droite et gauche chez des patients atteints d’ACG [157].

Les LT CD4" sont absents des parois des arteres de sujets sains. Les LT
CD4" sont recrutés suite a l'activation et la maturation des DC de I'adventice qui
produisent certaines chémokines : CCL18, CCL19, CCL20 et CCL21 [19,137]. Les
LT CD4" infiltrent d’abord I'adventice, via les vasa vasorum qui expriment fortement
les molécules d’adhésion nécessaires a la diapédése : intracellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) et vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) [19,137].

Il a été montré que la nature du signal danger activant les DC de 'adventice
influait sur la nature des chémokines et des LT CD4" qui infiltrent la paroi artérielle.
Ainsi, I'activation par un ligand du TLR4 (LPS), favorise la production de CCL20 qui
provoque une infiltration par des LT CD4" exprimant CCR®, le récepteur de CCL20.
Ces LT CD4"CCR6™ proliferent et infiltrent toutes les tuniques artérielles aboutissant
a une panartérite [158]. De facon intéressante, CCR6 est un récepteur fortement
exprimé par les LT helpher 17 (LTh17), a la différence des LTh1 qui expriment
CXCRBS, le récepteur des chémokines CXCL9, CXL10 et CXCL11 [159]. A Tinverse,

'activation des DC par un ligand de TLR5 provoque une infiltration par des LT
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CD4"CCR6™ qui n’envahissent pas toutes les tuniques de lartére et provoquent

simplement une périartérite [158].

Une fois recrutés dans la paroi artérielle, les LT CD4" sont activés par les DC
qui leur présentent un antigene dont la nature est actuellement inconnue.
L’environnement cytokinique local, riche en IL-12, IL-18, IL-23, IL-6 et IL-1B va
favoriser la polarisation lymphocytaire Th1 et Th17. Le pourcentage de LTh17
circulants est augmenté dans le sang des patients atteints d’ACG comparativement a
des sujets sains [82,160-162]. L’étude de la réponse immunitaire T faisant I'objet de
cette thése, nous détaillerons davantage I'implication des sous-populations T dans la

physiopathologie de 'ACG au cours de la discussion générale.

D’aprés les travaux de C. Weyand, la sensibilité aux corticoides est différente
pour les LTh1 et les LTh17. Sous l'effet de la corticothérapie, le pourcentage de
LTh17 et leur présence dans la paroi artérielle diminuent significativement alors
gu’aucune modification n’est notée concernant les LTh1. En effet, la corticothérapie
entraine une diminution de I'expression des cytokines Th17 (IL-1B, IL-6 et IL-23)
mais ne modifie pas la production de cytokines Th1 (IL-12) par les monocytes
circulants et infiltrant les artéres de sujets atteints d’ACG [82]. C. Weyand a émis
I'hypothése que deux voies distinctes d’activation lymphocytaire T, impliquant deux
types de DC, interviendraient dans 'ACG. Une premiere voie, impliquant des DC
productrices d’IL-6, d’'IL-23 et d’IL-1B, aboutirait a une polarisation Th17, a la
production d’IL-17 qui activerait les cellules endothéliales, les CML et les fibroblastes.
Cette voie serait inhibée par la corticothérapie. A l'inverse, une voie Th1 impliquant
des DC productrices d’lIL-12 et d’IL-18 aboutirait a la production d’IFN-y activant les
macrophages (MP), les cellules endothéliales et les cellules cytotoxiques. Cette voie
Th1, indépendante de la précédente, serait résistante a la corticothérapie et a
I'origine des manifestations vasculaires chroniques de 'ACG [82,163].

A linverse des LTh1 et des LTh17 pro-inflammatoires, les Treg, définis par le
phénotype CD4*CD25"9"FoxP3* [164], ont un rdle immunosuppresseur et
maintiennent ’homéostasie lymphocytaire. Jusqu’a nos travaux, aucune donnée
n’était disponible dans la littérature concernant un possible défaut de réponse T

régulatrice au cours de 'ACG. Ces résultats seront rapportés plus loin.
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c) Le remodelage vasculaire

Deux aspects de la physiopathologie de I'ACG expliquent les symptémes :
l'intense réaction inflammatoire responsable des signes généraux et le remodelage

vasculaire responsable des manifestations ischémiques de la maladie [165].

L’importante infiltration par des LTh1 et des LTh17 est responsable de la
production de grandes quantités d’IL-17 et d’IFN-y. Le role de I'lL-17, cytokine plus
récemment mise en évidence, est moins bien connu que celui de I'lFN-y. L'IFN-y
active les MP recrutés dans la paroi artérielle. Cette activation chronique va entrainer
la formation de cellules géantes multinucléées, caractéristiques de la maladie. CCL2,
ligand de CCR2 semble jouer un réle primordial dans le recrutement des MP au
cours de 'ACG [166,167]. CCL2 est produite non seulement par les leucocytes
infiltrant la paroi artérielle, notamment dans les Iésions granulomateuses, mais aussi
par les CML de la média [166]. L’hypothése d’un réle important de CCL2 dans la
physiopathologie de 'ACG est confortée par la corrélation entre la survenue de
rechutes au cours de la premiére année de suivi et le niveau d’expression de CCL2

dans la paroi artérielle [166].

Les MP situés dans l'adventice, stimulés par I'lFN-y, vont produire des
cytokines inflammatoires, I'lL-13 et I'lL-6, qui vont amplifier la réponse inflammatoire
locale et étre a lorigine des signes généraux de I'ACG : asthénie, fievre,
amaigrissement, anorexie et élévation des protéines de [linflammation
[19,116,137,168,169].

Les MP infiltrant la média, activés par [I'IFN-y, vont synthétiser des
composants déléteres pour la paroi artérielle, notamment des radicaux libres dérivés
de I'oxygéne a l'origine de phénoménes de péroxydation lipidique, du monoxyde
d’azote produit par la NO-synthase inductible et a l'origine de la nitratation des
protéines endothéliales et des métalloprotéases (MMP) a l'origine de la destruction
de la matrice extra-cellulaire et de la fragmentation de la LEI [19,165]. Les MMP sont
des enzymes protéolytiques capables de digérer I'élastine et sont a l'origine de la
destruction de la média. Seules les MMP-2 et MMP-9 sont détectées dans la paroi
des artéres affectées d’ACG, principalement au niveau des MP et des cellules
géantes situés dans les granulomes a proximité de la LEI [170-172]. Dans une large
étude comparant 50 BAT de sujets atteints ’ACG a 97 BAT normales, seule la
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MMP-9 était associée a la fragmentation de la LEI, I'hyperplasie intimale et la
sténose de la lumiére vasculaire alors que la MMP-2 était détectée de fagon
identique entre les deux groupes [173].

Les MP activés par I'lFN-y et les cellules géantes vont également produire des
facteurs de croissance : le platelet-derived growth factor (PDGF) et le vascular
endothelial growth factor (VEGF) [174]. Le PDGF provoque [lactivation et la
prolifération des CML a l'origine de I'hyperplasie intimale. Le VEGF aboutit a une
importante néovascularisation favorisant le recrutement de nouvelles cellules

immunitaires dans la paroi artérielle [175].

Les CML de la média sont des composants majeurs de la paroi artérielle. Elles
ont une fonction contractile et participent aux phénoménes de réparation tissulaire
grace a leur capacité de migration et de prolifération [158]. Au cours de 'ACG, les
MP et les LT s’accumulent dans la média ou les CML constituent la cible directe des
médiateurs toxiques produits par les LT et les MP. Les CML ne sont pas seulement
des cibles du processus inflammatoire mais participent activement a sa génération et
a son entretien : les CML de la média et celles qui ont migré et proliféré dans l'intima
produisent des MMP-2 et MMP-9, a l'origine de la destruction de la média et de la
fragmentation de la LEI [158,176].

Les phénoménes de néoangiogenése et dhyperplasie intimale sont
directement responsables des manifestations ischémiques de la maladie [175]. Les
vasa vasorum, normalement confinés a I'adventice, sont également présents dans la
média et lintima au cours de I'ACG et leur présence est corrélée avec la
fragmentation de la LEI et la présence de cellules géantes. En effet, les facteurs de
croissance produits par les MP et les cellules géantes (PDGF et VEGF) favorisent la
prolifération et la migration des CML vers l'intima, a l'origine des phénoménes de
néoangiongenése et d’hyperplasie intimale [174]. La MMP-9 est détectée au niveau
des CML de la média et joue probablement un réle fondamental dans les processus
d’invasion de l'intima par les CML, en facilitant la destruction de la LEI et la
dissociation des CML [158].

Les cellules endothéliales, qui constituent une barriere entre le compartiment
sanguin et les tissus, jouent un réle crucial dans la régulation de la vasomotricité, de

'hémostase, de I'angiogenése et des phénoménes inflammatoires. Les molécules
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produites par les LT et les MP au cours de I'ACG agissent sur les cellules
endothéliales qui sécretent a leur tour des cytokines et expriment des molécules
d’adhésion qui vont contribuer au recrutement de cellules immunitaires. En effet,
'analyse des vasa vasorum et des néovaisseaux issus de BAT de patients affectés
d’ACG a mis en évidence une forte expression de molécules d’adhésion ICAM-1,
ICAM-2, P-selectine, E-sélectine et VCAM-1 par les leucocytes et les cellules
endothéliales [177]. De plus, la concentration sérique d’ICAM-1 soluble est corrélée a
I'activité de 'ACG [178].

d) Le réle de la réponse immunitaire humorale

Dans une moindre mesure que la réponse immunitaire a médiation cellulaire, il
est possible que la réponse immunitaire humorale soit également impliquée dans la
physiopathologie de 'ACG. En effet, quelques lymphocytes B sont parfois détectés
dans les BAT de patients atteints d’ACG, en particulier dans I'adventice (figure 1H)
[160,179,180] ou ils sont associés a des plasmocytes, notamment chez les patients
ayant une atteinte visuelle [181]. Témoignant du possible rdle de I'immunité
humorale, la présence de différents types d’auto-anticorps a été rapportée au cours
de 'ACG mais sans que leurs roles pathogéniques soient clairement démontrés.
Ainsi, des anticorps anti-cardiolipines (aCL) ont été détectés chez 20 a 50% des
patients affectés d’ACG, mais a taux faible, sans anticorps anti-B2glycoprotéine | et
sans association avec une augmentation du risque ischémique [61-65]. Ces aCL
disparaissent apres 3 mois de corticothérapie [65,66]. Des anticorps anti-cellules
endothéliales (aCE) ont été détectés chez 33% des patients atteints d’ACG [67]. Ces
aCE ne sont pas spécifiques de 'ACG car ils ont été aussi retrouvés chez des sujets
sains [68] ou atteints de maladie auto-immune [69]. Cependant, au cours de I'ACG,
ces aCE seraient des IgG dirigées contre des auto-antigenes spécifiques exprimés
par les cellules endothéliales et les CML, tels que la vinculine, la lamine A/C,
'annexine V, le VDCA-2 (voltage dependent anion-selective channel protein 2) et
d’autres protéines impliquées dans le métabolisme énergétique cellulaire [70]. Plus
récemment, des anticorps dirigés contre la chaine lourde de la ferritine humaine ont
été détectés chez 92% des patients affectés d’ACG ou de PPR non traitée, mais

aussi chez 29% des patients affectés de lupus et seulement 1% des sujets sains
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[71]. Ces données n'ont pas été confirmée dans une cohorte frangaise puisque ces
anticorps étaient détectés chez 72,5% des patients atteints d’ACG a BAT positive,
41,3% en cas de BAT négative, 2,5% des sujets sains mais également 31,9% de

patients chez qui le diagnostic d’ACG n’était pas retenu [72].

e) Le réle des polynucléaires neutrophiles

Les lymphocytes Th17, impliqués dans la physiopathologie de 'ACG [82-84],
sont caractérisés par leur capacité a produire de [I'lL-17, une cytokine pro-
inflammatoire qui, parmi d’autres fonctions, augmente le recrutement, 'activation et
la migration des polynucléaires neutrophiles (PNN) et des MP via la stimulation de la
granulopoiése et la synthése de chémokines (CXCL1, CXCL6, CXCL8, CXCL10,
CCL2, CINC [Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant]) par les PNN, MP et
cellules épithéliales activés par I'lL-17 [182,183]. Si beaucoup de données sont
disponibles concernant le réle des MP dans I'ACG, ce n’est pas le cas pour les PNN.
Une étude récente est en faveur d’'un probable role des PNN au cours de la
physiopathologie de I'ACG. Au diagnostic, les PNN ont un phénotype activé
(CD16""Annexine A1 [AnxA1]""CD62L"°*CD11b™9") alors qu’une semaine aprés le
début du traitement, c'est-a-dire lorsque les patients regoivent de fortes doses de
corticoides, le nombre de PNN circulants est stable mais leur phénotype modifié
(CD16""AnxA1""CDE2L°“CD11b™") et avec une faible capacité d’adhésion aux
cellules endothéliales. Apres 24 semaines de traitement, alors que la dose de
corticoides a été diminuée, le phénotype des PNN circulants se modifie
(CD16""AnxA1""CDE2L""CD11b™"), ce qui est corrélé & une forte capacité
d’adhésion aux cellules endothéliales. Dans cette étude, les auteurs ont également
mis en évidence une sous-population de PNN, caractérisée par un phénotype
CD16""CD62L""CD11b"", et ayant la capacité d’inhiber la prolifération et
l'activation des LT. Cette sous-population régulatrice de PNN est deux fois plus
fréquente lorsque les doses de corticoides sont fortes (1 semaine aprés le début du
traitement) que lorsque la corticothérapie est prescrite a faible dose (24 semaines
apres le début du traitement). Les auteurs émettent donc I'hypothése que la

diminution de cette population régulatrice de PNN lors du sevrage de la
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corticothérapie pourrait avoir un réle dans la survenue des rechutes de la maladie
[184].

f) Interactions Notch-Notch ligands au cours de 'ACG

Le dialogue entre les LT et les cellules hotes de la paroi vasculaire (CML et
cellules endothéliales) fait intervenir la voie de signalisation Notch, une voie de
signalisation trés conservée au cours de I'évolution qui a été identifiée pour la
premiere fois chez les mouches [178] et qui intervient dans le développement des
vertébrés, et notamment des structures vasculaires [179]. La signalisation par Notch
joue un réle clé dans le développement normal de nombreux tissus en régulant la
différenciation, la survie, et/ou la prolifération, et chaque choix dépend
essentiellement du contexte cellulaire. Les récepteurs Notch et leurs ligands (Jagged
et Delta) sont des protéines transmembranaires. La liaison du récepteur Notch avec
son ligand exprimé sur la cellule voisine provoque des événements protéolytiques qui
conduisent a la translocation du domaine intracellulaire de Notch vers le noyau. Ce
domaine y interagit avec des facteurs de transcription comme CSL, activant la
transcription de génes de type hélice-boucle-hélice comme HES-1. Ceux-ci induisent
a leur tour I'expression de facteurs de transcription spécifiques de tissus qui vont
réguler le destin de la cellule (figure 3) [185,186].

Au cours de I'hématopoiése, la signalisation par Notch exerce un réle majeur
dans la survie, la proliferation, et/ou le choix de différenciation. Notch favorise
l'autorenouvellement aux dépens de la différenciation, tandis qu’il oriente la
différenciation du précurseur lymphoide vers la lignée T aux dépens de la lignée B.
De rares pathologies sont associées a des mutations dans les genes codant pour les
protéines impliquées dans la voie de signalisation de Notch : une leucémie aigué
lymphoblastique, le syndrome Cadasil et le syndrome d'Alagille. Ces trois
pathologies sont associées a des mutations dans les genes Notch1, Notch3 et
Jagged1, respectivement [185,186].
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Figure 3 : Voie de signalisation Notch [186]. Les mammiferes possedent 4 récepteurs Notch (Notch
1-4) qui se lient a 5 ligands de la famille Jagged et Delta-like (Jagged 1 et Jagged 2, Delta-like ligand
1 (DLL1), DLL3 et DLL4). Dans l'appareil de Golgi, une convertase de type furine (Furin-like
convertase) clive la protéine Notch néoformée, générant ainsi une molécule dimérique composée
d'une partie extracellulaire et d’'une partie transmembranaire. L'interaction entre Notch et son ligand
provoque un changement conformationnel qui autorise une métalloprotéase de la famille ADAM
(ADAM family protease) a effectuer un premier clivage dans la sous-unité transmembranaire. La partie
extracellulaire de Notch est donc libérée et endocytée par les cellules voisines exprimant les ligands
Jagged ou DLL. Un second clivage est réalisé via I'activité y-sécrétase d’'un complexe comprenant les
présenilines et la nicastrine, ce qui permet de libérer la partie intracellulaire de Notch. Cette étape est
I'étape limitante de la voie de signalisation Notch puisqu’elle peut étre inhibée par des petites
molécules inhibant l'activité y-sécrétase. Une fois dans le noyau, la partie intracellulaire de Notch
interagit avec les facteurs de transcription RBPJ (recombination signal binding protein for
immunoglobulin kappa J region), appelés facteurs de transcription CSL chez 'homme. Ceci a pour
conséquence de déplacer les complexes répresseurs liés a CSL (RBPJ) et de recruter a la place des
coactivateurs. Ces nouveaux complexes autorisent la transcription des génes codant pour les
protéines de type hélice-boucle-hélice comme HES qui vont a leur tour modifier la transcription de
génes spécifiques des lignées.
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Dans les arteres saines, de multiples récepteurs Notch et leurs ligands
régulent la différenciation, la plasticité et le switch phénotypique des CML et facilite le
dialogue entre CML et cellules endothéliales [187]. Dans les LT de patients affectés
d’ACG, I'expression du récepteur Notch 1 est 20 fois plus élevée que chez des sujets
sains, permettant a ces LT d’interagir avec des DC, MP, cellules endothéliales ou
CML exprimant les ligands de Notch 1 [188] (Figure 4). Dans un modéle murin
humanisé d’ACG, le blocage de la voie de signalisation Notch par un inhibiteur de la
y-sécrétase supprime l'induction de la vascularite, via une puissante inhibition de
l'activation des LT, des réponses Th17 et Th1, aussi bien lors de l'induction que lors

de la phase d’état de la réponse inflammatoire [188].

Les CML et les cellules endothéliales peuvent exprimer a la fois des
récepteurs Notch et leurs ligands [189] (Figure 4). De méme, les LT CD4" expriment
le récepteur Notch 1 et Jagged 2, un ligand de Notch [190]. Cela souligne I'existence
d’un dialogue bidirectionnel entre les CML et les cellules endothéliales d’'une part et
les LT CD4" d’autre part [138,188]. Le fait que le blocage de la voie Notch supprime
les lésions de vascularite dans un modéle d’ACG, souligne le réle fondamental de

cette voie de signalisation dans la pathogénie de 'ACG.
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Figure 4 : Interactions Notch-Notch ligand au cours de ’ACG (adapté de [138]). Les LT CD4" des
patients affectés d’ACG expriment spontanément le récepteur Notch 1 et un de ses ligands (Jagged
2), leur permettant d’interagir avec les cellules dendritiques, les macrophages, mais surtout les CML et
les cellules endothéliales. CML : cellule musculaire lisse ; LT : lymphocyte T.
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g) Le réle du vieillissement dans la physiopathologie de 'ACG

L’age constitue le principal facteur de risque de développer une ACG. Le
processus de vieilissement s’accompagne d'une modification du systéme
immunitaire inné et adaptatif et d’'un remodelage de la paroi vasculaire [191]. Tous
les acteurs cellulaires impliqués dans 'ACG sont affectés par le vieillissement : DC,
LT, cellules endothéliales et CML [191]. Le vieillissement est responsable d’'une
diminution du nombre de LT naifs et d’'un enrichissement en LT mémoires et
effecteurs, d’'une diminution de la diversité du répertoire T et d’'une accumulation de
LT CD4'CD28 et CD8'CD28 qui sont des LT sénescents dont la fréquence est
inversement corrélée a la réponse vaccinale [192-195]. Les DC sont également
modifiées par le processus de vieilissement : I'expression des TLR est maintenue
mais la réponse suite a leur stimulation est diminuée et la migration des DC vers les
organes lymphoides secondaires est altérée [196,197]. Parallelement, les sujets
agés sont davantage exposés aux infections : augmentation de la charge infectieuse
et réactivation d’infections latentes virales ou bactériennes. Les cellules immunitaires
survivant a ce processus de vieillissement sont moins bien régulées et produisent
spontanément des cytokines. En effet, une augmentation de la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNF-a) par les DC, les MP, les cellules
endothéliales et les fibroblastes sénescents a été observée [191,198]. Ce
phénoméne, dénommé « inflamm-aging », serait a l'origine d’'un état inflammatoire
chronique facilitant le développement de maladies auto-immunes et de
I'athérosclérose au cours du vieillissement. En effet, TACG est caractérisée par le
développement d’'une réaction immunitaire non controlée, médiée par les DC et les
LT, dans un tissu normalement immunoprotégé qu’est la paroi artérielle. Avec le
vieillissement, le tissu vasculaire subit des modifications (dégénérescence de la
média, dépdts calciques, hyperplasie intimale, altération des fibres élastiques,
altération des protéines de la matrice [199-202]) qui, combinées a cet état pro-
inflammatoire, favoriseraient la présentation d’auto-antigénes aux LT par les DC et
donc le déclenchement de 'ACG [191].
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7. Objectifs

La cause exacte de 'ACG demeure donc inconnue mais les mécanismes
immunopathologiques aboutissant au remodelage vasculaire sont de mieux en mieux
connus et permettent aujourd’hui d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques qui
permettront peut-étre de diminuer la dose et la durée de la corticothérapie recue par

ces malades, encore responsable d’'une importante morbi-mortalité.

L’objectif de ce travail de Thése était d’étudier la réponse immunitaire T CD4
et CD8 au cours de I'ACG; didentifier et décrire des déséquilibres dans
’homéostasie lymphocytaire T, notamment concernant le contrdle de la balance
Th17/Tregau cours de I'ACG ; d'étudier l'effet du traitement de I'ACG sur
’lhoméostasie lymphocytaire T, par la corticothérapie qui en est le traitement de

référence et par le tocilizumab qui est probablement le traitement d’avenir de I'ACG.
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ETUDE DES LYMPHOCYTES T CD4 AU COURS DE L’ACG
ET LA PPR

1. Introduction : polarisation de la réponse immunitaire T et

lymphocytes T régulateurs

a) Polarisation lymphocytaire T, réponse Th1 et Th2

Les lymphocytes T (LT) CD4 représentent une population cellulaire
hétérogene qui joue un rble fondamental dans la réponse immunitaire adaptative.
Cette réponse immunitaire élaborée, spécifique d’antigéne, est importante dans tous
les domaines de l'immunité : infection, hypersensibilité, auto-immunité, cancer et
rejet de greffe. Au sein des lymphocytes T CD4, on distingue deux grands types de
cellules : les lymphocytes T effecteurs dont la fonction principale est la défense
contre les agents pathogénes, et les lymphocytes T régulateurs (Treg) qui protegent
l'organisme des réponses dirigées contre des auto-antigenes ou contre des exo-
antigeénes lorsque ces derniéres pourraient devenir dangereuses pour I'héte. Ainsi,
les Treg sont les garants de ’lhoméostasie de la réponse immunitaire [203].

En cas d’infection, les agents pathogénes peuvent étre directement détruits
par les cellules de la réponse immunitaire innée (polynucléaires, cellules Natural
Killer [NK], macrophages) et/ou captés par des cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) qui vont présenter les antigenes (Ag) infectieux aux lymphocytes T (LT). Les
LT qui vont reconnaitre '’Ag vont s’activer s’ils regoivent un second signal via des
interactions moléculaires avec la CPA, en particulier via des molécules de
costimulation telles que les interactions entre CD28 et CD80/86, CD154 et CD40
[204]. Les LT CD4" naifs activés vont ensuite se différencier en divers types de LT
ayant des fonctions effectrices distinctes, permettant de recruter différents types

cellulaires pour in fine, éliminer 'agent pathogéne responsable de I'agression initiale.
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En 1986, Mossman et Coffman ont décrit chez la souris deux populations de
LT CD4 : les LT « helper » 1 et 2 (Th1 et Th2) [205]. Ces données ont ensuite été
confirmées chez 'Homme [206,207].

C’est I'environnement cytokinique, déterminé par le type de CPA et la nature
du signal danger qu’elle pergoit [208], qui va orienter la différenciation du LT naif
(ThO) vers la voie Th1 ou Th2. Dans un environnement riche en IL-12, les
lymphocytes NK vont produire de l'interféron-gamma (IFN-y) qui va entrainer une
activation de STAT-1 dans le LT CD4 naif. L'activation de STAT-1 entraine
l'expression de T-bet, facteur de transcription spécifigue des lymphocytes Thi.
L’expression de T-bet entraine la production d’IFN-y et laugmentation de
I'expression de la chaine B2 du récepteur de I'lL-12 (IL-12RB2) par les LT. Ainsi, les
LT vont pouvoir étre activés par I'lL-12, ce qui entraine I'activation de STAT-4 qui
entretient 'expression de I'lL-12R[B2 et provoque la production de grandes quantités
d’'IFN-y par le LT, désormais polarisé en lymphocyte Th1 [203,209]. Au stade ultime
de la différenciation Th1 et grace a I'activation de la voie IL-12/STAT-4, le LT exprime
également la chaine a du récepteur de I'lL-18 (IL-18Ra). L’action conjointe de I'lL-12
et de I'lL-18 permet alors d’induire la production d'IFN-y par le lymphocyte Th1 sans
activation de son TCR, ce qui joue probablement un réle dans la chronicisation de la
réponse inflammatoire [210,211]. Les lymphocytes Th1 sont principalement impliqués
dans la réaction immunitaire a médiation cellulaire : ils conduisent a I'activation des
LT cytotoxiques et des macrophages qui participent a la réaction immunitaire
antitumorale, antivirale et contre les bactéries intracellulaires. De plus, chez
'Homme, les lymphocytes Th1 induisent une commutation de classe vers la
production d’IgM, d’IgG+, d’lgG. et d’lgGs, alors que les lymphocytes Th2 induisent la
production d’IgM, d’lgG4 et d’IgE [203].

Les lymphocytes Th1 sont fortement impliqués dans la physiopathologie de
ACG. LIFN-y quils produisent induit en effet [lactivation des
monocytes/macrophages et aboutit a la formation de cellules géantes et au
remodelage vasculaire caractéristique de 'ACG [19,137,138,147,148,158].

Dans un milieu riche en IL-4, les lymphocytes ThO se différencient en Th2. S'il

est clairement démontré que I'lL-4 est indispensable a la polarisation Th2, les

mécanismes responsables de sa production aux stades précoces de la
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différenciation Th2 sont plus flous. Il a été démontré que le LT naif pouvait lui-méme
produire de I'lL-4 via une interaction entre Notch (exprimé par le LT) et Jagged-1
(exprimé par la DC) [212-214], ou via I'effet de I'lL-25 produite par le mastocyte ou le
macrophage [215,216]. Plus récemment, 3 groupes ont indépendamment démontré
que la DC n’était pas nécessaire a l'induction d’'une réponse Th2 par des allergénes,
des helminthes ou des complexes Ag/IgE. En réalité, ce sont les polynucléaires
basophiles (PNB) qui jouent le réle de CPA au cours de la réponse Th2. lls expriment
le CMH-II et les molécules de costimulation CD80/86, produisent de I'lL-4 et sont
capables d’activer des LT naifs et de les polariser en lymphocyte Th2 en I'absence
de DC [217-221].

L’interaction de I'lL-4 avec son récepteur sur le LT naif entraine I'activation de
STAT-6 puis lI'expression de GATA-3, facteur de transcription spécifique des
lymphocytes Th2. GATA-3 se lie aux régions promotrices des génes de I'lL-4 et I'lL-
13 mais ne suffit pas a induire leur sécrétion, qui nécessite I'activation conjointe de
STAT-5 via la signalisation de I'lL-2. L’IL-2 et I'lL-4 sont donc les deux cytokines clés
de la différenciation Th2 [203,222,223].

Les lymphocytes Th2 produisent de I'lL-4, de I'lL-5, de I'lL-9 et de I'lL-13 et
sont impliqués dans la réponse immunitaire antiparasitaire [224]. L'IL-4 et I'lL-13
induisent la production d’'IgE par les plasmocytes [225]. Les IgE se lient ensuite au
récepteur de type | du fragment Fc des IgE (FceRlI) sur les PNB et les mastocytes
dont Iinteraction avec leurs ligands induit un crosslinking des récepteurs provoquant
la libération de médiateurs tels I'histamine, la sérotonine et des cytokines (IL-4, IL-13,
TNF-a et éotaxine). L’IL-5 stimule l'éosinopoiése, l'activation et la survie des
polynucléaires éosinophiles (PNE) [226]. L'IL-9 stimule la réponse mastocytaire et la
production d’'IgE lors de la réponse antiparasitaire et induit la production de mucines
par les cellules épithéliales [227].

D’un point de vue physiopathologique, les lymphocytes Th2 sont impliqués
dans lallergie [228]. Au cours de I'ACG, il n'y a pas de démonstration d’une

implication de la réponse Th2 [203,229].
Il existe une régulation mutuelle entre les réponses Th1 et Th2 : 'IlFN-y inhibe

la polarisation Th2 et I'lL-4 la polarisation Th1. De plus, cette régulation est assurée
par les facteurs de transcription spécifiques de la voie Th1 et Th2. GATA-3 diminue
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'expression de STAT-4 [230], T-bet supprime I'expression de GATA-3 [231] et STAT-
5 inhibe I'expression de T-bet [222].

Cette dualité Th1/Th2 fut bouleversée en 2005 avec la description d’'une
nouvelle population lymphocytaire T CD4 : les lymphocytes Th17, caractérisés par
leur capacité a produire une cytokine fortement pro-inflammatoire, I'lL-17 [232,233].
Les travaux réalisés sur les Th17 ont montré leur implication dans la réponse
immunitaire anti-infectieuse (notamment vis-a-vis des bactéries extracellulaires et
des champignons) et aussi dans plusieurs pathologies dysimmunitaires telles que la
polyarthrite rhumatoide (PR), la sclérose en plaques (SEP), le psoriasis, les maladies
inflammatoires chroniques de lintestin, I'asthme [234-239] et plus récemment TACG
[82,84].

Dans les modéles expérimentaux de PR, comme celui de larthrite au
collagéne, [IIFN-y était jusque Ila considéré comme ayant un rOle
pathogéne [240,241], méme si certains travaux contradictoires attribuaient a I'lFN-y
un effet protecteur [242,243]. L'IFN-y est produit par les lymphocytes Th1, qui se
différencient grace a l'action de I'lL-12. Les travaux réalisés montraient que la
production d’IL-12, élément clé dans cette activation, était trés augmentée. En réalité,
il existait une confusion entre I'lL-12 et I'IL-23. Ces 2 cytokines sont des
hétérodimeres composés de deux sous-unités : p35 et p40 pour I'lL-12, p19 et p40
pour I'lL-23 [244]. Or, les dosages qui étaient supposés montrer une élévation de I'lL-
12 ciblaient la partie commune a ces 2 cytokines, la sous-unité p40. D’autres études
ont alors confirmé le rble princeps de I'lL-23 en montrant que les souris déficientes
en p40 ou p19 étaient protégées de l'arthrite au collagéne alors que les souris
déficientes en p35, l'autre sous-unité de I'lL-12, développaient des arthrites plus
séveres. Ainsi, I'arthrite au collagéne n’est pas due a une réaction immunitaire de
type Th1 via I'lL-12 et I'lFN-y mais de type Th17 via I'lL-23 [245]. A l'inverse, I'lL-12
et 'lFN-y ont plutét un effet protecteur en inhibant la production d’IL-17 [238].

b) Les lymphocytes Th17

Geneése des lymphocytes Th17 chez la souris
Plusieurs cytokines jouent successivement un réle dans la différenciation et
'expansion des lymphocytes Th17 chez la souris. Tout d’abord, un environnement

cytokinique riche en IL-6 et transforming growth factor-béta (TGF-B) va induire la
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différenciation des ThO en Th17, phénomene amplifié en présence de cytokines
inflammatoires comme I'IL-18, I'lL-18 et le TNF-a [246,247]. La présence d'IL-6 et de
TGF-B est indispensable a la différenciation Th17 comme cela a été montré in vitro et
in vivo en utilisant des modeéles animaux dont les genes pour ces 2 cytokines avaient
été invalidés. L'IL-6 est une cytokine ubiquitaire produite par de nombreuses
populations cellulaires, notamment les cellules de 'immunité innée, les lymphocytes
B et certaines sous-populations de lymphocytes T. Le TGF-B est produit par
certaines lignées de leucocytes et les cellules stromales. Une sécrétion autocrine ou
paracrine de TGF-B par les lymphocytes T, notamment les Th17 ou les Treg, est
importante pour la différenciation Th17 [246,248,249]. De plus, le TNF-a et I'lL-13
augmentent la différenciation Th17 médiée par I'lL-6 et le TGF-p [246].

Cependant, les souris déficientes pour le géne de I'lL-6 sont encore
susceptibles a I'encéphalite auto-immune expérimentale qui est le modéle murin de
la SEP et qui dépend de la voie Th17. En fait, I'lL-21, produite par les lymphocytes
NK, NKT ou Th17, est capable, en synergie avec le TGF-B d’induire la différenciation
de LT naifs vers la voie Th17 [250-254].

L’IL-6 et le TGF-B ou I'lL-21 et le TGF-f initient donc la différenciation Th17.
La réponse Th17 est ensuite amplifiée par une sécrétion autocrine d’'IL-21 par les
lymphocytes Th17, ce qui entraine I'expression de CCR6, récepteur de la chémokine
CCL-20, du récepteur de I'lL-23 (IL-23R) et du facteur de transcription ROR-yt.
Ensuite, I'lL-23 secrétée par les macrophages et les cellules dendritiques stimulés
par les cytokines inflammatoires (IL-1B et IL-6) permet la stabilisation et 'expansion
de la lignée cellulaire Th17 en se fixant a I'lL-23R exprimé par les lymphocytes Th17.
La liaison IL-23/IL-23R va induire la sécrétion des cytokines caractéristiques des
Th17 : IL-17A, IL-17F et IL-22 [255,2586)].

Malgré ces données démontrant le réle majeur du TGF-B dans la
différenciation Th17, il a reccemment été mis en évidence que des lymphocytes Th17
étaient présents chez des souris dont la signalisation du TGF-B était déficitaire
[252,257]. Ces lymphocytes Th17, générés en I'absence de TGF-B expriment a la
fois ROR-yt et T-bet et correspondent probablement a la population Th1/Th17, mieux
décrite chez 'Homme, et dont I'existence souligne la plasticité qu'il existe entre ces

sous-populations lymphocytaires [252,258].
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Le principal facteur de transcription des lymphocytes Th17 est le retinoic acid-
related orphan receptor-yt (ROR-yt), produit du géne RORc. Via STAT-3, il stimule la
synthése d’IL-17A et F. D’autres facteurs de transcription comme ROR-a, IRF4
(Interferon Regulatory Factor 4) et AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) jouent un role
synergique avec ROR-yt dans la différenciation Th17 mais ce dernier reste
néanmoins le facteur de transcription le plus spécifique de la lignée Th17 [259,260].

Il existe chez la souris une dichotomie entre les Treg (CD4*CD25""FoxP3"),
cellules immunosuppressives, et les lymphocytes Th17 qui sont pro-inflammatoires.
La présence de TGF-B seul dans I'environnement cellulaire induit la génération de
Treg, tandis qu’associé a de I'lL-6, apparaissent des Th17 (figure 5). De plus, le
facteur de transcription FoxP3, spécifique des Treg est capable d’inhiber le facteur
de transcription des Th17, ROR-yt [248]. Cette dichotomie entre Treg et Th17
pourrait étre trés importante dans la genése des maladies auto-immunes et n’avait

pas jusqu’a présent été étudiée au cours de 'ACG.
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Figure 5 : La différenciation des Th17 et la dichotomie Th17/Treg

Aprés activation par une cellule dendritique (DC), les lymphocytes T naifs (ThO) se différencient en
Th17 sous l'action conjointe de I'lL-21 ou de I'lL-6 associée au TGF-B. Une boucle d’amplification est
ensuite réalisée grace a la sécrétion autocrine d’'IL-21. Enfin, I'lL-23 permet la stabilisation et
I'expansion de la lignée cellulaire Th17 en agissant sur le récepteur membranaire de I'lL-23 (IL-23R)
exprimé par les lymphocytes Th17 et induit la sécrétion d’IL-17A, IL-17F et IL-22. Le facteur de
transcription principal des lymphocytes Th17 est ROR-yt (produit du gene RORC) qui provoque, via
STAT-3, la synthése d’IL-17 A et F. La sécrétion d’IL-21 induite par I'lL-6 et le TGF-f est entiérement
dépendante de STAT-3. Les lymphocytes Th17 expriment a leur surface CCR6, récepteur de la
chémokine CCL20 qui permet le recrutement des Th17 sur le site de la réponse inflammatoire.

En présence de TGF-B sans IL-6 dans I'environnement cellulaire, les lymphocytes ThO se différencient
en Treg induits (iTreg).

IL : interleukine; FoxP3 : forkhead/winged-helix box protein 3 ; Th : (lymphocyte) T helper (auxiliaire) ;
ROR+yt : retinoic acid-related orphan receptor-yt ; STAT : signal transducer and activator of
transcription ; TGF-B : transforming growth factor-g.
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Différenciation et phénotype des lymphocytes Th17 chez ’lhomme

A l'inverse de ce que laissaient supposer les premiers travaux, les facteurs
induisant la polarisation Th17 chez ’'homme ne sont pas différents de ceux impliqués
chez la souris [252].

I a en effet été montré que les lymphocytes T naifs humains ne se
différenciaient pas en Th17 en présence d’IL-6 et de TGF-p [261], la présence d’'IL-6
et de TGF-B étant capable d’induire I'expression de ROR-yt mais pas de sécrétion
d’IL-17 [262]. Il avait été alors été supposé que le TGF-B n’interviennait pas dans la
différenciation Th17 et qu’'une combinaison d’IL-18 et d’IL-23 avec ou sans IL-6
induisait, chez 'homme, une polarisation Th17 [239,261]. En réalité, ces études
étaient biaisées par la présence de faibles quantités de TGF-f endogéne,
notamment dans les plaquettes ou le sérum ajouté au milieu de culture. Il a alors été
déemontré que le TGF-B était indispensable a la différenciation Th17 chez 'homme
[256,263,264].

Le TGF-B est donc essentiel a I'induction de I'expression de RORC mais a
forte concentration, il en inhibe I'expression. La présence de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-21, I'IL-1B, I'IL-6 et I'lL-23 inhibe cette répression de
RORC et induit I'expression du géne de I'lL-17 [256,263,264]. Les lymphocytes T
naifs n’expriment pas IL-1R et IL-23R, qui sont induits sous l'effet du TGF- et de
I'IL-6 ou I'lL-21 [256,263-265)].

Chez 'Homme, le TGF-B et I'lL-21 sont donc indispensables a I'induction de la
polarisation Th17 puis I'lL-1B, I'lL-6 et I'lL-23 sont importantes pour I'amplification et
'expansion des lymphocytes Th17 différenciés et mémoires [252,256]. Le rble du
TGF-B semble en fait étre indirect, via une inhibition de T-bet et de la réponse Th1,
qui favorise I'émergence de lymphocytes Th17 en présence de cytokines pro-
inflammatoires [203,258,266].

RORC est le principal facteur de transcription des lymphocytes Th17 chez
'Homme. L’expression de RORC dans des LT naifs induit la production d’IL-17A, IL-
17F et IL-26, I'expression de CCR6 et inhibe la production d’IFN-y [258,263]. Comme
chez la souris, STAT-3 est également indispensable a la différenciation Th17 chez

’'hnomme et son réle est souligné par le syndrome hyper IgE, un déficit immunitaire lié
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a un déficit en STAT-3 qui est responsable d'un déficit de la réponse Th17

aboutissant a des infections bactériennes et fongiques a répétition [258,267,268].

D’'un point de vue phénotypique, les lymphocytes Th17 humains et murins
expriment les récepteurs de I'lL-6, du TGF-B, de I'lL-23, de I'IL-21, de I'IL-183, les
récepteurs de chémokines CCR2, CCR4 et CCR6 (mais pas CXCR3 et CCR5), les
facteurs de transcription RORC et STAT-3 et produisent de I'lL-17A, de I'lL-17F, de
lIL-21, de I'lL-22, de I'lL-26 et du CCL-20 [252,258]. De plus, les lymphocytes Th17
humains expriment spécifiquement CD161 et IL4I11 (/nterleukin-4-Induced gene 1)
[258].

CD161 est une glycoprotéine qui correspond au NK cell receptor-P1 (NKRP1),
récepteur exprimé par les lymphocytes NK chez le rongeur. Chez 'Homme, CD161
est exprimé par la majorité des cellules NK et certains LT CD4 et CD8 présents dans
le thymus, le sang périphérique et de cordon ombilical [203,258,269,270]. Bien que
tous les LT CD4'CD161" ne soient pas capables de se différencier en Th17, les
lymphocytes Th17 humains qui produisent de I'lL-17A et expriment RORC, expriment
aussi le marqueur CD161 [265].

Les LT CD4"CD161" expriment de maniéere constitutive RORC et IL-23R. lIs
peuvent se différencier en Th1, Th2, ou Th17, mais aussi en Treg [271], en fonction
des cytokines présentes dans leur environnement [265]. La présence combinée d’IL-
23 et d’IL-13 favorise leur différenciation en Th1 ou Th17. L’ajout de TGF-f inhibe
'expression de T-bet mais pas de RORC et ainsi, seuls des Th17 sont générés
[159,266]. Le TGF-B ne provoque donc pas directement la différenciation en Th17
mais y joue un réle indirect en inhibant la polarisation vers la voie Th1. A l'inverse,
les LT CD4 qui n’expriment pas CD161 sont incapables de se différencier en Th17,
méme en présence d’'IL-23 et d’IL-1pB.

De plus, il existe chez 'lhomme une population double positive (IFN-y* et IL-
177), baptisée Th1/Th17, qui se différencie en présence d’IL-12 et qui partage les
caractéristiques phénotypiques des Th1 et des Th17 : production d’'IFN-y et d’'IL-17,
expression conjointe de RORC et T-bet, expression de IL-12Rp1, IL-23R, IL-1R,
CCR6 et CXCR3. Ces cellules refletent I'importante plasticité qu’il existe entre les
sous-populations Th1 et Th17. En présence d’IL-12, ces deux populations produisent

de I'lFN-y en plus de I'lL-17 avec une augmentation de I'expression de T-bet et une
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diminution de I'expression de RORC [269]. Progressivement et sous l'action de I'lL-
12, ces lymphocytes Th1/Th17 ne vont plus produire que de I'lFN-y et devenir des
lymphocytes Th1 « non classiques ». A I'inverse des lymphocytes Th1 classiques, les
Th1 non classiques expriment aussi des marqueurs phénotypiques de la lignée Th17
tels que CD161, CCR6, IL-23R et RORC. Aprés un stade de différenciation
intermédiaire (Th1/Th17), I'action de I'lL-12 aboutit progressivement a I'extinction de
I'expression de I'lL-17 pour ne produire plus que de I'lFN-y [258,272,273] (figure 6,
tableau 2).

En fait, plus qu'une population de précurseurs des lymphocytes Th17, les LT
CD4*CD161" constituent donc un marqueur phénotypique des lymphocytes Th17,
Th1/Th17 ou du passage par un stade de différenciation Th17 des lymphocytes Th1
non classiques [258,265,274].

La fonction exacte de CD161 est inconnue. Il est suggéré que CD161 soit
impliqué dans la diapédése des lymphocytes T et NK [275]. Les lymphocytes T CD4
et CD8 exprimant le CD161 semblent se concentrer au niveau du tube digestif et du
foie [258,273]. Chez 'homme, le ligand de CD161 est LLT1 (/ectin-like transcript 1)
qui est exprimé par les CPA et les lymphocytes. L’'interaction en LLT1 et CD161
inhibe la production d’IFN-y chez les cellules NK et 'augmente chez les LT [276,277].

Tableau 2 : Caractéristiques phénotypiques des lymphocytes Th17, Th1 classiques et Th1 non
classiques (adapté de [258])

Th17 Th1 classiques Th1 non classiques
. , . - Lymphocytes Th17
Origine cP;rDe1cg;s+e;rosF\’fg):mlques é}é)nq%q?cytes T naifs - Précurseurs thymiques
CD161* RORC*
Cytokines impliguées |\ 46 ot .23 IL-12 IL-1B, IL-23 et IL-12
dans la polarisation
Sites de maturation Tissus lymphoides des Ganglions Sites inflammatoires
muqueuses
Récepteurs de CCR6, CCR4 CXCR3 CXCR3MCCREon
chémokines
Récepteurs de cytokines | IL-1BR, IL-23R, IL-12R IL-12R IL-18R, IL-23R, IL-12R
Expression de CD161 +Ht - ++t
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Figure 6 : Polarisation des LT CD4*'CD161*

Les LT CD4"CD161" expriment de maniére constitutive RORC, IL-1RI et le récepteur de I'lL-23 (IL-
23R) qui est un hétérodimere constitué des chaines IL-23R et IL-12RB1. La présence combinée d’IL-
23 et d'IL-1B favorise la différenciation des LT CD4*CD161* en Th17, caractérisés par la production
d’IL-17, I'expression de CCR6 et CD161 et I'expression du récepteur de I'lL-12 (IL-12R), ce dernier
étant un hétérodimere constitué des chaines IL-12RB1 et IL-12RB2. L'ajout de TGF-f inhibe
I'expression de T-bet mais pas de RORC et ainsi, seuls des Th17 sont générés. En présence d’IL-12,
I'expression de T-bet augmente et celle de RORC diminue et les lymphocytes Th17 se différencient en
Th1/Th17 (producteur d’'IL-17 et d’IFN-y) puis en Th1 non classiques qui produisent de I'lFN-y sans IL-
17 et expriment des marqueurs de la lignée Th1 (CXCR3 et T-bet) et Th17 (CD161, CCR6 et RORC).
IL : interleukine; Th : (lymphocyte) T helper ; RORC : retinoic acid-related orphan receptor C ; T-bet :
T-box expressed in T cells.

IL411 est une phénylalanine oxydase qui, chez 'lhomme, est exprimée par les
lymphocytes Th17 a linverse des Th1. Dans les lymphocytes Th17, IL411 réduit
I'expression des chaines CD3¢ et CD3¢ du TCR, ce qui inhibe la voie de signalisation
du TCR, diminue la production d’IL-2 et limite donc la prolifération des lymphocytes
Th17. La production d’IL4I1 est induite par RORC qui induit également une forte
expression de CD28. Les lymphocytes Th17 sont donc capables de répondre a une
stimulation de CD28 en I'absence de signal TCR, ce qui maintient, via une voie
indépendante de la PI3 kinase, I'activation de la voie NF-kB et donc la sécrétion d’IL-
17 [258,278].
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Régulation de la réponse Th17

Les cellules dendritiques (DC) stimulées par certains agents microbiens vont
sécréter de I'lL-12 et de [IlL-23. En fonction de la cytokine dominante, la
différenciation se fera vers la voie Th1 ou Th17. Plusieurs PAMPS (pathogens-
associated molecular patterns : « signaux danger d’origine microbienne») ont été
identifiés pour induire la sécrétion d’IL-23 par les DC : les peptidoglycanes, des
molécules exprimées par le candida albicans, les lectines de type C et le zymosan,
via TLR2, NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2) et
les récepteurs des lectines de type C comme Dectin-1 [279,280].

A linverse, plusieurs cytokines jouent un role négatif dans le développement
des lymphocytes Th17. Les cytokines induisant les voies Th1 et Th2, comme I'lFN-y
et I'lL-4, régulent négativement la différenciation Th17 [238,255]. L’IL-27 est aussi un
puissant inhibiteur des lymphocytes Th17 [281,282]. L’IL-2 inhibe également le
développement des lymphocytes Th17. En inhibant I'expression de ROR-yt et en
stimulant 'expression de FoxP3 via STAT-5, I'lL-2 induirait le développement de Treg
[260] mais ces données restent controversées chez ’'Homme [239].

L’acide rétinoique produit par les DC des muqueuses pourrait inhiber le
développement des lymphocytes Th17 au profit des Treg. Ainsi les DC CD103" des
muqueuses et des organes lymphoides de lintestin qui produisent de [I'acide
rétinoique et du TGF-B sont de puissantes inductrices de Treg. Il existerait donc a ce
niveau un équilibre subtil entre la tolérance vis-a-vis des germes commensaux (role
des Treg) et les défenses anti-infectieuses vis-a-vis des germes considérés comme
pathogénes (réle des Th17) [283].

Enfin, les lymphocytes Th17 humains sont moins sensibles a [l'action
suppressive des Treg que les autres populations lymphocytaires [269]. De plus, les
lymphocytes Th17 résistent a I'action suppressive du TGF-$ [266]. Les lymphocytes
Th17 ont donc la capacité d’échapper a certains des mécanismes de tolérance
périphérique, favorisant ainsi 'émergence et I'entretien de pathologies inflammatoires

et auto-immunes.
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Fonctions effectrices des lymphocytes Th17

Les lymphocytes Th17 sont caractérisés par leur capacité a sécreter
différentes cytokines, essentiellement pro-inflammatoires : I'lL-17A, I'lL-17F et I'lL-22.
lls participent a la réponse anti-infectieuse, notamment vis-a-vis des pathogénes non
pris en charge par les lymphocytes Th1 et Th2 et jouent un réle dans '’émergence ou

I'entretien de pathologies dysimmunitaires.

Les interleukines-17 A et F

L’IL-17A (ou IL-17) est le chef de file des 6 cytokines de la famille des IL-17,
qui se compose des IL-17 A a F. Elle est sécrétée de fagon prédominante par les
lymphocytes Th17 mais aussi par les LT yd, les PNN, les PNE, les monocytes et les
LT CD8 [284,285]. L’IL-17F est la seconde cytokine de la famille des IL-17 produite
par les lymphocytes Th17. Elle présente 50% d’homologie avec I'lL-17A [286]. Elle
est également produite par les macrophages [284,285,287]. L’IL-17A et I'lL-17F se
lient au récepteur hétérodimérique IL-17RA/IL-17RC. Cependant, I'lL-17A se lie avec
plus daffinit¢ a IlL-17RA. L’IL-17RA est fortement exprimé par les cellules
hématopoiétiques et plus faiblement par les ostéoblastes, les ostéoclastes, les
cellules endothéliales et épithéliales. L’IL-17RC est a I'inverse exprimé faiblement par
les cellules hématopoiétiques et fortement par les cellules non hématopoiétiques
[284,287].

L'IL-17A et 'IL-17F ont des propriétés inflammatoires et agissent sur un grand
nombre de cellules. Elles stimulent la granulopoiese et augmentent le recrutement,
I'activation et la migration des PNN et des macrophages. Elles induisent la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a), de G-CSF, de GM-CSF, de
chémokines (CXCL1, CXCL6, CXCL8, CXCL10, CINC, CCL2), de prostaglandine E2,
de métalloprotéases et ont un role synergique avec le TNF-a pour promouvoir
linflammation [284,285].

L’IL-17 contribue aussi a la formation des centres germinatifs au sein desquels
les lymphocytes B (LB) vont subir des mutations somatiques pour améliorer la
spécificité des anticorps qui seront ensuite produits [288].
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L’interleukine-22

L’IL-22, membre de la famille de I'lL-10 est sécrétée par les lymphocytes Th17
en réponse a une stimulation par I'lL-23, mais aussi par les LT activés et les cellules
NK [284]. Le récepteur de I'lL-22 est un hétérodimére composé de I'lL-22R1 et I'lL-
10R2. A l'inverse de I'lL-17R, I'lL-22R n’est pas exprimé par les cellules immunitaires
mais est exprimé de facon ubiquitaire par les cellules épithéliales et endothéliales.
L’IL-22 a un rdle protecteur anti-infectieux au sein des épithéliums [289]. L’IL-22
aurait aussi un réle dans la pathogénie du psoriasis car elle favorise I'hyperplasie
épidermique [284].

L’interleukine-21

L’IL-21 est sécrétée par les lymphocytes Th17, les lymphocytes T folliculaires
helper et les cellules NK. Le récepteur de I'lL-21 est un hétérodimere composé de la
chaine commune (y;) des récepteurs de classe | et de I'lL-21R. L’IL-21R n’est
exprimé que par les cellules hématopoiétiques et est exprimé fortement par les LB,
les LT, les cellules NK et certaines cellules myéloides. L’IL-21 participe a 'expansion
des Th17, favorise la prolifération et la différenciation des LT CD8, la commutation de
classe IgG et IgG3 dans le LB activé, et I'activation de la cytotoxicité des NK [284].

Autres cytokines et chemokines

Les lymphocytes Th17 sont également impliqués dans la réponse
inflammatoire via la production de TNF-a. lls favorisent la résorption osseuse via la
secrétion de RANKL (Receptor Activator of NFkB Ligand) [255]. lls produisent
également la chémokine CCL20, ligand de CCR6, permettant leur propre

recrutement sur le site de I'inflammation [239].

Réle en physiologie et physiopathologie humaine
L’implication des lymphocytes Th17 dans les défenses anti-infectieuses, dans

les pathologies auto-immunes et inflammatoires chroniques et les traitements
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disponibles pour cibler la réponse immunitaire Th17 ont fait 'objet d’'une revue qui est
présentée en annexe [183].

L’IL-17 joue un réle primordial dans la réponse anti-infectieuse en initiant et en
stimulant la granulopoiese et en induisant le chimiotactisme des PNN. Le mécanisme
par lequel les agents infectieux déclenchent préférentiellement une réponse Th17 est
trés certainement lié aux propriétés des pathogénes eux-mémes qui stimulent les
cellules de I'immunité innée pour produire des cytokines particuliéres comme I'lL-23.
Cette réponse semble prédominante en cas d’infection fongique puisque les patients
qui ont un déficit génétique pour la réponse IL-23/IL-17 ne peuvent pas contrbler ce
type d’infection [290]. Ce rble physiologique des lymphocytes Th17 est également
souligné par le fait que les patients présentant un syndrome hyper IgE, lié a un déficit
en STAT-3, sont déficitaires en lymphocytes Th17 et présentent des infections
bactériennes et fongiques a répétition [258,267,268].

En pathologie humaine, les lymphocytes Th17 sont impliqués dans la
physiopathologie de nombreuses maladies auto-immunes ou auto-inflammatoires.
Celles pour lesquelles les données sont les plus robustes sont la PR, la SEP, la
maladie de Crohn, le psoriasis, le lupus et 'asthme [182,252]. Plus récemment, leur

implication dans 'ACG a été mise en évidence [82].

c) Les lymphocytes Th9

Les lymphocytes Th9 sont d’identification plus récente [291,292] et sont
caractérisés par leur capacité a produire de I'lL-9, une cytokine connue jusqu’a
présent pour étre spécifiquement produite par les lymphocytes Th2 [293]. Lorsque
des lymphocytes Th2 murins sont cultivés en présence d'IL-4 et de TGF-B, ils
perdent la capacité de produire de I'lL-4, de I'L-5 et de I'lL-13 mais continuent a
produire de I'lL-9 et de I'lL-10. Ces lymphocytes Th9, malgré la production d’IL-10,
n'ont pas de propriétés régulatrices mais jouent au contraire un réle pro-
inflammatoire dans des modéles murins de colite [291,292].

Plus récemment, il a été démontré que I'lL-9 était produite par les lymphocytes
Th17 en plus des Th2 et des Th9 [294,295]. De plus, I'lL-9 joue un réle synergique
avec le TGF- dans la différenciation Th17 et sa production est régulée par I'lL-23. A
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linverse, I'IL-9 renforce I'activité suppressive des Treg CD4"FoxP3*. L'IL-9 semble
donc avoir un rble fondamental dans la régulation de la réponse immunitaire
[294,295].

d) Les lymphocytes Th22

Initialement, I'lL-22, qui est une cytokine faisant partie de la famille de I'lL-10,
avait été décrite comme une cytokine caractéristique des lymphocytes Th17 [296].
Cependant, une nouvelle sous-population de lymphocytes T CD4 mémoires,
baptisée lymphocytes Th22, a été identifiée. Ces derniers, essentiellement localisés
au niveau cutané, produisent de I'lL-22 mais ni IL-17, ni IFN-y. Leur différenciation
requiert la présence d’IL-6 et de TNF-a ou de cellules dendritiques plasmacytoides,
est indépendante de RORC et dépend du facteur de transcription AHR (Aryl
Hydrocarbon Receptor) [297,298]. Les lymphocytes Th22 expriment CCR6, CCR4 et
CCR10, ce qui leur permet de se concentrer au niveau cutané. Ces cellules jouent un
réle important dans le maintien de I'homéostasie cutanée et dans plusieurs
pathologies dysimmunitaires telles que le psoriasis, la PR, la réaction du greffon
contre I'hGte et lallergie [297-299]. Ces cellules n'ont en revanche jamais été

étudiées au cours de I'ACG.

e) Les lymphocytes T régulateurs (Treq)

Les Treg constituent une sous-population lymphocytaire aux propriétés
immunorégulatrices, dont le réle dans le maintien de la tolérance périphérique est
clairement démontré [300]. FoxP3 (Forkhead Box Protein 3) est le facteur de
transcription essentiel au développement des Treg [301-303].

Les Treg exprimant FoxP3 (Treg FoxP3") sont capables d’inhiber in vivo et in
vitro I'activation, la prolifération et/ou les fonctions effectrices de nombreuses cellules
immunitaires telles que les lymphocytes T CD4 et CD8, les LB, les NK, les NKT, les
DC et les macrophages [304,305].

Les Treg FoxP3" appartiennent a une plus large famille de cellules T

régulatrices capables d’inhiber les réponses effectrices comprenant les lymphocytes
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Tr1 producteurs d’IL-10, les Th3 producteurs de TGF-B, les LT yd et les LT
CD8*CD28". Certains lymphocytes Th2 ou NKT ont également des propriétés
régulatrices démontrées par leur capacité a inhiber I'auto-immunité dans certains
modeles murins [306-308].

De part leur origine, on distingue deux grands types de Treg FoxP3" : les Treg
naturels (nTreg) qui sont produits au niveau thymique et les Treg induits (iTreg) qui
proviennent de LT naifs acquérant des propriétés régulatrices sous I'effet de leur

activation par certains antigenes et cytokines (IL-2 et TGF-$ notamment) [309].

Caractéristiques phénotypiques des Treg naturels
Expression membranaire constitutive de CD25.

Chez I'homme, plusieurs groupes ont démontré que les CD4'CD25" de
phénotype mémoire (CD45R0O") pouvaient inhiber la prolifération et la production de
cytokines de LT via un mécanisme contact dépendant [310-315]. Cependant, et a
l'inverse de la souris, les CD4"CD25" ne sont pas tous suppresseurs chez ’homme.
Le CD25 correspond en effet a la chaine a du récepteur de I'lL-2 et est aussi exprimé
par les LT effecteurs apres activation. Cependant, les Treg expriment cette molécule
de fagon constitutive avec une forte intensité et ils ont longtemps été identifiés par le
phénotype CD4*CD25"%", bien que la limite retenue en analyse par cytométrie en
flux reste sujet a débat [311].

Contrairement aux LT effecteurs, les Treg ne sécrétent pas d’IL-2 aprés
stimulation, le facteur de transcription FoxP3 agissant comme répresseur du géne de
cette cytokine [316,317]. C’est la sécrétion paracrine d’IL-2 par les LT effecteurs qui
participe a la survie des Treg et a leur activation, comme cela a été observé in vitro

et in vivo chez la souris [318,319].

Cette cytokine est primordiale pour la genése des Treg, les souris déficientes
en IL-2 mourant rapidement de manifestations auto-immunes et d’'un syndrome
lymphoprolifératif [320]. De méme, un défaut de signalisation de la voie de
transduction du récepteur de [IIL-2 entraine la survenue de manifestations

auto-immunes associées a un déficit en Treg. Une mutation du récepteur de I'lL-2 a
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été identifiée chez 'homme, responsable d’'un syndrome lymphoprolifératif, d’'une
susceptibilité aux infections et de manifestations auto-immunes [321]. De plus, chez
la souris, I'utilisation d’'un Ac monoclonal anti-IL-2 entraine une déplétion transitoire

des Treg, accompagnée de manifestations auto-immunes [322].

La surexpression de CD25 participe a I'activité immunomodulatrice des Treg
en constituant une niche pour I'lL-2, qui n’est alors plus utilisable par les LT
effecteurs pour le maintien de leur activation [323]. En effet, la sécrétion autocrine
d’IL-2 constitue le 3°™ signal d’activation des LT et son absence, alors qu'ils
subissent une stimulation via leur TCR, entraine un état d’anergie. Les Treg sont
également capables, chez la souris, d’inhiber directement la synthése d’ARN
messager de I'lL-2, le mécanisme impliqué demeurant inconnu [324]. Par ailleurs, la
déplétion du milieu en IL-2 inhibe la différenciation et I'activation des LT effecteurs.
En effet, I'lL-2 participe a la différenciation des LT naifs vers les voies Th1 et Th2 et

est indispensable a leur activation et a leur survie [325].

Expression de FoxP3

FoxP3 est un facteur de transcription qui agit sous forme oligomérique en se
liant a d’autres facteurs de transcription, notamment NFAT, NF-kB, AML1/Runx1 et
les complexes HAT/HDAC. Il est capable de réprimer les génes de I'lL-2 et de
CD127 alors qu’il stimule I'expression de GITR et de CTLA-4 [326]. Chez la souris
comme chez I'homme, un déficit en FoxP3 entraine des manifestations
auto-immunes associées a un déficit en Treg, ce facteur de transcription étant
primordial pour la genése thymique des Treg [302]. FoxP3 a donc été considéré
comme un marqueur spécifique des Treg. Cependant, si cela est vrai chez la souris,
chez '’homme, aprés stimulation via leur TCR, les LT effecteurs sont aussi capables
d’exprimer FoxP3, de facon moindre et transitoire, associé [327] ou non a des
fonctions régulatrices [328]. L’absence de corrélation entre I'expression de FoxP3 et
la présence de propriétés immunorégulatrices ne fait pas de FoxP3 un marqueur
totalement spécifique des Treg humains.
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Autres marqueurs phénotypiques des Treg naturels

L’expression de CD127 (chaine a du récepteur membranaire a I'lL-7) pourrait
permettre une distinction entre Treg et LT activés. En effet, cette molécule est peu
exprimée a la surface des Treg, tandis qu'une expression importante est observée a
la surface des LT aprés activation [329]. De plus, son expression est inversement
corrélée a celle de FoxP3, ce qui confirme son intérét dans lidentification et
l'isolement des Treg [329,330].

CD152 (CTLA-4) est également exprimé de facon constitutive par les Treg,
principalement dans le compartiment intracellulaire. Les LT naifs ne I'expriment a
leur surface qu’aprés activation, de fagon retardée et transitoire, ce qui permet la
régulation de la réponse immunitaire par interaction avec CD80 et CD86, stoppant le
second signal activateur impliquant CD28 et ces molécules de costimulation. CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) joue un réle important dans les
phénoménes de tolérance. Aprés activation des Treg, CD152 est exprimé a la
surface et interagit avec les molécules de costimulation CD80 et CD86, exprimées a
la membrane des DC [331].

GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor family Related gene) est
fortement exprimé a la surface des Treg, alors que les LT, LB, DC et macrophages
ne I'expriment que faiblement, cette expression étant accrue aprés activation. Aussi,
aprés activation par un signal danger via les TLR, les DC expriment également le
ligand de GITR (GITR-L), qui en liant son récepteur a la surface des Treg, inhibe
leurs fonctions régulatrices [332]. Ainsi, GITR pourrait étre impliqué dans la

régulation de I'activité des Treg, c'est-a-dire la contre-régulation.

CD39 appartient a Ila famille des ectonucléoside triphosphate
diphosphonucléotidases (E-NTPDases), enzymes capables de métaboliser les
nucléosides triphosphates (NTP), dont TATP en AMP. L’ATP, outre son réle dans le
métabolisme énergétique, est également un médiateur intercellulaire, notamment au
niveau du systeme nerveux central. Il constitue aussi un signal danger. En effet, la
libération massive d’ATP lors de la lyse cellulaire active I'inflammasome et entraine
la sécrétion d’IL-1B, une cytokine pro-inflammatoire qui est impliquée dans la
différenciation Th17. L’ATP joue donc un réle pro-inflammatoire qui peut étre inhibé
via sa dégradation par le CD39. Cette molécule est exprimée a la surface des DC,
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des LB et LT activés, mais également, et de fagon constitutive, a la surface des Treg
mémoires humains exprimant CD45RO et CCR6. Chez la souris, pour que cette
enzyme soit active, il est nécessaire que les Treg soient stimulés [333]. CD39 est
couplé a CD73, une autre ectonucléosidase, capable de cataboliser 'AMP en
adénosine, ce dernier inhibant la réponse cellulaire T [334]. CD39 ne constitue donc
pas un marqueur spécifique mais reflete un des mécanismes d’action dans le
contrble de la régulation immunitaire par les Treg, par dégradation de I'ATP
extracellulaire, pro-inflammatoire, en adénosine, a activité anti-inflammatoire.
Compte tenu de la capacité de 'ATP a activer I'inflammasome, les Treg exprimant

CD39 sont particulierement importants dans le contréle de la réponse Th17 [335].

CD223 (ou LAG-3: Lymphocyte Activation Gene-3) est exprimé a la surface
des Treg seulement aprés stimulation. Il s’agit d’'une molécule d’adhésion associée
au CD4, capable de lier le CMH-Il. LAG-3 interviendrait dans les fonctions
suppressives dépendantes du contact, bien que les souris invalidées pour le géne
LAG-3 ne présentent pas de déficit fonctionnel ou quantitatif en Treg. L’utilisation
d’'un Ac bloquant LAG-3 entraine cependant une diminution des fonctions
suppressives des Treg et la transfection de LT naifs avec LAG-3 leur confére un état
d’anergie et une fonction suppressive dépendante du contact. Comme de nombreux
autres marqueurs, LAG-3 est également exprimé par les LT effecteurs aprés
activation [336].

CD62-L est une sélectine impliquée dans la migration (homing) des
lymphocytes aux ganglions lymphatiques. Les Treg expriment cette molécule
membranaire a I'état naif, et conservent un haut niveau d’expression aprés activation
[337,338]. Ceci traduit donc qu’aprés contact avec leur Ag, les Treg sont capables de
gagner les organes lymphoides secondaires ou ils peuvent réguler l'initiation de la

réponse immunitaire.

Le TGF-B est une cytokine anti-inflammatoire qui peut également étre
exprimée a la surface cellulaire. Les Treg expriment TGF-B de fagon croissante
aprés stimulation. Le TGF-B membranaire est impliqué dans les mécanismes
d’inhibition de la prolifération et de la sécrétion des Ig par les LB chez la souris [339]
et de la prolifération des NK chez I'homme [340-342]. Cependant, les souris dont le

géne du TGF-B est invalidé, présentent un taux diminué de Treg qui gardent
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cependant une activité suppressive. Ceci fait donc envisager un réle plus important
du TGF-B dans 'homéostasie des Treg que dans leur activité immunorégulatrice
[343].

ICOS (/nductible COStimulator) est une protéine membranaire non spécifique
des Treg, exprimée a la surface des LT apres activation. Son ligand, ICOS-L, est
exprimé de fagon constitutive a la surface des DC et des monocytes, I'expression sur
ces derniers étant augmentée par I'lFN-y [344]. ICOS permet de distinguer deux
types de Treg [345]. Les Treg ICOS- expriment intensément le TGF-B a leur surface
et leur fonction immunorégulatrice, médiée par cette molécule, est dépendante du
contact et s’exerce directement sur les LT effecteurs. Les Treg ICOS™ expriment
aussi le TGF-B au niveau membranaire et sécrétent également de grandes quantités
d’IL-10 inhibant la maturation des DC in vitro. Leur fonction immunosuppressive est
complétement abrogée par I'utilisation d’Ac anti-IL-10 et anti-TGF-f. Leur action n’est
pas directement dirigée contre les LT effecteurs mais passe par une régulation des
fonctions des DC. Ces deux populations ont également un comportement différent
lors de la stimulation par un Ac anti-CD28 : les Treg ICOS- proliferent, tandis que la
prolifération des Treg ICOS™ est inhibée [346].

CD45 est un marqueur panleucocytaire a activité tyrosine phosphatase,
essentiel pour une transduction efficace du signal via les récepteurs T et B [347]. Ses
différentes isoformes permettent de caractériser les stades de différenciation et
d’activation des lymphocytes et ainsi de distinguer les LT naifs CD45RA™ et les LT
mémoires CD45R0O™ [347]. Il est bien montré que les LT CD4"FoxP3" ne sont pas
tous suppresseurs. Chez 'Homme, on distingue d’un point de vue phénotypique trois
sous-populations de LT CD4"FoxP3*, avec des propriétés fonctionnelles différentes
[346] :

e Les LT CD4*CD25***CD45RA FoxP3"" ou Treg effecteurs (activated
Treg) qui sont les plus suppresseurs mais incapables de proliférer
(anergiques) ;

e Les LT CD4*CD25**CD45RA*FoxP3"°" ou Treg naifs (resting Treg) qui
sont capables de proliférer et de se différencier en Treg effecteurs ;
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e Les LT CD4*CD25"*CD45RA FoxP3"°" qui ne sont pas suppresseurs
mais capables de produire in vitro des cytokines pro-inflammatoires
comme I'lFN-y, I'lL-2 et I'lL-17.

Helios, un facteur de transcription de la famille ICAROS impliqué dans le
développement des LT, pourrait étre un marqueur permettant de distinguer les nTreg
(Helios™) des iTreg (Helios’), méme si la validité de ce marqueur n’est pas certaine in
vivo [348,349].

En résumé, lidentification phénotypique des Treg est rendue difficile par
'absence de marqueurs spécifiques. Ceci rend l'interprétation des données de la
littérature délicate puisque les phénotypes étudiés ne sont pas toujours les mémes et
ont évolué avec la découverte de nouveaux marqueurs. Il est donc probable que
certaines discordances concernant les taux de Treg observés au cours d’'une méme
pathologie soient en partie liees a des définitions phénotypiques différentes d’une

étude a l'autre.

La meilleure maniére de définir les Treg est finalement fonctionnelle.
Cependant, leur isolation est délicate du fait de I'impossibilité d’utiliser des
marqueurs intracellulaires (comme FoxP3) car cela nécessiteraient une
perméabilisation des cellules qui entrainerait leur mort. Néanmoins, puisqu’il existe
une corrélation inverse entre I'expression de CD127 et de FoxP3, CD127 peut étre
utilisé pour isoler les Treg en utilisant le phénotype CD4*CD25"CD127". Mais, les
Treg peuvent aussi, et probablement de fagon encore plus discriminative, étre isolés
selon leur niveau d’expression de CD25 et de CD45RA, sans utiliser CD127 : les
Treg effecteurs (CD45RA") ont le niveau d’expression de CD25 le plus élevé et les
Treg naifs (CD45RA™) expriment CD25 a un niveau intermédiaire [346].

76



Caractéristiques fonctionnelles des Treg naturels
Anergie

Les Treg sont classiquement caractérisés par un état d’anergie, c'est-a-dire
gu’une stimulation via leur TCR n’entraine pas leur prolifération. Cette notion a
réecemment été mise en doute puisquaprés stimulation, les Treg naifs
(CD45RA*FoxP3") sont capables de proliférer et d’acquérir un phénotype de Treg
effecteurs (CD45RA FoxP3"9"). A I'inverse, les Treg effecteurs proliférent peu : aprés
stimulation, ils exercent leurs fonctions suppressives et meurent [346]. Cependant,
comme les Treg effecteurs sont capables d’inhiber la prolifération des Treg naifs, il
est difficile de déterminer avec précision la capacité de prolifération d’'un pool
cellulaire contenant a la fois des Treg effecteurs et des Treg naifs. Il est donc
possible que l'absence de prolifération des Treg décrite initialement soit le reflet
d’une inhibition des Treg naifs par les Treg effecteurs d’'une part, et de la mort de ces

derniers d’autre part.

Inhibition des autres lignées cellulaires

A ce jour, les connaissances des mécanismes d’inhibition sont imparfaites. |l
semble que les Treg acquierent leurs pleines fonctions inhibitrices aprés activation
par liaison spécifique de leur TCR a I'Ag. lls opérent ensuite de fagon non spécifique
d’Ag [350]. Cette fonction inhibitrice est dépendante du contact intercellulaire [324].
Les Treg sont impliqués dans I'immunorégulation de plusieurs types cellulaires, en
inhibant leur activation, leur prolifération et leurs fonctions [305,351]. Les LB
présentent in vitro une inhibition de leur prolifération, de la production des Ig et de la
commutation de classe des Ig lorsqu’ils sont cultivés avec des Treg [339,352]. Les
cellules NK voient leur activité cytotoxique diminuée en présence de Treg [340-342].
Les LT CD4" et CD8" présentent une diminution de leur activation, de leur
prolifération, de la sécrétion de cytokines et une inhibition de leurs fonctions au
contact de Treg [312,314,342,353]. L’activité des DC est également modulée avec
une diminution de leur maturation et de leur capacité a présenter des Ag [354].

Les Treg sont également capables d’induire des DC tolérogenes surexprimant
I'Indoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO), inhibant ainsi de fagon indirecte la prolifération
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des LT. En effet, IDO catabolise le tryptophane, acide aminé essentiel a la survie et a
la prolifération des lymphocytes, en kynurénines. L'induction de cette expression, en
'absence de signaux danger comme le LPS bactérien, est sous la dépendance de
l'interaction CTLA-4/CD86. En présence de LPS, c’est I'lL-10 sécrétée par les Treg
qui permet la modulation de I'expression de cette enzyme. L’action de cette enzyme
est donc double, d’une part par privation d’'un acide aminé essentiel, d’autre part par
production de métabolites (kynurénines) exercant une action inhibitrice sur les
lymphocytes [355].

Les Treg exercent également une action sur les cellules de 'immunité innée
qgue sont les PNN. Aprés activation via les TLR, présents a leur surface, les Treg sont
capables d’inhiber les PNN. Ceci se traduit par une diminution de la production de
radicaux oxygénés, une diminution de la sécrétion de cytokines (IL-6, IL-8 et TNF-a)

et une augmentation de I'apoptose des PNN [356].

Mécanisme d’inhibition

Chez 'lhomme, les mécanismes d’inhibition dépendent in vitro du contact
intercellulaire [314]. Plusieurs molécules membranaires semblent impliquées dans ce
mécanisme, notamment CTLA-4, LAG3 et TGF-B (Figure 7).

Cependant, d’autres mécanismes, comme les systemes perforine/granzyme
ou CD39/CD73, ne nécessitent pas un contact cellulaire stricto sensu, mais une forte
proximité [357]. La production de cytokines anti-inflammatoires serait quant a elle
plutét impliguée dans les mécanismes d’immunorégulation des Treg induits en
périphérie (Th3 et Tr1), et pas pour les nTreg, d’origine thymique. L’'IL-35, une
cytokine anti-inflammatoire participe a l'activité immunosuppressive des Treg. Le
mécanisme d’action, identifié chez la souris, est original puisque l'induction de la
sécrétion d’IL-35 par les Treg nécessite un contact avec les LT effecteurs. L’action
de cette cytokine peut ensuite s’exercer a distance, de fagon non dépendante du
contact. Ainsi, ce ne serait pas l'inhibition qui serait dépendante du contact mais son
initiation seulement [358]. L’implication de cette cytokine n’est cependant pas

évidente chez 'homme puisque les Treg humains ne semblent pas I'exprimer [359].
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TCR

Figure 7 : Mécanismes d’action des Treg

1) Expression de CD25 entrainant une déplétion du milieu extracellulaire en IL-2, cytokine nécessaire
a lactivation et a la prolifération lymphocytaire T. 2) Dégradation par le systeme enzymatique
CD39/CD73 de I'ATP en AMP puis adénosine, toxique pour les LT effecteurs. 3) Inhibition de
l'activation et la prolifération des LT effecteurs via le TGF-B membranaire. 4) Mort cellulaire via le
systéme perforine/granzyme. 5) Liaison de CTLA-4 a CD86 (a la place de CD28) entrainant
I'expression de l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), enzyme dégradant le tryptophane, acide aminé
essentiel a la prolifération des LT, en kynurénines, toxiques pour les LT. 6) Inhibition via l'interaction
entre LAG-3 et CMH-II. 7) Sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-f3, et IL-35 chez la
souris).
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Réle des Treg au cours des pathologies auto-immunes

Des manifestations auto-immunes identiques a celles observées apres
réalisation d’'une thymectomie a 3 jours de vie ont été observées chez la souris dite
«scurfy». Cette souris, naturellement déficiente en FoxP3, ne posséde pas de Treg
et développe dans les premiers jours de vie des signes d’auto-immunité comprenant
une thyroidite, une gastrite, un diabéte, entrainant rapidement le déceés [360]. Chez
'homme, on décrit le syndrome IPEX (Immune dysfunction Polyendocrinopathy
Enterocolopathy X-linked syndrome), qui se traduit par la survenue dés le plus jeune
age de troubles du transit en rapport avec une entérocolite, d’un diabéte, d’une
dysthyroidie, d’'un eczéma, associés a un retard de croissance. De multiples
mutations de FoxP3 ont été rapportées au cours de ce syndrome [361]. Un syndrome
« |IPEX-like » est également observé au cours de mutations de CD25 [321].

Au cours des maladies auto-immunes, les Treg ont beaucoup été étudiés,
avec des résultats parfois contradictoires. Un déficit quantitatif ou fonctionnel est
observé au cours de la PR, du lupus érythémateux systémique, du syndrome de
Sjégren, des vascularites cryoglobulinémiques, des vascularites associées aux
ANCA, du diabéte de type |, de la SEP [309]. Au cours de la PR, il existe des taux
plus importants de Treg dans le liquide synovial que dans le sang. Ainsi, un taux de
Treg abaissé dans le sang peut témoigner non pas d’un déficit quantitatif mais d’un
recrutement des Treg sur le site de l'inflammation. Par ailleurs, le pronostic de la PR
est meilleur chez les patients ayant un nombre plus élevé de Treg dans le liquide
synovial des articulations atteintes [362].

Aucune donnée n’est actuellement disponible concernant I'existence d’un

déficit quantitatif et/ou fonctionnel en Treg au cours de 'ACG.
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f) Le concept de plasticiteé

Il est désormais reconnu que la polarisation Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, ou
méme Treg (iTreg) n'est pas un processus définitif puisqu’en fonction de
'environnement cytokinique local, les LT peuvent évoluer, notamment de Th17 a
Th1, de Treg a Th17, ou de Th2 a Th9. En fait, a un état précoce de différenciation,
les LT (Th1, Th2, Th17 ou Treg) peuvent étre facilement redirigés vers un autre
sous-type [203,229,363,364].

En revanche, a un stade plus tardif de différenciation, seuls les lymphocytes
Th17 et les Treg semblent conserver une plasticité, les lymphocytes Th1 et Th2 étant
différenciés de facon terminale [229]. Les Treg peuvent également, dans un
environnement riche en IL-12, se différencier en cellules pro-inflammatoires
dépourvues d’activité suppressive, exprimant T-bet et CXCR3 et produisant de I'lFN-
y, donc correspondant a un phénotype Th1 [364]. En présence d’IL-13 et d’IL-6, les
Treg peuvent acquérir un phénotype Th17 « like » : ces cellules produisent de I'lL-17,
expriment RORC, CD161 et CCR6 mais peuvent conserver une activité suppressive
et exprimer FoxP3 (Th17/Treg), sauf en cas de forte exposition a I'lL-13 et I'lL-6,
auquel cas ils perdent leur activité suppressive [364]. De plus, et comme nous
'avons évoqué précédemment, les lymphocytes Th17 peuvent, en présence d’IL-12,
se difféerencier en lymphocytes Th1 en augmentant I'expression de T-bet et en
diminuant celle de RORC [269]. Ces lymphocytes Th1, différenciés a partir de Th17,
sont dits lymphocytes Th1 « non classiques » car, a l'inverse des lymphocytes Th1
classiques, ils expriment encore des marqueurs de la lignée Th17 comme CD161,
CCRS, IL-23R et RORC [258,272,273].

Ainsi, le microenvironnement cytokinique local, conséquence de la réaction
immunitaire innée et aussi adaptative, est donc capital dans I'orientation initiale de la
réponse immunitaire mais aussi dans son évolution dans le temps. |l est donc fort
probable qu’il existe au cours des pathologies auto-immunes et auto-inflammatoires
des perturbations de ce microenvironnement, responsables de la chronicisation
inadaptée d’une réponse immunitaire autoréactive.

Ces données permettent une approche « dynamique » et non pas « figée » de
la réponse immunitaire. Elles mettent en avant le rble primordial du
microenvironnement cytokinique ainsi que les possibilités de réorientation de la

réponse immunitaire qui en découlent, notamment par ['utilisation de thérapies
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ciblées. Ainsi, un LT pourra subir des polarisations différentes au cours de sa vie,
selon les proportions relatives des différents facteurs de transcription a un instant
donné, eux-mémes régulés par de nombreux facteurs intrinséques et extrinséques
[365]. Cette notion de plasticité est probablement impliquée dans la variabilité des
réponses thérapeutiques observées d’un patient a l'autre, influencées par le stade de
différenciation des LT.

Au cours de I'ACG, C. Weyand propose qu’il existe deux réponses
immunitaires T distinctes. Une voie Th17, sous la dépendance de I'lL-1B, I'lL-6 et I'lL-
23 produites par les DC, conduisant a l'activation des cellules endothéliales, des
CML et des fibroblastes par I'lL-17. Cette voie Th17 est inhibée par la corticothérapie
a l'inverse de la voie Th1 qui, sous la dépendance de I'lL-12 produite par d’autres
DC, persiste malgré la corticothérapie et conduit a la production chronique d’IFN-y
qui active les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules cytoxiques
[82,163]. Cependant, cette hypothése ne prend pas en compte la plasticité qu’il
existe entre les lymphocytes Th1 et Th17. Il est en effet possible que la persistance
de lymphocytes Th1 dans le sang circulant et la paroi artérielle de patients atteints
d’ACG traités par corticoides [82,163] corresponde a I'évolution de la maladie sous
traitement, avec une différenciation progressive des Th17 en Th1 « non classiques »,
plutét qu’a I'existence de deux voies distinctes.

C’est notamment afin d’explorer la plasticité entre lymphocytes Th1 et Th17,
qgue nous avons étudié le réle des lymphocytes T CD4"CD161* dans 'ACG. Nous
nous sommes également intéressés a la plasticité entre les Treg et les lymphocytes
Th17, et notamment au réle de I'lL-6 dans la régulation de cette balance Th17/Treg.
péme

Les résultats de ces travaux seront présentés dans la partie de cette thése.
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Lorsqu’un lymphocyte T (LT) naif (ThO) est activé par la reconnaissance d’un antigéne présenté par
une cellule présentatrice d’antigene (CPA), il peut se différencier en plusieurs populations
lymphocytaires : Th1, Th2, Th17, Th22, Th9 ou iTreg. L’orientation de cette différenciation est fonction
de I'environnement cytokinique. La cellule présentatrice d’antigéne, notamment la cellule dendritique
(DC), activée par des PAMPs reconnus comme des « signaux danger » par des récepteurs
spécifiques, les PRR dont la famille des Toll Like Receptor (TLR) est la plus connue, oriente la
différenciation du LT et donc de la réponse immunitaire grace au type de cytokines sécrétées : Th1
par 'IFN-y et I'lL-12, Th2 par I'lL-4 et I'lL-2, Th17 par le TGF-B, I'lL-18, I'lL-23 et I'lL-6, Th22 par le
TNF-a et I'lL-6 ou Treg par le TGF-f et I'lL-2. Ces différentes populations de LT coordonnent divers
types de réponses immunitaires, notamment via les cytokines qu’ils vont sécréter et qui vont permettre
d’activer directement ou indirectement les cellules de la réponse innée. Schématiquement, les
lymphocytes Th2 vont participer, avec les mastocytes et les polynucléaires éosinophiles (PNE) et
basophiles (PNB) a la réponse immunitaire antiparasitaire et aux mécanismes immunologiques
impliqués dans l'allergie, notamment celle médiée par les IgE. En présence de TGF-f et d’'IL-4, les
Th2 se différentient en Th9 dont les caractéristiques et le réle physio(patho)logique sont encore mal
connus. Les lymphocytes Th1 orientent vers la réponse immunitaire a médiation cellulaire en activant
les cellules cytotoxiques (cellules NK et LT CD8") et les macrophages qui sont essentiels a la réponse
immunitaire antibactérienne et antitumorale. Les lymphocytes Th17 interviennent dans la réponse
immunitaire antibactérienne et sont impliqués dans les phénoménes d’auto-immunité. Via I'lL-17, ils
stimulent les polynucléaires neutrophiles (PNN) et via I'lL-21 les cellules NK et les LT CD8". lls ont
donc un réle fortement proinflammatoire, a l'inverse des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui ont un
réle suppresseur, garant de '’homéostasie de la réponse immunitaire et dont on distingue 2 grands
types en fonction de leur origine : les Treg naturels (nTreg), directement issus du thymus et les Treg
induits (iTreg) qui se différencient en présence d’IL-2 et de TGF-B. Cette différenciation des
lymphocytes T auxiliaires n’est pas un processus figé puisqu’en fonction des cytokines présentes dans
leur microenvironnement, les iTreg peuvent se différencier en Th1 ou Th17 et un lymphocyte Th17
peut se différencier en Th1, dit « non classique ». Ce phénomeéne, appelé plasticité, illustre bien que la
réponse immunitaire T est un processus dynamique et non figé dans le temps. Ainsi, le
microenvironnement cytokinique local, conséquence de la réaction immunitaire innée et aussi
adaptative, est donc capital dans I'orientation initiale de la réponse immunitaire mais aussi dans son
évolution dans le temps.

AHR: Aryl Hydrocarbon Receptor ; CMH-Il : complexe majeur d’histocompatibilité de type Il ; DC:
cellule dendritique ; FoxP3 : Forkhead/winged-helix box protein 3 ; IL : interleukine ; IFN-y : interferon-
gamma ; Th : (lymphocyte) T helper (auxiliaire) ; NK: cellule Natural Killer; PAMPs : Pathogen
associated molecular patterns; PNB : polynucléaires basophiles ; PNE : polynucléaires éosinophiles ;
PNN : polynucléaires neutrophiles ; PRR : pattern recognition receptor ; Rl : réponse immunitaire ;
ROR-yt : Retinoic acid-related orphan receptor-yt ; STAT : Signal Transducer and Activator of
Transcription ; TCR : T cell receptor ; TGF-B : transforming growth factor-8 ; TNF-a : tumor necrosis
factor-alpha.
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2. Article 1: “Th1 and Th17 lymphocytes expressing CD161 are

implicated in Giant Cell Arteritis and Polymyalgia Rheumatica

Pathogenesis”

L’objectif de cette étude était d’analyser la réponse immunitaire lymphocytaire
T CD4 au cours de 'ACG et la PPR, notamment les réponses Th1, Th17 et Treg.

Il s’agissait d’'une étude prospective au cours de laquelle des prélevements
sanguins ont été obtenus chez 34 patients atteints d’ACG (n=22) ou de PPR (n=12)
avant tout traitement, puis chez 27 d’entre eux dont la maladie était en rémission
aprés 3 mois de corticothérapie, et chez 31 sujets sains appariés pour I'dge et
indemnes de pathologie infectieuse aigué ou chronique, auto-immune, cancéreuse,
ne recevant aucun traitement anti-inflammatoire, aucune corticothérapie ou
traitement cytotoxique ou immunosuppresseur et dont la CRP était inférieure a 5
mg/L.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons analysé les pourcentages de
lymphocytes Th1  (CD4'IFN-y*IL-17"), Th17 (CD47IFN-y'IL-17") et Treg
(CD4*CD25"9"FoxP3) circulants et avons montré que les lymphocytes Th17 étaient
augmentés au cours de I'ACG et la PPR par rapport a une population témoin
appariée pour le sexe et 'dge. La corticothérapie, traitement de référence de 'ACG,
permettait de diminuer significativement le pourcentage de lymphocytes Th17

circulants a un niveau équivalent a celui de la population témoin.

Dans cette étude, nous avons également analysé les Treg. Nous avons
montré qu’il existait au cours de 'ACG et de la PPR un déficit quantitatif en Treg
puisqu’en comparaison aux sujets sains, le pourcentage de Treg circulants était
diminué chez les patients non traités. A linverse de ce qui était observé pour les
lymphocytes Th17, la corticothérapie ne permettait pas de restaurer un pourcentage
de Treg circulants équivalent a celui des témoins. Aprés isolation des Treg
(CD4*CD25"9"), nous avons démontré que leur capacité & inhiber la prolifération des
LT effecteurs (CD47CD25) n’était pas altérée au cours de 'ACG et la PPR. Il semble
donc exister un déficit quantitatif et non fonctionnel des Treg au cours de 'ACG et la
PPR.
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Afin d’expliquer 'augmentation de la réponse Th17 au cours de 'ACG et de la
PPR, nous avons également étudié les caractéristiques quantitatives et
fonctionnelles des LT CD4'CD161*. Alors qu’il n’existait aucune différence
concernant leur pourcentage dans le sang circulant, les LT CD4'CD161" des
patients non traités produisaient significativement plus d’IL-17 que ceux des sujets
sains. Aprés corticothérapie, la production d’IL-17 était significativement diminuée,
devenant identique a celle de la population témoin. De plus, les LT CD4"CD161*
étaient capables de produire de I'lFN-y, correspondant donc a une polarisation Th1
« non classique », sans différence entre patients au diagnostic et sujets sains mais
avec une production d’IFN-y par les LT CD4"CD161" significativement diminuée
apres 3 mois de corticothérapie.

L’étude de l'infiltrat lymphocytaire observé dans les BAT de patients atteints
d’ACG nous a permis de mettre en évidence une infiltration massive par des LT
(CD3*) Th1 (IFN-y") et Th17 (IL-177). Il existait une co-localisation du marquage IFN-
y et IL-17, compatible avec la présence de lymphocytes Th1/Th17. De maniére
intéressante, et alors que les LT CD4*CD161" ne représentaient que 10% des LT
CD4 totaux dans le sang circulant, 'immense majorité des LT infiltrant la paroi
artérielle des BAT de sujets atteints d’ACG exprimait aussi CD161. Ainsi, les
lymphocytes Th1 observés dans les Iésions d’ACG sont probablement de phénotype
« non classique » (CD1617IFN-y™).

Les LT CD4*CD161* expriment fortement CCR6. lls sont donc recrutés via
une interaction CCL20/CCR®6 dans la paroi artérielle. De plus, il a été démontré que
les LT CCR6" sont nécessaires a [lapparition d'une panartérite ayant les
caractéristigues de I'ACG [158]. Ces données apportent donc des précisions a
'hypothése de C. Weyand [163] puisque I'expression de CD161 par la majorité des
LT CD4 (Th1 et/ou Th17) présents dans la paroi artérielle est en faveur d’'une
différenciation in situ des LT vers la voie Th17 puis Th1 non classique, sous I'effet
des cytokines du microenvironnement. |l ne semble donc pas réellement exister 2
voies complétement distinctes de réponse immunitaire T au cours de 'ACG : Thi

corticorésistante d’'un c6té et Th17 corticosensible de I'autre [163].
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En conclusion, cette étude montre qu’il existe au cours de 'ACG et de la PPR
un déséquilibre de la balance Th17/Treg, caractérisé par un déficit quantitatif en Treg
et un excés de Th17. De plus, les LT CD4*CD161", en étant recrutés dans la paroi
artérielle et en se différenciant en lymphocytes Th17 et Th1, sont impliqués dans la

physiopathologie de 'ACG.
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Objective. Giant cell arteritis (GCA) is the most
frequently occurring vasculitis in elderly individuals,
and its pathogenesis is not fully understood. The objec-
tive of this study was to decipher the role of the major
CD4+ T cell subsets in GCA and its rheumatologic
form, polymyalgia rheumatica (PMR).

Methods. A prospective study of the phenotype
and the function of major CD4+ T cell subsets (Thl,
Th17, and Treg cells) was performed in 34 untreated
patients with GCA or PMR, in comparison with 31
healthy control subjects and with the 27 treated patients
who remained after the 7 others withdrew.
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Results. Compared with control subjects, patients
with GCA and patients with PMR had a decreased
frequency of Treg cells and Thl cells, whereas the
percentage of Th17 cells was significantly increased.
Furthermore, an analysis of temporal artery biopsy
specimens obtained from patients affected by GCA for
whom biopsy results were positive demonstrated mas-
sive infiltration by Th17 and Thl lymphocytes without
any Treg cells. After glucocorticoid treatment, the per-
centages of circulating Thl and Th17 cells decreased,
whereas no change in the Treg cell frequency was
observed. The frequency of CD161+CD4+ T cells, which
are considered to be Th17 cell precursors, was similar in
patients and control subjects. However, these cells highly
infiltrated GCA temporal artery biopsy specimens, and
their ability to produce interleukin-17 in vitro was
significantly enhanced in patients with GCA and pa-
tients with PMR and was correlated with a decrease in
the phosphorylated form of STAT-1.

Conclusion. This study is the first to demonstrate
that the frequency of Treg cells is decreased in patients
with GCA and patients with PMR, and that
CD161+CD4+ T lymphocytes, differentiated into Thl
cells and Th17 cells, are involved in the pathogenesis of
GCA and PMR.

Giant cell arteritis (GCA) is a systemic vasculitis
affecting large and medium-sized blood vessels. GCA is
characterized by granulomatous infiltration into the
layers of the aorta and its major branches in association
with systemic inflammation, leading to anemia, polymy-
algias, and weakness. Classic clinical features of GCA
include temporal headache, scalp tenderness, or tender
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inflammatory temporal arteries in association with de-
creased pulses on physical examination. Major compli-
cations include blindness, stroke, or aortic aneurysm.
The diagnosis of GCA is established by temporal artery
biopsy, which typically shows destruction of the internal
elastic lamina associated with infiltration of the blood
vessel walls by multinucleated giant cells and immune
cells such as CD4+ T lymphocytes and macrophages
organized in granulomas. Polymyalgia rheumatica
(PMR) is the rheumatologic form of GCA and is
associated with stiffness and tenderness of the hip and
shoulder as well as systemic inflammation (1).

Glucocorticoids remain the gold standard of ther-
apy for GCA and PMR. Adjunctive treatment with
methotrexate has been shown to lower the risk of relapse
and reduce the required exposure to corticosteroids (2).
Other attempts to spare glucocorticoid treatment by
using anti—tumor necrosis factor (anti-TNF) antibodies
have not led to significant success (3,4). Therefore, a
better understanding of the pathophysiology of this
inflammatory disease is essential to develop appropriate
therapeutic approaches. Using human temporal artery
segments implanted into SCID mice and cell depletion
or blocking antibodies, it has been demonstrated that
mature dendritic cells (DCs) and CD4+ T lymphocytes
play a key role in GCA (5-7). Mature DCs present a
yet-to-be-defined antigen to specific CD4+ T cells that
promote macrophage and smooth muscle cell activation,
leading to destruction of the artery walls and hyperplasia
of the intima (5-7).

It was recently reported that Th17 lymphocytes
may contribute to the pathogenesis of GCA (8,9). Th17
cells are characterized by their ability to produce
interleukin-17 (IL-17), a proinflammatory cytokine trig-
gering a chronic inflammatory immune response in-
volved in autoimmune diseases such as rheumatoid
arthritis, multiple sclerosis, and Crohn’s disease (10,11).
Th1/Th17 cells, which produce both interferon-y (IFNvy)
and IL-17, share the following phenotypic and func-
tional features with Th17 cells: expression of IL-23
receptor, CCR6, and the transcription factor RORwt;
low cytotoxicity; and poor susceptibility to regulation by
autologous Treg cells (12,13). The Th1/Th17 cell popu-
lation is present in patients with GCA and patients with
Crohn’s disease and is lacking in healthy individuals
(8,13).

Human chronic inflammatory diseases are char-
acterized by an imbalance between effector T cells such
as Thl or Th17 cells and immunosuppressive cells such
as Treg cells. A functional and/or quantitative Treg cell
defect is usually observed in the setting of autoimmunity
(14). The role of Treg cells, their frequency, and their
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possible functional alterations in GCA and PMR have
not yet been evaluated. Human Th17 and Th1/Th17 cells
have been shown to differentiate exclusively from
CD161+CD4+ T lymphocytes in the presence of IL-13
and IL-23 (12,15). However, it is unknown whether these
Th17 cell precursors play a role in GCA and PMR.

In the current study, we demonstrate that GCA
and PMR share the same pathogenesis, which is char-
acterized by a significant shift in the Th17 cell/Treg cell
balance toward an increased Th17 cell response. We also
further establish that glucocorticoids decrease the fre-
quency of Th17 lymphocytes without affecting the fre-
quency and function of Treg cells. We additionally
provide new insights into the mechanism underlying the
observed increase in the frequency of Thl7 cells, by
demonstrating that CD161+CD4+ T lymphocytes are
implicated in the pathogenesis of GCA and PMR.

PATIENTS AND METHODS

Patients and control subjects. In this prospective
study, 34 patients with newly diagnosed GCA (n = 22) or PMR
only (n = 12) were successively enrolled at the hospital of
Université de Bourgogne after they provided written informed
consent, in accordance with the Declaration of Helsinki. The
study was approved by the Institutional Review Board and
the Ethics Committee of Dijon University Hospital. GCA
and PMR were defined according to the criteria described by
Evans and Hunder and the American College of Rheumatol-
ogy criteria, respectively (16,17). Among patients with GCA,
the results of temporal artery biopsy were positive in 7; 1
patient refused to undergo the procedure. Details on the
clinical and biologic characteristics of the patients with GCA
and those with PMR are available upon request from the cor-
responding author.

Blood samples were obtained from all 34 patients
before treatment and from 27 paired patients (18 with GCA
and 9 with PMR) after 3 months (mean = SEM 102.6 * 6.7
days) of glucocorticoid therapy. In all of the patients, clinical
and biologic remission was achieved. One of the untreated
patients was lost to followup, and 6 others had received
treatment for <3 months at the time of analysis. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from 31 healthy
age-matched volunteers without an inflammatory syndrome
(C-reactive protein [CRP] level <5 mg/liter), recent therapy
with steroids or immunosuppressive drugs, a history of cancer,
recent acute or chronic infectious disease, or autoimmune
disease were used as controls.

As expected, the CRP level, fibrinogen expression, and
erythrocyte sedimentation rate (ESR) were increased in pa-
tients with GCA or PMR. The numbers of circulating CD4+
T cells were not significantly different between patients and
control subjects, whereas the numbers of CD8+ T lymphocytes
were significantly decreased in patients with GCA or PMR
(additional information is available upon request from the
corresponding author). The demographic and biologic charac-
teristics (age, sex, ESR, and hemoglobin, CRP, and fibrinogen
levels) and lymphocyte subsets (CD3, CD4, and CDS8 T cells)
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were not different between patients with GCA and those with
PMR (data not shown). Glucocorticoid treatment was started
at a dose of 0.7 mg/kg/day in patients with GCA, and patients
with PMR were initially treated with 20-40 mg of prednisone
daily. The decision to taper glucocorticoid therapy was made
by the treating physicians and was based on clinical and
biologic findings during followup.

Cell preparation, culture, and flow cytometric analy-
sis. PBMCs were obtained by Ficoll-Hypaque density-gradient
centrifugation. CD4+ T cells were separated using a CD4+
T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) and stimulated with
0.1 pg/ml of phorbol myristate acetate (PMA) and 1 ug/ml of
ionomycin (Sigma-Aldrich) for 8 hours, in the presence of
brefeldin A (BD GolgiPlug; BD Bioscience) for the last 4
hours. Cells were stained with allophycocyanin (APC)-
conjugated anti-CD4, PerCP-Cy5.5—conjugated anti-CD161,
eFluor 450-conjugated anti-CD45RA, phycoerythrin (PE)-
conjugated anti-IL-17A, APC-conjugated anti-IFNvy, Pacific
Blue—conjugated anti-TNFa (eBioscience), and Alexa Fluor
488—conjugated anti-CCR6 (BioLegend). Treg cells were
stained with PE-Cy5.5-conjugated anti-CD4, PE-conjugated
anti-CD25, and Alexa Fluor 488-conjugated anti-FoxP3
(BioLegend). Data were acquired on a LSR II flow cytometer
and analyzed with FlowJo software.

Isolation and culture of CD161+CD4+ T cells. After
the negative selection of CD4+ T cells, CD161+CD4+ T cells
were purified by positive selection using PE-conjugated anti-
CD161 antibodies (eBioscience) and anti-PE microbeads
(Miltenyi Biotec), according to the manufacturers’ instruc-
tions. CD161+CD4+ T cells were cultured with or without
anti-CD3/CD28-conjugated T cell expander microbeads (10 wl/
10° cells; Invitrogen), 1L-23 (50 ng/ml; eBioscience), IL-18
(50 ng/ml), IL-2 (25 IU/ml), and transforming growth factor 3
(TGFB) (0.5 or 5 ng/ml; R&D Systems), as indicated. The
supernatant was collected after 72 hours of culture to quantify
specific cytokines.

Analysis of pSTAT-1 and pSTAT-3. Total proteins
were extracted from freshly isolated CD161+CD4+ T cells,
using a nuclear extract kit (Active Motif). The protein concen-
tration was determined in each whole cell extract with a DC
Protein Assay Kit II (Bio-Rad), according to the manufactur-
er’s instructions. Next, 10 ug of CD161+CD4+ whole cell
extract was used to determine the levels of pSTAT-1 and
pSTAT-3, using a TransAM STAT Family Kit (Active Motif)
according to the manufacturer’s instructions. COS-7 (IFNvy-
stimulated) and HEp-G2 (IL-6-stimulated) nuclear extracts
(Active Motif) were used as positive controls for pSTAT-1 and
pSTAT-3, respectively. The concentrations of cellular
pSTAT-1 and pSTAT-3 were quantified by color reactions at
an optical density of 450 nm.

Proliferation assays. CD4+CD25™¢" (Treg) cells and
CD4+CD25— (effector T) cells were isolated from PBMCs
using a Treg cell isolation kit (Miltenyi Biotec), according to
the manufacturer’s instructions. Effector T cells were stained
using a CellTrace Violet Cell Proliferation Kit (Invitrogen)
and cultured with or without anti-CD2/CD3/CD28 microbeads
(Miltenyi Biotec) and Treg cells, as indicated. After 4 days of
culture, cell trace incorporation was analyzed by flow cytom-
etry, and the proliferation index was calculated using ModFit
LT 3.0 software.

Cytokine assays. The expression of IL-21, IL-23, and
TGFB was measured by enzyme-linked immunosorbent assay,
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according to the manufacturer’s instructions (eBioscience).
TNFa, IL-17A, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, and IL-12p70 expres-
sion was quantified using Luminex technology, according to
the manufacturer’s instructions (Biomedical Diagnostics).
Data were acquired on a FIDIS flow cytometer and analyzed
using MLX-Booster software.

Immunohistochemical analysis. Seven temporal artery
biopsy specimens obtained from patients with GCA were
studied by immunohistochemistry. Staining was performed
using a BenchMark Ultra instrument (Ventana Medical Sys-
tems) with the following antibodies: anti-CD3 (1:50; Thermo
Scientific), anti-CD20 (1:200; Dako), anti-FoxP3 (1:100; Ab-
cam), anti-IL-17A (1:100; R&D Systems), anti-IFNvy (1:100;
LifeSpan Biosciences), anti-CD68 (1:100; Dako), and anti-
CD161 (1:20; Sigma Aldrich). Visualization was based on
enzymatic conversion of diaminobenzidine (DAB) into a
brown-colored precipitate by horseradish peroxidase at the site
of antigen localization. Ultra Red (Ventana Medical Systems)
and DAB were used successively to perform double staining.

Statistical analysis. The Mann-Whitney U test was
used to compare data between untreated patients and healthy
control subjects. Wilcoxon’s matched pairs signed rank test was
used to compare patients before and after 3 months of
treatment. P values less than 0.05 were considered significant.
The relationship between the percentage of CD161+CD4+
cells and IL-17-positive CD4+ cells was assessed using a linear
regression model. An adjustment on the group (untreated
patients, treated patients, and controls) was then performed.
The linearity of the relationship between the 2 variables was
checked using a fractional polynomial approach. Data are
expressed as the mean = SEM. Analyses were performed using
Stata and GraphPad Prism software.

RESULTS

Frequency of immunosuppressive Treg cells and
proinflammatory Th17 lymphocytes in patients with
GCA or PMR. The percentage of circulating Treg cells,
identified as CD4+CD25"€"FoxP3+ cells, was signifi-
cantly reduced in patients with GCA or PMR compared
with healthy control subjects (mean 3.29% versus 4.66%
of total CD4+ cells; P = 0.0002) (Figure 1A). The Treg
cell frequencies in patients with GCA and patients with
PMR were not significantly different (Figure 1A). Three
phenotypically and functionally distinct populations of
CD4+FoxP3+ T cells (18) were also assessed.

Whereas the numbers of circulating CD4+ FoxP3+
T cells were significantly decreased in patients with GCA
or PMR, the distribution of CD4+FoxP3"¢"CD45RA~
activated Treg cells, CD4+FoxP3'"CD45RA+ resting
Treg cells, and CD4+FoxP3'""CD45RA— effector T cells
among total CD4+FoxP3+ T cells was not different
between patients and control subjects (additional in-
formation is available upon request from the corre-
sponding author). Importantly, the immunosuppressive
function of Treg cells (CD4+CD25"&") was not signifi-
cantly different between patients with GCA or PMR and
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Figure 1. Decreased numbers but unaltered suppressive activity of Treg cells in giant cell arteritis (GCA) and polymyalgia rheumatica (PMR).
A, Flow cytometric analysis of Treg cells, defined by a CD4+CD25"&"FoxP3+ phenotype, in patients (n = 34 [22 with GCA and 12 with PMR])
and control subjects (n = 31). In this example, CD4+CD25"" cells accounted for 4.21% of CD4+ cells. When gated on CD4+CD25"€" cells,
89.34% expressed FoxP3, so that Treg cells accounted for 3.76% of total CD4+ T cells (4.21 X 0.8934). The right panel shows results in individual
subjects. Horizontal lines show the mean. B, Functional analysis of Treg cells. CD4+CD25"" (Treg) cells and CD4+CD25— (effector T [Teff]) cells
were magnetically isolated from the peripheral blood mononuclear cells of untreated patients with GCA or PMR (n = 10), control subjects (n =
7), and treated patients with GCA or PMR (n = 6). CD4+CD25— cells were stained using a CellTrace Violet Cell Proliferation Kit, stimulated
with anti-CD2, anti-CD3, and anti-CD28 microbeads, and cultured with or without Treg cells at different Treg cell: Teff cell ratios. The proliferation
index for each condition was measured using ModFit LT 3.0 software. The percentage of inhibition was calculated using the proliferation index
of stimulated Teff cells without Treg cells as reference. Percentages of inhibition were compared ratio to ratio. Bars show the mean * SEM.

#xk = P = (.0002 by Mann-Whitney U test. NS = not significant.

control subjects. In both groups, Treg cells similarly
reduced the proliferation of responder T cells, with a
40% reduction at a ratio of 1:4 and almost total suppres-
sion at a ratio of 1:1 (Figure 1B). Conversely, the
percentages of circulating IL-17-positive T lymphocyte
subsets among total CD4+ T cells were significantly
higher in patients with GCA or PMR compared with
healthy control subjects (0.75% versus 0.34% of Thl7
cells [CD4+IL-17+IFNy—] [P < 0.0001] and 0.16%
versus 0.07% of Th1/Th17 cells [CD4+I1L-17+IFNy+]
[P < 0.0001]) (Figure 2A). In contrast, fewer circulating
Thl cells (CD4+IFN+y+IL-17—) were detected in pa-
tients with GCA or PMR compared with control subjects
(10.26% versus 13.50% of CD4+ T cells; P = 0.0304)
(Figure 2A). The frequencies of Th17, Thl, and Th1/
Th17 cells were not different between patients with
PMR and patients with GCA (Figure 2A).

To assess the balance between proinflammatory

and immunosuppressive T cells in GCA and PMR, the
ratios of Th17 cells, Th1/Th17 cells, and Thl cells to
Treg cells (CD4+CD25™¢"FoxP3+) were determined.
A substantial difference in the Th17 cell:Treg cell and
Th1/Th17 cell:Treg cell ratios was observed between
patients with GCA or PMR and control subjects (P <
0.0001), whereas the Th1 cell:Treg cell ratio was signif-
icantly different between patients and control subjects
(Figure 2B and results not shown). In addition, the level
of IL-6 was significantly increased in the serum of
patients with PMR or GCA compared with control
subjects (68.38 pg/ml versus 5.82 pg/ml; P < 0.0001)
(Figure 2C). The concentration of IL-6 was similar in
patients with GCA and patients with PMR (Figure 2C).
Conversely, no significant difference in the concentra-
tion of IL-1B, IL-2, IL-4, IL-12p70, IL-21, IL-23, IFNy,
TNFa, or TGFB was detected between patients with
GCA or PMR and control subjects (data not shown).
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Figure 2. Increased numbers of Th17 cells and Th1/Th17 cells and decreased numbers of Th1 cells in patients with GCA or PMR. A, Percentages
of circulating Th17 cells (interleukin-17 [IL-17] positive, interferon-y [IFNvy|] negative), Thl cells (IL-17—IFNvy+), and Th1/Th17 cells
(IL-17+IFNvy+), as determined by flow cytometry. B, Th17 cell: Treg cell and Th1 cell: Treg cell ratios in patients with GCA (n = 19), patients with
PMR (n = 10), and healthy control subjects (n = 31). C, Expression of IL-6 in the serum of untreated patients with GCA (n = 19) or PMR (n =
10) and control subjects (n = 28). Horizontal lines in A and C show the mean. Bars in B show the mean = SEM. * = P = (0.03; s = P < 0.0001,
by Mann-Whitney U test. See Figure 1 for other definitions.

In order to analyze tissue-infiltrating immune GCA temporal artery biopsy specimens was infiltrated
cells, 7 temporal artery biopsy specimens from patients by macrophages and lymphocytes, which were mainly
with GCA and 4 temporal artery biopsy specimens from Thl (IFNvy+) and Th17 (IL-17+) cells. These cells
patients with PMR were analyzed by immunohistochem- infiltrated all of the layers of the arteries but were
istry. As shown in Figure 3, the wall of the arteries in preponderant at the junction between the adventitia and

& e o)

Figure 3. Immunohistochemical analysis of temporal artery biopsy specimens from patients with GCA. A-G, Temporal artery biopsy specimens
representative of those from patients with GCA (n = 7), stained with anti-CD3 (A), anti-FoxP3 (B), anti-CD68 (C), anti-CD20 (D),
anti-interleukin-17A (E), anti-interferon-y (IFNy) (F), and anti-CD161 (G). Stained cells appear in brown. Boxed areas show the junction between
the adventitia and the media. Original magnification X 40. H, Higher-magnification view of the boxed areas in E-G, showing double staining with
IFNv (red) and CD161 (brown). Staining was available for 2 biopsy specimens. See Figure 1 for other definitions.
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Figure 4. Effect of steroid therapy on cytokines and T cell subsets, as analyzed in 27 patients (18 with giant cell arteritis [GCA] and 9 with
polymyalgia rheumatica [PMR]) before and after glucocorticoid therapy. A-C, Flow cytometric analysis of the percentage of circulating Th17 cells
(IL-17+IFNy—), Th1/Th17 cells (IL-17+1FNy+), Th1 cells (IL-17—IFNy+), and Treg cells (CD4+CD25"&"Foxp3+). D, IL-6 expression in the
serum of patients with GCA or PMR before and after glucocorticoid therapy, as determined using Luminex technology. E, Th17 cell:Treg cell ratio
and Th1 cell:Treg cell ratio. Bars show the mean = SEM. = = P = 0.02; #+x = P < 0.001, by Wilcoxon’s signed rank test. NS = not significant (see

Figure 2 for other definitions).

the media. Conversely, very few Treg cells (FoxP3+)
were detected. Almost no B lymphocytes were present in
the analyzed tissue specimens (Figure 3). In PMR biopsy
specimens, neither T cells (CD3+), B cells (CD20+),
nor macrophages (CD68+) were identified (results not
shown).

Effect of glucocorticoid therapy on IL-17-
producing cells and Treg cells. To analyze the effect of
glucocorticoids on Thl, Th17, and Treg lymphocytes in
patients with GCA or PMR, blood samples were col-
lected from 27 patients after 3 months of treatment. All
patients achieved clinical remission associated with a
significant decrease in the CRP level, the ESR, and
fibrinogen expression. A significant increase in the fre-
quency of leukocytes after glucocorticoid therapy was
detected and was associated with an increase in the
neutrophil count. The total lymphocyte numbers re-
mained unchanged across groups (additional informa-
tion is available upon request from the corresponding
author).

After 3 months of glucocorticoid therapy, pa-
tients with GCA and patients with PMR exhibited a

significant decrease in the mean percentage of total
circulating IL-17-producing CD4+ T cells (from 0.81%
to 0.35% [P < 0.0001] of Th17 cells and from 0.17% to
0.04% [P < 0.0001] of Th1/Th17 cells) (Figure 4A).
Glucocorticoid therapy also triggered a significant de-
crease in the mean percentage of circulating Th1 cells
(from 10.74% to 8.24% [P = 0.017]) (Figure 4B). The
percentage of Treg cells, although slightly reduced, was
not significantly different before and after glucocorticoid
therapy (Figure 4C). Importantly, glucocorticoids did
not impair the immunosuppressive function of Treg
cells, because purified CD4+CD25"¢" cells from treated
patients were endowed with the same ability to inhibit
the proliferation of stimulated effector T cells as
CD4+CD25Me cells isolated from untreated patients
(Figure 1B). These steroid-induced modifications were
associated with a significant decrease in the peripheral
concentration of IL-6 (Figure 4D). The Thl cell:Treg
cell ratio was not modified after treatment, whereas the
Th17 cell:Treg cell ratio was significantly reduced by
glucocorticoids (Figure 4E), indicating that although
these drugs did not modify Treg cell frequency, they
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Figure 5. Cytometric analysis of circulating CD161+CD4+ T cells. A, Percentage of circulating CD161+CD4+ T cells in untreated patients with
GCA (n = 21) or PMR (n = 11) compared with healthy control subjects (n = 31). B, Percentage of circulating CD161+CD4+ T cells before and
after glucocorticoid treatment (n = 27 untreated patients and 27 treated patients). C, Percentage of interleukin-17 (IL-17)-positive cells in total
CD161+CD4+ T cells from control subjects (n = 31), untreated patients (n = 32), and treated patients (n = 26). Horizontal lines in A show the
mean. Bars in C show the mean = SEM. s = P < (0.001 by Mann-Whitney U test. See Figure 1 for other definitions.

corrected the Th17 cell-to-Treg cell imbalance ob-
served in patients with GCA and patients with PMR.

Number and phenotype of Th17 precursor cells
in patients with GCA or PMR and healthy individuals.
The heterogeneity and plasticity of the Th17 cell subset
require complementary phenotypic and functional ana-
lyses. In our study, most of the CD4+IL-17+ cells
expressed CCR6 and CD161 and often produced TNF«
and more rarely IFNvy, without any difference between
groups. Th17 cells were, in most cases, memory T cells
(CD45RA-).

Because it has been reported that human Th17
lymphocytes differentiate from CD161+CD4+ precur-
sor cells (15), we sought to further analyze possible
differences in the number and phenotype of these cells
in patients with GCA and patients with PMR. The
frequency of CD161-expressing cells in total CD4+ T
lymphocytes did not differ significantly between patients
and healthy control subjects (Figure 5A), and glucocor-
ticoid therapy did not modify the numbers of these
cells (Figure 5B). Further analysis indicated that these
CD161+CD4+ cells exhibited a phenotype consistent
with that of memory CD4+ T cells, because they did not
express CD45RA. No difference was observed between
groups regarding CD45RA expression by CD161+CD4+
cells. Furthermore, most of the CD161+CD4+ cells
expressed CCR6, which is the receptor for CCL20.
Interestingly, the expression of CCR6 was higher in
untreated patients than in healthy control subjects (P =
0.0328) but was not significantly modified by glucocor-

ticoid therapy (P = 0.0748) (additional information is
available upon request from the corresponding author).

Effect of functional differences in CD161+CD4+
T cells on the Th17 cell response observed in GCA and
PMR. Although the number of IL-17+ lymphocytes was
increased in patients with GCA or PMR, we did not
detect any quantitative difference in the percentage of
CD161+CD4+ T cells between patients and control sub-
jects. To seek an explanation for this, we assessed the
correlation between IL-17+CD4+ cells and
CD161+CD4+ cells in the different groups. When pa-
tients and control subjects were analyzed together (n =
89), we observed a positive correlation (R* = 0.21, P <
0.0001) between IL-17+CD4+ cells and CD161+CD4+
cells. When the groups were analyzed separately, a
stronger correlation was established between IL-
17+CD4+ cells and CD161+CD4+ cells (R* = 0.40,
P = 0.0001 for untreated patients; R? = 0.52, P < 0.0001
for healthy control subjects; R? = 0.45, P = 0.0074 for
treated patients) (additional information is available
upon request from the corresponding author). The
correlation coefficient was significantly different be-
tween control subjects and untreated patients (P <
0.0001) but did not differ between treated patients and
control subjects (P = 0.164). Interestingly, flow cytomet-
ric analysis revealed that the frequency of IL-17+ cells
among CD161+CD4+ cells was 2-fold higher in pa-
tients with PMR or GCA than in healthy control subjects
(mean 6.53% versus 3.03%; P < 0.0001). After treat-
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Figure 6. Functional study of circulating CD161+CD4+ T cells. A, Production of interleukin-17 (IL-17) and interferon-y (IFN+y) by CD161+CD4+
T cells isolated from untreated GCA and PMR patients (n = 12), treated patients (n = 10), and control subjects (n = 12). CD161+CD4+ T cells
were cultured with or without anti-CD3 and anti-CD28 microbeads, IL-23 (50 ng/ml), IL-18 (50 ng/ml), IL-2 (25 IU/ml), and transforming growth
factor B (TGFp) (0.5 or 5 ng/ml). The supernatant was collected after 72 hours of culture. IL-17 and IFNy expression was quantified using Luminex
technology. B, Level of pSTAT-1 and pSTAT-3 in freshly isolated CD161+CD4+ T cells from untreated patients (n = 12), control subjects (n =
12), and treated patients (n = 14), as assessed after whole cell protein extraction. The pSTAT-3:pSTAT-1 ratio was calculated for all patients in each
group. Bars show the mean * SEM. # = P < 0.05; #* = P < 0.01; #=+x = P < 0.001, by Kruskal-Wallis test (A) or Mann-Whitney U test (B). See

Figure 1 for other definitions.

ment, we observed a significant decrease in this fre-
quency (from 6.53% to 3.65%; P < 0.001) (Figure 5C).

Confirming these results, CD161+CD4+ T lym-
phocytes isolated from untreated patients produced
6.3-8.5-fold more IL-17 than those isolated from control
subjects (P < 0.0001) after 72 hours of culture (Figure
6A). The level of IL-17 in the supernatant was the
highest when IL-23 and IL-1B were added, whereas
TGFp hindered IL-17 production in a dose-dependent
manner. When CD161+CD4+ lymphocytes from pa-
tients with GCA or PMR were stimulated through their
T cell receptor (TCR; anti-CD3/CD28 microbeads)
plus IL-2, they still produced 4-fold the level of IL-17
secreted by CD161+CD4+ cells from healthy control

subjects activated with the same signals plus the pro-
inflammatory cytokines IL-18 and IL-23 (P = 0.019)
(Figure 6A). CD161+CD4+ cells also produced high
levels of IFNvy, especially when IL-18 was added to the
medium, whereas IFNvy expression was inhibited in a
dose-dependent manner by TGFp. Interestingly, the
level of IFNvy did not differ between untreated patients
and control subjects (Figure 6A). The TNFa production
by activated CD161+CD4+ lymphocytes was also as-
sessed and was similar in patients with GCA or PMR
and control subjects (results not shown). After 3 months
of glucocorticoid therapy, a significant decrease in the
production of IL-17 was observed, so that IL-17 produc-
tion by activated CD161+CD4+ T cells isolated from
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treated patients was normalized and did not differ
significantly from that by cells from healthy control
subjects (Figure 6A). Moreover, the ability of
CD161+CD4+ T cells to produce IFNy was signifi-
cantly decreased after steroid therapy (P = 0.0069)
(Figure 6A).

Expression of CD161 was assessed in temporal
artery biopsy specimens. CD161+ T cells massively
infiltrated the 3 layers of GCA arteries and represented
the vast majority of the infiltrating lymphocytes. Inter-
estingly, a close association was observed between the
cells stained with anti-CD3, anti—IL-17, anti-IFN~y, and
anti-CD161 antibodies (Figures 3A and E-G). Further-
more, double staining of IFN+y and CD161 showed that
~50% of IFN~y-producing cells expressed CD161, high-
lighting their Th17 cell origin (Figure 3H).

The relative phosphorylation status of the tran-
scription factors STAT-1 and STAT-3 contributes to the
programming of Th17 cell differentiation. STAT-3 is
activated under the IL-6 pathway and induces IL-17 po-
larization of T cells, whereas phosphorylation of STAT-1
impairs Th17 cell differentiation. The level of the phos-
phorylated forms of STAT-1 and STAT-3 in freshly
isolated CD161+CD4+ T cells from untreated or treated
patients and from control subjects was therefore assessed.
The level of intracellular pSTAT-1 was significantly
decreased in untreated patients compared with control
subjects (P = 0.0009), but the level of pSTAT-3 was
not modified (P = 0.5834) (Figure 6B). After 3 months
of glucocorticoid therapy, the level of pSTAT-1 signifi-
cantly increased (P = 0.0193), whereas pSTAT-3 expres-
sion decreased (P = 0.0145) (Figure 6B). The relative
phosphorylation status of STAT-3 and STAT-1 was
evaluated by determining the pSTAT-3:pSTAT-1 ratio,
which was slightly increased in untreated patients and
normalized after glucocorticoid therapy (P = 0.0009)
(Figure 6B).

DISCUSSION

Here, we demonstrated that GCA and PMR are
associated with an imbalance between proinflammatory
Th17 cells and immunosuppressive Treg lymphocytes.
This study is the first to show that although the suppres-
sive activity of circulating Treg cells is not altered, the
number of circulating Treg cells is decreased in patients
with GCA or PMR. We also confirmed that the numbers
of Th17 lymphocytes are significantly increased in pa-
tients with GCA (8) and reported for the first time this
finding in PMR. Thl17 cells are inducers of chronic
inflammation through production of IL-17, which acti-
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vates many cells expressing its receptor, such as DCs,
macrophages, endothelial cells, and smooth muscle cells.
These cells are involved in the arterial tissue damage
that occurs in GCA (6,10). In contrast with findings in
previous studies (8,9), we detected a lower percentage of
circulating Thl cells in patients with GCA or PMR
compared with healthy control subjects. This discrep-
ancy may be explained by a technical artifact. In most of
the previous studies assessing Th1 and Th17 cells, stain-
ing was performed on PMA-stimulated PBMCs. PMA
stimulation is known to trigger internalization and de-
gradation of CD4 (19). As a result, it is difficult to define
CD4+ T cell populations to analyze T helper cell
subsets. To overcome this pitfall, we isolated CD4+ T
lymphocytes before PMA stimulation.

The imbalance between proinflammatory and
antiinflammatory CD4+ T lymphocytes was confirmed
in situ: in patients with GCA, we detected strong T cell
and macrophage infiltration in all layers of the artery,
especially between the adventitia and the media. These
T cells were mainly Th1 and Th17 cells, whereas almost
no Treg cells were detected. Th1 lymphocytes infiltrated
the wall of the temporal arteries of patients with GCA,
which is consistent with the presence of macrophages
and granulomas that are typically observed in GCA
(1,7). In accordance with previous reports (1,7), neither
lymphocytes nor macrophages were detected in tempo-
ral artery biopsy specimens from patients with PMR.

Glucocorticoids are the standard and highly effi-
cient therapy used to treat the symptoms of GCA and
PMR. In the current study, we determined that this
treatment resulted in significant clinical and biologic
improvement in all patients. However, glucocorticoids
were not able to completely restore T cell homeostasis.
Although the frequency of Th17 cells was decreased, the
initial defect in the circulating Treg cell number per-
sisted despite steroid treatment. This partial correction
of Th17 cell/Treg cell imbalance may explain why most
patients require prolonged steroid therapy to avoid
relapses. The balance between Th17 cells and Treg cells
is regulated by IL-6 (20,21), a cytokine that is signifi-
cantly associated with the activity of GCA and PMR
(22), as we also observed in this study. Consequently,
IL-6 has to be considered as a promising therapeutic
target to restore T cell homeostasis in GCA and PMR.
However, the decrease in IL-6 concentration observed
after steroid therapy was not associated with a correc-
tion of the Treg cell level, suggesting that other factors,
such as the specific effects of glucocorticoids on Treg
cells, may also be involved.

Human Th17 cells have been shown to differen-
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tiate exclusively from a small subset of T cells, defined by
a CD161+CD4+ phenotype, in response to stimulation
with IL-23 and IL-18 (10,12,13,15). An increase in
CD161 expression on Thl7 cells has been shown in
inflammatory disorders (23). Here, we confirmed that
CD161+CD4+ T cell precursors were characterized by
a memory phenotype (CD45RA—) and by the expres-
sion of CCR6 (15,24). CCR6 is the receptor of CCL20,
a chemokine that is produced by activated DCs (25) and
Th17 cells (10,26) and is involved in the homing of
CCR6+CD4+ T cells, leading to the development of
GCA lesions (6,25). Due to CCR6 expression,
CD161+CD4+ cells are recruited into the wall of the
arteries and differentiate into Th17 cells and Th1 cells.
Whereas these cells represent only 10% of circulating
CD4+ T cells, we observed a massive infiltration of
GCA arteries by CD161+CD4+ T cells that simultane-
ously produced IL-17 and IFNv, both in temporal artery
biopsy specimens and in in vitro cultures, confirming the
plasticity of CD161+CD4+ T cells that can differentiate
into Th1 cells and Th17 cells (15,27). We also demon-
strated for the first time that CD161+CD4+ cells from
untreated patients with GCA or PMR were much more
potent producers of IL-17 than were those from control
subjects, and that this was corrected after glucocorticoid
therapy.

Artery-infiltrating Th1 cells may originate from
direct polarization of naive CD4+ T cells or from local
differentiation of Th17 cells into Th1/Th17 or Thl cells
in the presence of IL-12, as has been reported previ-
ously. The interaction between Th1 cells and Th17 cells
is complex, but Th17 cells are able to induce IL-12 and
IL-23 production by DCs, leading to Th17 cell lineage
enrichment and the conversion of some Th17 cells into
Th1 cells in a mouse model of colitis (30). In the current
study, the fact that >50% of Thl1 cells in temporal artery
biopsy specimens expressed CD161 provides evidence
for Thl cell polarization from Th17 cells and Th1/Th17
cells in the presence of IL-12, as was recently observed in
juvenile idiopathic arthritis (27). This close link between
Th1 cells and Th17 cells toward a common precursor
(CD161+CD4+ T cells) has never been reported before
and could be of great interest in the development of new
therapeutic targets in GCA.

To decipher why CD161+CD4+ cells isolated
from untreated patients versus control subjects or
treated patients were much more potent producers of
IL-17 after TCR activation, we assessed the phosphory-
lation status of STAT-3, which is involved in Th17 cell
differentiation through IL-6 signaling (10,26,31), and of
STAT-1, which impairs Th17 cell polarization through
IFNy and IL-27 signaling (29,31-34). In the present
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study, baseline Th17 cell polarization of CD161+CD4+
T cells from patients with GCA or PMR was related to
a decrease in intracellular levels of pSTAT-1, which is
consistent with a recent study in which STAT-1-
deficient T cells preferentially polarized into Th17 cells
during systemic inflammation (35). Indeed, although
IL-6 expression was increased in the serum of untreated
patients, the level of pSTAT-3 in CD161+CD4+ cells
was not different between untreated patients and control
subjects. However, the pSTAT-3:pSTAT-1 ratio was
increased (ratio >1) in untreated patients, leading to
increased Th17 cell polarization. In contrast, the ratio
was well balanced (ratio =~ 1) in control subjects and in
favor of STAT-1 (ratio <1) in treated patients, which
was related to impaired Th17 cell differentiation.

Interestingly, no difference was observed be-
tween patients with GCA and patients with PMR con-
cerning Treg cells, Th17 cells, and CD161+CD4+ T
cells. This suggests that GCA and PMR represent the
same disease with distinct clinical forms but a similar
pathogenesis, implicating an imbalance between Thl17
cells and Treg cells and baseline activation of circulating
CD161+CD4+ T cells associated with an imbalance
between pSTAT-1 and pSTAT-3. CD161+CD4+ T cells
and cytokines involved in the regulation of Th17 cell
polarization through STAT-1 or STAT-3 phosphoryla-
tion, such as IL-6, IFN+, or IL.-27, have to be considered
as potential promising therapeutic targets for the treat-
ment of GCA.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Philip Bastable for help in writing the
manuscript and Corinne Chevalier for help in collecting the
data. We also thank all of the patients and healthy control
subjects who participated in this study. We are grateful to
staff of the Plateforme de Cytométrie, Institut Férératif de
Recherche 100, Université de Bourgogne, Bourgogne, France,
for performing the flow cytometry experiments and analyzing
the results.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

All authors were involved in drafting the article or revising it
critically for important intellectual content, and all authors approved
the final version to be published. Dr. Bonnotte had full access to all of
the data in the study and takes responsibility for the integrity of the
data and the accuracy of the data analysis.

Study conception and design. Samson, Audia, Fraszczak, Trad, Ciudad,
Martin, Janikashvili, Bonnotte.

Acquisition of data. Samson, Audia, Fraszczak, Trad, Ornetti, Lakomy,
Ciudad, Leguy, Berthier, Vinit, Manckoundia, Maillefert, Besancenot,
Olsson, Lorcerie, Guillevin, Janikashvili, Bonnotte.

Analysis and interpretation of data. Samson, Audia, Ciudad, Aho-
Glele, Guillevin, Mouthon, Saas, Bateman, Janikashvili, Larmonier,
Bonnotte.



3798

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

REFERENCES

. Salvarani C, Cantini F, Hunder GG. Polymyalgia rheumatica and

giant-cell arteritis. Lancet 2008;372:234-45.

. Mahr AD, Jover JA, Spiera RF, Hernandez-Garcia C, Fernandez-

Gutierrez B, Lavalley MP, et al. Adjunctive methotrexate for
treatment of giant cell arteritis: an individual patient data meta-
analysis. Arthritis Rheum 2007;56:2789-97.

. Hoffman GS, Cid MC, Rendt-Zagar KE, Merkel PA, Weyand

CM, Stone JH, et al. Infliximab for maintenance of glucocortico-
steroid-induced remission of giant cell arteritis: a randomized trial.
Ann Intern Med 2007;146:621-30.

. Salvarani C, Macchioni P, Manzini C, Paolazzi G, Trotta A,

Manganelli P, et al. Infliximab plus prednisone or placebo plus
prednisone for the initial treatment of polymyalgia rheumatica: a
randomized trial. Ann Intern Med 2007;146:631-9.

. Ly KH, Regent A, Tamby MC, Mouthon L. Pathogenesis of giant

cell arteritis: more than just an inflammatory condition? Auto-
immun Rev 2010;9:635-45.

. Piggott K, Biousse V, Newman NJ, Goronzy JJ, Weyand CM.

Vascular damage in giant cell arteritis. Autoimmunity 2009;42:
596-604.

. Weyand CM, Goronzy JJ. Medium- and large-vessel vasculitis.

N Engl J Med 2003;349:160-9.

. Deng J, Younge BR, Olshen RA, Goronzy JJ, Weyand CM. Th17

and Th1 T-cell responses in giant cell arteritis. Circulation 2010;
121:906-15.

. Weyand CM, Younge BR, Goronzy JJ. IFN-y and IL-17: the two

faces of T-cell pathology in giant cell arteritis. Curr Opin Rheu-
matol 2011;23:43-9.

Miossec P, Korn T, Kuchroo VK. Interleukin-17 and type 17
helper T cells. N Engl J Med 2009;361:888-98.

Tesmer LA, Lundy SK, Sarkar S, Fox DA. Th17 cells in human
disease. Immunol Rev 2008;223:87-113.

Annunziato F, Cosmi L, Liotta F, Maggi E, Romagnani S. The
phenotype of human Th17 cells and their precursors, the cytokines
that mediate their differentiation and the role of Th17 cells in
inflammation. Int Immunol 2008;20:1361-8.

Annunziato F, Cosmi L, Santarlasci V, Maggi L, Liotta F, Maz-
zinghi B, et al. Phenotypic and functional features of human Th17
cells. J Exp Med 2007;204:1849-61.

Bettini M, Vignali DA. Regulatory T cells and inhibitory cytokines
in autoimmunity. Curr Opin Immunol 2009;21:612-8.

Cosmi L, De Palma R, Santarlasci V, Maggi L, Capone M, Frosali
F, et al. Human interleukin 17-producing cells originate from a
CD161+CD4+ T cell precursor. J Exp Med 2008;205:1903-16.
Evans JM, Hunder GG. Polymyalgia rheumatica and giant cell
arteritis. Rheum Dis Clin North Am 2000;26:493-515.

Hunder GG, Bloch DA, Michel BA, Stevens MB, Arend WP,
Calabrese LH, et al. The American College of Rheumatology 1990
criteria for the classification of giant cell arteritis. Arthritis Rheum
1990;33:1122-8.

Miyara M, Yoshioka Y, Kitoh A, Shima T, Wing K, Niwa A, et al.
Functional delineation and differentiation dynamics of human
CD4+ T cells expressing the FoxP3 transcription factor. Immunity
2009;30:899-911.

Hennessy B, North J, Deru A, Llewellyn-Smith N, Lowdell MW.
Use of Leu3a/3b for the accurate determination of CD4 subsets

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

SAMSON ET AL

for measurement of intracellular cytokines. Cytometry 2001;44:
148-52.

Acosta-Rodriguez EV, Napolitani G, Lanzavecchia A, Sallusto F.
Interleukins 18 and 6 but not transforming growth factor-8 are
essential for the differentiation of interleukin 17-producing human
T helper cells. Nat Immunol 2007;8:942-9.

Bettelli E, Carrier Y, Gao W, Korn T, Strom TB, Oukka M, et al.
Reciprocal developmental pathways for the generation of patho-
genic effector TH17 and regulatory T cells. Nature 2006;441:
235-8.

Roche NE, Fulbright JW, Wagner AD, Hunder GG, Goronzy JJ,
Weyand CM. Correlation of interleukin-6 production and disease
activity in polymyalgia rheumatica and giant cell arteritis. Arthritis
Rheum 1993;36:1286-94.

Kleinschek MA, Boniface K, Sadekova S, Grein J, Murphy EE,
Turner SP, et al. Circulating and gut-resident human Th17 cells
express CD161 and promote intestinal inflammation. J Exp Med
2009;206:525-34.

Takahashi T, Dejbakhsh-Jones S, Strober S. Expression of CD161
(NKR-P1A) defines subsets of human CD4 and CDS8 T cells with
different functional activities. J Immunol 2006;176:211-6.

Deng J, Ma-Krupa W, Gewirtz AT, Younge BR, Goronzy JJ,
Weyand CM. Toll-like receptors 4 and 5 induce distinct types of
vasculitis. Circ Res 2009;104:488-95.

Bettelli E, Korn T, Oukka M, Kuchroo VK. Induction and effector
functions of T(H)17 cells. Nature 2008;453:1051-7.

Cosmi L, Cimaz R, Maggi L, Santarlasci V, Capone M, Borriello
F, et al. Evidence of the transient nature of the Th17 phenotype of
CD4+CD161+ T cells in the synovial fluid of patients with
juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Rheum 2011;63:2504-15.
Annunziato F, Romagnani S. Heterogeneity of human effector
CD4+ T cells. Arthritis Res Ther 2009;11:257.

Peck A, Mellins ED. Plasticity of T-cell phenotype and function:
the T helper type 17 example. Immunology 2010;129:147-53.
Feng T, Qin H, Wang L, Benveniste EN, Elson CO, Cong Y. Th17
cells induce colitis and promote Th1 cell responses through IL-17
induction of innate IL-12 and IL-23 production. J Immunol
2011;186:6313-8.

Korn T, Bettelli E, Oukka M, Kuchroo VK. IL-17 and Th17 cells.
Annu Rev Immunol 2009;27:485-517.

Batten M, Li J, Yi S, Kljavin NM, Danilenko DM, Lucas S, et al.
Interleukin 27 limits autoimmune encephalomyelitis by suppress-
ing the development of interleukin 17-producing T cells. Nat
Immunol 2006;7:929-36.

Stumhofer JS, Laurence A, Wilson EH, Huang E, Tato CM,
Johnson LM, et al. Interleukin 27 negatively regulates the devel-
opment of interleukin 17-producing T helper cells during chronic
inflammation of the central nervous system. Nat Immunol 2006;
7:937-45.

Tanaka K, Ichiyama K, Hashimoto M, Yoshida H, Takimoto T,
Takaesu G, et al. Loss of suppressor of cytokine signaling 1 in
helper T cells leads to defective Th17 differentiation by enhancing
antagonistic effects of IFN-y on STAT3 and Smads. J Immunol
2008;180:3746-56.

Villarino AV, Gallo E, Abbas AK. STAT1-activating cytokines
limit Th17 responses through both T-bet-dependent and -indepen-
dent mechanisms. J Immunol 2010;185:6461-71.



SUPPLEMENTARY MATERIAL

SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1. Demographical and clinical characteristics of GCA and PMR patients.

Untreated GCA | Untreated PMR
DEMOGRAPHIC
Number of subjects (female/male) 22 (14/8) 12 (8/4)
Age, mean + SEM 7517 £2.43 76.47 £+ 1.75
CLINICAL SYMPTOMS
Headache, % 63.6% 0,0%
Jaw claudication, % 63.6% 0,0%
Scalp tenderness, % 40.9% 0,0%
Temporal artery abnormality*, % 81.8% 0,0%
Anterior ischemic optic neuropathy, % 13.6% 0,0%
Fever, % 36.4% 33.33%
Weigth loss, % 59.1% 41.67%
Fatigue, % 72.7% 50,0%
Polymyalgia rheumatica, % 40.9% 100,0%
COMPLEMENTARY INVESTIGATION
Hemoglobin (g/dL), mean + SEM 10.84 £ 0.44 11.00 £ 0.42
ESR (mm at one hour), mean + SEM 92.32 £ 11.94 65.67 £ 6.43
CRP (mg/L), mean + SEM 61.14 + 4.21 87.15 +13.39

* Temporal artery tenderness to palpation or decreased pulsation, unrelated to arteriosclerosis of cervical arteries. CRP: C-
reactive protein, ESR: erythrocyte sedimentation rate. GCA: giant cell arteritis. PMR: polymyalgia rheumatica. SEM: standard
error of the mean.

Table S2: General characteristics of untreated patients and controls.

GCA and PMR Controls
(mean+SEM) |[(meaniSEM)| p value
Number of subjects 34 31
Sex, female/male 22/12 22/9
Age (years) 75.63+1.67 73.86+1.63 0.41
Hemoglobin (g/dL) 10.9040.32 13.31+0.25 | <0.0001
Lymphocytes (G/L) 1.49+0.12 1.84+0.13 0.0215
CD3" (G/L) 1.064+0.08 1.42+0.11 0.014
CD4" (G/L) 0.80+0.06 0.93+0.08 0.28
CD8" (G/L) 0.24+0.03 0.43+0.05 0.0008
CRP (mg/L) 90.5+£8.94 3.46+0.22 | <0,0001
ESR (mm at one hour) 62.79+3.51 18.10+2.82 | <0,0001
Fibrinogen (g/L) 6.98+0.22 3.61+0.12 | <0,0001

CRP: C-reactive protein, ESR: erythrocyte sedimentation rate. GCA: giant cell arteritis. PMR: polymyalgia
rheumatica. SEM: standard error of the mean. Statistical analysis: Mann Whitney U test.
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Table S3: Characteristics of 27 untreated and treated paired GCA (n=18) and

PMR (n=9) patients.

Untreated Treated
GCA & PMR GCA & PMR
(mean+SEM) | (mean:SEMm) |P Value
Number of subjects 27 paired patients
Dose of prednisone (mg/day) 0 17.5+1.5
Hemoglobin (g/dL) 10.66%0.33 13.19+0.30 |<0.0001
Leucocytes (G/L) 8.24+0.37 9.91+0.52 0.0022
Neutrophils (G/L) 5.77+0.33 7.3510.47 0.002
Lymphocytes (G/L) 1.43+0.10 1.9310.25 0.0678
CD3" (G/L) 1.06+0.08 1.42+0.20 0.1153
CD4" (G/L) 0.80+0.07 1.08+£0.17 0.1952
CD8" (G/L) 0.24+0.03 0.33+0.05 0.0674
CRP (mg/L) 93.56+10.29 4.97+0.67 <0.0001
ESR (mm at one hour) 61.89+4.13 18.26+x2.89 |<0.0001
Fibrinogen (g/L) 7.02+0.25 3.63+0.19 <0.0001

CRP: C-reactive protein, ESR: erythrocyte sedimentation rate. GCA: giant cell arteritis. PMR: polymyalgia rheumatica. SEM:
standard error of the mean. Statistical analysis: Wilcoxon matched pairs signed rank test
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Supplementary figure S1: Flow cytometry analysis of subsets of Foxp3*'CD4* T cells. A: Phenotypic analysis of

circulating Foxp3"CD4" T cells in patients (n=34) and controls (n=31). B: Phenotypic analysis of the different subsets of
Foxp3*CD4" T cells: active Treg (aTreg) (CD4Foxp3""CD45RA) in gate c, resting Treg (rTreg) (CD4* Foxp3°* CD45RA")
in gate a, and responder T cells (CD4 Foxp3°“CD45RA) in gate b in 19 patients (12 GCA and 7 PMR) and 18 controls. *
p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001, using the Mann Whitney U test (Kruskall-Wallis when >2 groups). NS: not statistically
significant. Horizontal bars represent the mean and error bars the standard error of the mean (SEM).
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Supplementary figure 2: flow cytometry analysis of IL-17* T cell subsets. A: Flow cytometry analysis of one representative

GCA patient. Th17 cells were defined by a CD45RA'CCR6°CD161" phenotype. B: percentage of CCR6", CD161" CD45RA" cells
in total IL-17°CD4" T cells from GCA (n=20), PMR (n=11) patients and healthy subjects (n=31). C: Flow cytometry analysis of
the production of TNF-a and IFN-y by Th17 cells of GCA and PMR patients in comparison with controls. * p<0.05, ** p<0.01 and
p<0.001, using the Mann Whitney U test. NS: not statistically significant. Histograms represent the mean and error bars the

ok

standard error of the mean (SEM).
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3. Article 2: “Treg cells in giant cell arteritis: might they be

another target for adjuvant treatments? Comment on the

article by Samson et al. Reply”

Les corticoides sont la pierre angulaire du traitement de 'ACG. Néanmoins, et
pour prévenir la survenue d’une ostéoporose cortico-induite, la majorité des patients
recoivent également une supplémentation en calcium et en vitamine D, et parfois des
bisphosphonates. Dans une lettre de réponse [366] a I'article 1 [83], F. J. Fernandez
et al. rappellent que la vitamine D posséde des effets immunomodulateurs pouvant
influencer la balance Th17/Treg. En effet, Zold et al. [367] ont montré chez des
patients présentant une connectivite indifférenciée que I'alfacalciférol permettait de
diminuer les concentrations sériques d’IL-6, d’'IL-17, d’IL-12 et d’IFN-y, de diminuer
les pourcentages de lymphocytes Th1 et Th17 circulants et, a I'inverse, d’augmenter

le pourcentage de Treg circulants.

Parmi les 27 patients pour qui deux prélevements avaient été obtenus au
cours de I'étude rapportée dans l'article 1 [83], nous avons recensé les traitements
préventifs de I'ostéoporose qui avaient été associés a la corticothérapie. Aucun de
nos patients n’a regu d’alfacalciférol, 85% ont regcu une supplémentation calcique et
93% en vitamine D sous forme de cholecalciférol.

Néanmoins, la forme métaboliquement active du cholécalciférol (1,25-(OH).-
cholecalciférol) est également capable d’inhiber les réponses Th1 et Th17 et de
promouvoir la réponse Treg en association avec I'lL-2 [368]. Ainsi, il est impossible
d’exclure que la vitamine D donnée a nos patients ait joué un réle dans la diminution
de la réponse Th17. Cependant, nous n’avons observé aucun effet sur les Treg, ce
qui rend cette hypothése peu probable. De plus, le déséquilibore de la balance
Th17/Treg au cours de I'ACG est probablement plus lié aux fortes concentrations
d’IL-6 observées au cours de cette pathologie [116,248], plutét qu’a une carence en

vitamine D.
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Treg cells in giant cell arteritis: might they be another
target for adjuvant treatment? Comment on the
article by Samson et al

To the Editor:

I read with great interest the excellent article by
Samson et al (1). Among other findings, the report describes a
decrease in the number of circulating Treg cells in patients
with giant cell arteritis (GCA) and polymyalgia rheumatica.

Glucocorticoids are still the mainstay of therapy in
patients with GCA. However, the long duration of treatment
causes serious, dose-related side effects. Patients with GCA
are treated with calcium, vitamin D, and commonly, bisphos-
phonates for prevention of osteoporosis.

Alfacalcidol, a vitamin D hormone preparation, which
unlike vitamin D, or D5, has immunoregulatory effects in vitro
and in vivo, inhibits the cytokines interleukin-1 (IL-1), IL-6,
tumor necrosis factor «, and particularly IL-12. At the cellular
level, alfacalcidol reduces the expression of Thl cells directly
or indirectly by inhibition of IL-12 derived from monocytes (2).
Zold et al (3) investigated the effects of alfacalcidol in modi-
fying Treg cell functions in patients with undifferentiated
connective tissue disease, and they found that alfacalcidol
repaired the natural Treg (nTreg)/Th17 balance and raised the
capacity of nTreg cells to suppress the proliferation of autol-
ogous CD4+CD25— cells. It might be of interest to investigate
the value of alfacalcidol in the prevention of glucocorticoid-
induced osteoporosis (4) and to study whether this vitamin D
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hormone might have a role in adjuvant therapy for patients
with GCA.

Francisco José Fernandez-Fernandez, MD
Hospital Arquitecto Marcide
Ferrol, Spain

1. Samson M, Audia S, Fraszczak J, Trad M, Ornetti P, Lakomy D,
et al. Thl and Th17 lymphocytes expressing CD161 are implicated
in giant cell arteritis and polymyalgia rheumatica pathogenesis.
Arthritis Rheum 2012;64:3788-98.

2. Schacht E. Osteoporosis in rheumatoid arthritis—significance of
alfacalcidol in prevention and therapy. Z Rheumatol 2000;59
Suppl 1:10-20.

3. Zold E, Szodoray P, Nakken B, Barath S, Kappelmayer J,
Csathy L, et al. Alfacalcidol treatment restores derailed immune-
regulation in patients with undifferentiated connective tissue
disease. Autoimmun Rev 2011;10:155-62.

4. Ringe JD, Faber H, Fahramand P, Schacht E. Alfacalcidol versus
plain vitamin D in the treatment of glucocorticoid/inflammation-
induced osteoporosis. J Rheumatol Suppl 2005;76:33-40.
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Reply

To the Editor:

We thank Dr. Fernandez-Ferndndez for his interesting
comments regarding our work on the implication of Thl and
Th17 cells in GCA and polymyalgia rheumatica (PMR). As
mentioned, glucocorticoids remain the cornerstone of the
treatment of GCA and PMR, and to prevent osteoporosis,
most patients receive calcium and vitamin D supplements
and some patients receive bisphosphonates. Dr. Ferndndez-
Ferndndez suggested that these drugs may have an effect on
the Treg/Th17 cell balance. This hypothesis was supported by
the results of a study by Zold et al, which demonstrated that
1.0 pg/day of alfacalciferol decreased the concentrations of
IL-6, IL-17, IL-12, and interferon-vy, as well as the percentages
of circulating Thl and Th17 cells, in plasma, whereas it
increased the number of circulating Treg cells and restored
their suppressive activity (1). Among the 27 patients from whom
2 paired samples were obtained in our study, 23 (85.2%) ac-
tually received supplements of calcium carbonate at =1 gm/
day of and 25 (92.6%) received vitamin D (cholecalciferol in
all cases) at a standard dosage of 880 IU/day. It is worth
noting that none of the 27 patients received alfacalciferol.
However, other studies have demonstrated that 1,25-
dihydroxycholecalciferol, the active form of vitamin D, also
decreased Thl and Th17 immune responses and promoted the
development of Treg cells in combination with IL-2 (2).

We cannot totally discount the notion that vitamin D
could have played a role in the modulation of T cell polariza-
tion in our study. However, we did not observe any correction
in the frequency of Treg cells or their suppressive function
after treatment, unlike the results seen in patients receiving
alfacalcidiol or 1,25-dihydroxycholecalciferol (1,2). Furthermore,
GCA is associated with a very high level of IL-6, which plays a
major role in control of the Th17/Treg balance (3,4). In the
study by Zold et al, patients had undifferentiated connec-
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tive tissue disease with much lower IL-6 concentrations (1).
Nevertheless, the hypothesis suggested by Dr. Ferndndez-
Fernédndez is of particular interest and should be evaluated in
further studies regarding GCA and PMR treatment.

Maxime Samson, MS
Bernard Bonnotte, MD, PhD
University of Burgundy

and University Hospital
Dijon, France
INSERM UMRI1098
Besancon, France

1. Zold E, Szodoray P, Nakken B, Barath S, Kappelmayer J,
Csathy L, et al. Alfacalcidol treatment restores derailed immune-
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4. Article 3: “Functionally relevant Treq cells are present in giant

cell arteritis lesions: comment on the article by Samson et al.

Reply”

Dans une lettre [369] en réponse a l'article 1 [83], M. Corbera-Bellalta et al.
mettent en perspective les résultats que nous avons obtenus concernant la réponse
T régulatrice au cours de I'ACG et ceux d’'une étude récente ou ils ont montré que le
niveau d’expression de FoxP3, mesuré par PCR dans les parois d’artéres
temporales, était augmenté chez des patients atteints ’ACG comparativement a des
sujets sains, puis diminuait aprés traitement par corticoides [370].

Dans notre étude [83], nous avons également mis en évidence un infiltrat par
des LT FoxP3" dans les lésions d’ACG, mais ces derniers étaient extrémement
minoritaires en comparaison a l'intensité de l'infiltrat en lymphocytes Th1 et Th17. En
outre, nous avons aussi montré au cours de 'ACG, qu’un ratio Treg:Teff d’au moins
1:2 était nécessaire in vitro pour observer un effet suppresseur des Treg. Ainsi,
méme si quelques LT exprimant FoxP3 sont détectés dans la paroi des patients
atteints d’ACG, ils ne sont sirement pas en nombre suffisant pour qu’une réponse T

régulatrice efficace puisse se développer.

De plus, et comme nous I'avons déja évoqué, I'expression de FoxP3 ne suffit
pas a définir les Treg puisque FoxP3 peut étre exprimé de maniére transitoire par
des LT effecteurs dépourvus de fonction régulatrice [328]. Ainsi, le niveau
d’expression de FoxP3 dans la paroi artérielle n’est pas suffisant pour mesurer la
réponse T régulatrice présente dans les Iésions d’ACG et peut simplement refléter
lintensité de linfiltrat lymphocytaire T (Treg ou non) : massif au diagnostic de 'ACG,
plus faible apres corticothérapie et absent chez des sujets sains.

Dans la méme étude, les auteurs ont mis en évidence dans les lésions d’ACG
des LT exprimant FoxP3 et produisant de I'lL-17, ce qui est le reflet de la plasticité
des Treg vers la voie Th17 [364]. Ces LT FoxP3*IL-17" ne sont probablement pas
suppresseurs. En effet, il est clairement démontré que ceux sont essentiellement les
LT CD4*CD45RA FoxP3"", dépourvus de fonction suppressive, qui produisent des
cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et IL-17) [346].
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Functionally relevant Treg cells are present in giant
cell arteritis lesions: comment on the article by
Samson et al

To the Editor:

We read with great interest the recently published
article by Samson et al (1) on the distribution of circulating
CD4+ T lymphocyte subsets (Thl, Th17, CD161+ cells, which
are common precursors of Thl, Th17, and Treg cells) in a
cohort of 34 patients with active giant cell arteritis (GCA) or
polymyalgia rheumatica and 31 healthy controls. Among other
interesting and relevant findings, the authors observed an
increase in circulating Th17 cells and common Th1/Th17
(CD4+CD161+) precursors, and a decrease in the number,
but not function, of Treg cells in peripheral blood. The authors
also investigated the presence of lymphocyte subsets in tem-
poral artery lesions from 7 patients and concluded that there
were no Treg cells (identified as FoxP3+ cells) in the inflam-
matory infiltrates of patients with GCA.

In a recent study, we found that FoxP3+ cells, although
not predominant, are indeed present in GCA lesions (2). Using
quantitative real-time reverse transcription—polymerase chain
reaction (RT-PCR), we also found significantly increased ex-
pression of FoxP3 messenger RNA (mRNA) in the temporal
arteries of 38 untreated GCA patients compared to 19 con-
trols, and demonstrated that expression of FoxP3 mRNA was
significantly reduced in 19 specimens from glucocorticoid-
treated patients with GCA (2). This accords with a previous
study demonstrating the presence of a nonpredominant subset
of CD25+ cells in GCA lesions and the decrease in the
number of those cells after glucocorticoid treatment (3).
Moreover, Treg cells present in GCA lesions are functionally
relevant; they may express interleukin-17 (IL-17) in patients
with active disease, as demonstrated by immunofluorescence
and confocal microscopy, and IL-17 expression by FoxP3+
cells decreases with treatment (2). These observations high-
light the functional plasticity of CD4+ T cells depending on
inflammatory stimuli and cytokine predominance in the micro-
environment (4,5), as well as the relevance of cells expressing
FoxP3 in GCA.
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The apparently opposite results described by Samson
et al (1) may be due to technical issues. Transcription factors
such as FoxP3 are usually expressed at low levels, and immuno-
histochemistry may not be sensitive enough to detect them in
a nonpredominant cell subset. More sensitive techniques, such
as real-time RT-PCR or immunofluorescence with confocal
microscopy, may be needed to detect FoxP3-expressing cells in
GCA-affected arteries. Furthermore, more samples need to be
examined, given the wide variability in the density of inflam-
matory infiltrates in GCA.

A recent study showed that treatment with low-dose
IL-2, which results in an increase in the number of Treg cells,
reduces vascular inflammation in cryoglobulinemic vasculitis (5),
suggesting that Treg cells may be a target for therapeutic manip-
ulation in inflammatory diseases of blood vessels. Therefore,
caution is needed before concluding that a potentially important
functional T cell subset or biomarker is absent when using tech-
niques with limited sensitivity and/or studying a small number of
samples.
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Reply

To the Editor:

We thank Dr. Corbera-Bellalta and colleagues for
their interesting comments regarding our work on the impli-
cation of Thl, Th17, and Treg cells in GCA and polymyalgia
rheumatica (PMR). In our study, we assessed Treg cells in
peripheral blood and in temporal artery biopsy samples. We
demonstrated that circulating Treg cells were functionally not
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altered but that percentages of the cells were decreased in the
blood of patients with GCA and patients with PMR in
comparison with healthy controls. In temporal artery biopsy
samples from GCA patients, Thl cells and Th17 cells, identi-
fied by interferon-y and IL-17 staining, respectively, massively
infiltrated the entire arterial wall (Figures 1A and B), whereas
FoxP3+ cells were detected at a very low level, especially at
the adventitia—media junction, where the inflammatory infil-
trate was the most prominent (Figures 1C and D).

We do agree with Corbera-Bellata et al that immuno-
histochemistry is not the most sensitive technique to detect
FoxP3+ T cells. However, in our study, the same technique was
used for detection of Treg cells, Thl cells, and Th17 cells. Even if
the number of FoxP3+ cells infiltrating the temporal artery may
have been underestimated in our study, there is no doubt that
there is a strong imbalance between Thl, Th17, and Treg cells.
Furthermore, we demonstrated that a 1:2 ratio of Treg cells to
effector T cells was required in vitro to observe efficient suppres-
sive activity. Consequently, even if it is true that we did not detect
all FoxP3+ cells because of a lack of sensitivity, these results
suggest that their number was not sufficient to suppress Thl and
Th17 immune responses in the artery.

In a recent study, Corbera-Bellata and colleagues inter-
estingly detected FoxP3+IL-17+ T cells in the arterial wall of
GCA patients, demonstrating the functional plasticity of T cells
regulated by cytokines produced in their microenvironment (1).
However, human CD4+ T cells expressing FoxP3+ cannot be
systematically considered to be suppressive cells. FoxP3 can
indeed be induced in naive CD4+ T cells activated in vitro (2).
FoxP3+CD4+ T cell subsets are delineated depending on the

Figure 1. Analysis of one representative temporal artery biopsy sam-
ple from a patient with giant cell arteritis. A, Staining with anti—
interferon-vy. B, Staining with anti-interleukin-17. C and D, Staining
with anti-FoxP3. Boxed area in C is shown at higher magnification in
D. Original magnification X 40 in A-C; X 120 in D.
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level of FoxP3 and CD45RA expression: FoxP3'““CD45RA+
and FoxP3"€"CD45RA— T cells are immunosuppressive cells,
but FoxP3"YCD45RA— T cells are cytokine-secreting nonsup-
pressive T lymphocytes, and ~16% of them also produce IL-17
(3). This may suggest that the FoxP3+IL-17+ T cells detected by
confocal microscopy in GCA temporal artery biopsy samples (1)
are not suppressive Treg cells, but rather, that they are IL-17-
producing T cells that coexpress FoxP3 (1,4).
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5. Article 4: “Are IL-10" requlatory Th17 cells implicated in the

sustained response to glucocorticoid treatment in patients

with giant cell arteritis? Comment on the paper of Espigol-

Frigole et al’

Dans I'étude d’Espigol-Frigole et al. [370], les auteurs ont confirmé que les
lymphocytes Th17 infiltraient massivement la paroi des artéres de patients atteints
d’ACG. Cependant, plus le niveau d’expression d’IL-17 mesuré par PCR dans la
paroi artérielle était élevé, moins les patients présentaient de rechute et plus la
corticothérapie était de courte durée. Les auteurs n’ont pas retrouvé de corrélation
entre le niveau d’expression de I'lL-17 et de RORc ou RORa. Ainsi, ils ont émis
'hypothése que les lymphocytes Th17 n’étaient pas la seule source d’'IL-17 dans les
lésions d’ACG.

Comme nous l'avons vu ci-dessus, ils ont aussi mis en évidence par
microscopie confocale des LT FoxP3*IL-17" dans la paroi artérielle des patients
atteints d’ACG au diagnostic. Ces cellules disparaissaient apres traitement par
corticoides. Les auteurs pensent que ces LT FoxP3*IL-17" sont des Treg induits qui
facilitent la rémission de la maladie lorsque la corticothérapie est débutée, expliquant
pourquoi le pronostic de 'ACG est meilleur chez les malades ayant une forte
production d’IL-17 au diagnostic.

Cependant, et comme nous venons de I'aborder pour l'article 3, 'expression
de FoxP3 ne suffit pas a définir les Treg. La réponse immunitaire T n’est pas un
processus figé mais dynamique puisqu’en fonction de leur environnement
cytokinique, des lymphocytes Treg peuvent se différencier en Th1 ou Th17 et
inversement. Ce processus est appelé plasticité [203,229,364]. En accord avec ce
concept, ont été décrits des lymphocytes Th17 exprimant FoxP3, produisant de I'lL-
17 et de I'lL-10 mais pas dIFN-y et ayant une fonction immunosuppressive
[371,372].

Afin de mieux comprendre la valeur pronostique de la forte expression de I'IL-

17 dans les lésions d’ACG, nous avons émis I'hypothése que certains de ces
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lymphocytes Th17 pouvaient acquérir ce phénotype régulateur. Nous avons donc
mesuré, chez 19 patients affectés d’ACG et 28 sujets contrdles, la concentration
sérique en IL-10.

La concentration d’IL-10 était augmentée dans le sérum des patients atteints
d’ACG comparativement a des sujets contréles. De plus, la concentration d’IL-10 au
diagnostic était significativement plus basse chez les 4 patients qui ont rechuté au

cours du suivi.

Ces résultats nous font émettre I'hypothése que les LT FoxP3*IL-17" observés
par Espigol-Frigole et al. [370] dans les lésions d’ACG pourraient aussi produire de
'IL-10 et correspondre a des lymphocytes Th17 régulateurs [371,372]. Plus que la
production d’IL-17, c’est peut-étre celle d’IL-10 par ces lymphocytes Th17 régulateurs

qui serait responsable d’'une meilleure réponse thérapeutique chez certains patients.
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Are IL-10+ regulatory Th17
cells implicated in the
sustained response to
glucocorticoid treatment in
patients with giant cell
arteritis? Comment on the
paper of Espigol-Frigole et al

We have read with interest the recently pub-
lished paper of Espigol-Frigole et al' in
which the authors confirmed that interleu-
kin (IL)-17 is highly expressed in giant cell
arteritis  (GCA) lesions."™ They also
demonstrated for the first time that IL-17
expression in temporal artery biopsies
(TABs) was correlated with a better
outcome. Among other interesting results,
the identification of Foxp3+IL-17+ T cells
by confocal microscopy in TAB made the
authors to hypothesize that these cells
could be induced regulatory T cells (Treg)
that may facilitate the remission of the
disease under steroid therapy.

Evidence has been recently published
regarding the plasticity of the different T
helper subsets, such as Th1, Th17 and Treg
cells, that can differentiate into each other,
depending on the cytokines produced in
their microenvironment.*® Actually, Th17
cells with an anti-inflammatory phenotype
have been described. This subset of Th17
cells expresses Foxp3 and produces IL-17,
IL-10 but not interferon-y and exerts regu-
latory functions.” ® Their genesis is induced
by the combination of IL-6 and transform-
ing growth factor-p.® We have recently
assessed TAB of GCA patients, showing
also that Th17 cells highly infiltrated GCA
lesions with only very few Treg.” We have
also confirmed that the percentage of circu-
lating Th17 cells was increased in GCA. In

accordance  with  Espigol-Frigole, we
hypothesized that a part of these Th17 cells
could have been differentiated into regula-
tory cells secreting suppressive cytokines.
Thus, we investigated the level of IL-10 in
the serum of 19 patients affected by GCA
and 28 healthy controls. IL-10 was mea-
sured by Luminex technology as described
earlier. Interestingly, the level of IL-10 was
increased in the serum of patients affected
by GCA, in comparison with healthy con-
trols: mean=SEM was 2.6+0.74 vs 0.91
+0.33. Moreover, the level of IL-10, prob-
ably secreted by regulatory Th17 cells, was
predictive of the outcome of the GCA
patients. After a mean follow-up of 23.7
+1.4 months, 4 patients experienced a
relapse, 2 patients were corticosteroid
dependent and the remission was sustained
without relapse in 13 patients. Interestingly,
IL-10 was significantly lower at the time of
diagnosis in patients who experienced a
relapse in comparison with patients
without relapse (0.72%+0.16 vs 2.36
+0.56 pg/ml; p=0.0233).

Taken together, these results could
explain the better outcome of patients
expressing high levels of IL-17 in TAB.
Espigol-Frigole et al have indeed demon-
strated that Foxp3+ T cells contributed to
the production of IL-17 in these patients.
We hypothesize that these cells also
produce IL-10 and match to a subset of
anti-inflammatory Th17 cells characterised
by an IL-10+Foxp3+IL-17+ phenotype.
The better outcome of patients expressing
high levels of IL-17 in GCA lesions could
be linked to the amount of regulatory
IL-10+Foxp3+IL-17+ T cells in GCA
lesions rather than the level of conven-
tional proinflammatory Th17 cells.
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6. Article 5: “Is TNF-a really involved in giant cell arteritis

pathogenesis?”

Comme nous I'avons évoqué en premiére partie de cette these, les corticoides
sont la pierre angulaire du traitement de 'ACG. Bien que remarquablement efficaces,
les corticoides sont responsables d’'une morbi-mortalité non négligeable dans cette
population agée [97]. C’est la raison pour laquelle divers traitements d’épargne
cortisonée ont été testés au cours de 'ACG. Parmi eux, les anti-TNF-a n’ont pas

démontré d’efficacité dans cette indication [100,104-106].

Finalement, en dehors du fait que les macrophages et les cellules géantes
présents dans les Iésions d’ACG produisent du TNF-a [373], aucune donnée n’est en
faveur d’un réle du TNF-a dans la pathogénie de 'ACG. Les premiéres étapes de la
physiopathologie de 'ACG correspondent a I'activation des DC de l'adventice qui
conduit au recrutement et a I'activation des LT CD4. C’est ensuite les cytokines
produites par ces LT qui activent les macrophages et conduisent aux lIésions

caractéristiques de I'ACG.

Dans cette étude, nous avons mesuré la concentration sérique en TNF-q,
ainsi que la production de TNF-a par les LT CD4", les Th17 et les LT CD4"CD161"
chez 21 patients avec une ACG non traitée, 20 patients avec une ACG traitée par

corticoides depuis 3 mois et 31 témoins appariés pour I'age et le sexe.

A Tinverse de I'lL-6 qui était élevée dans le sérum des patients avant
traitement, la concentration de TNF-a n’était pas différente entre les patients (traités
ou non) et les témoins. De méme, aucune différence n’a été observée entre ces 3
groupes concernant la production de TNF-a par les LT CD4", les Th17 ou les LT
CD4*CD161".

Ces données vont contre une implication majeure du TNF-a dans la
physiopathologie de 'ACG et expliquent probablement I'absence d’efficacité des anti-
TNF-a dans le traitement de 'ACG [100,104-106]. A I'inverse, et comme suggéré par
plusieurs travaux fondamentaux ou cliniques [116,118-131], I'lL-6 semble une cible
thérapeutique prometteuse au cours de 'ACG.
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Is TNF-c. really involved in giant cell arteritis
pathogenesis?

Giant cell arteritis (GCA) is the most frequent vasculitis in
people >50 years, and glucocorticoids (GC) remain the corner-
stone of the treatment. However, this long-term treatment is
responsible for numerous GC-related complications.! Thus, reli-
able GC-sparing drugs need to be explored. Seror et al* have

recently reported the inefficacy of adalimumab, a humanised
anti-TNF-o therapy, as a GC-sparing drug in the treatment of
GCA. These clinical results contrast with previous studies
reporting a production of TNF-o by giant cells and macro-
phages in GCA lesions.® However, recent advance in the knowl-
edge of GCA pathogenesis have shown that macrophages and
giant cells are not involved in the first steps of GCA pathogen-
esis as they are recruited following CD4 T cells infiltration.* °
We recently demonstrated that CD4CD161* T lymphocytes

Clinical and biological characteristics of GCA patients and healthy controls

Untreated GCA (n=21) Treated GCA (n=20) Healthy controls (n=31) p Value*
Age, mean+SEM 74.71+2.42 74.16+2.45 73.86+1.63 0.9012
Symptoms, n (%)
Headache 15 (71) 0 (0) - -
Scalp tenderness 9 (43) 0 (0) - -
Jaw claudication 12 (57) 0 (0) - -
Any abnormal temporal artery 14 (67) 0 (0) - -
Visual sign 8 (38) 0 (0) - -
Polymyalgia rheumatica 8 (38) 0(0) - -
Biology, mean+SEM
Erythrocyte sedimentation rate (1st hour) (mm)+ 60.85+4.41 14.42+2.71 18.1+2.82 <0.0001
C reactive protein (mg/L) 92.34+12.52 5.30+0.80 3.46+0.22 <0.0001
Lymphocyte count (fImm3) 1466+172 22444305 1838+131 0.037
CD4 T cells (% in total lymphocytes) 54.38+2.48 52.65+3.46 49.57+1.43 0.06
IL-6 level in the serum (pg/mL)$ 65.61+8.19 11.46+4.29 4.01+0.62 <0.0001
*p was calculated using the Kruskall-Wallis test.
tAvailable for 20 untreated GCA, 19 treated GCA and 29 healthy controls.
tAvailable for 19 untreated GCA, 16 treated GCA and 25 healthy controls; quantified by Luminex technology.
GCA, giant cell arteritis.
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largely infiltrate GCA lesions generating Th1 and Th17 cells,
and play a major role in GCA pathogenesis.*™® Thus, we investi-
gated the serum level of TNF-o and the production of TNF-a
by these key cells isolated from GCA patients with active disease
(n=21), or in remission after 3 months of GC therapy (n=20),
and age-matched healthy controls (n=31) (table 1). As previ-
ously described,® functional assays were performed for measur-
ing the TNF-o secretion by isolated CD4CD161% T cells
activated with anti-CD3/CD28 microbeads and cultured with
the addition of different cytokines, such as 1L-23, IL-1B, IL-2
and TGF-B, as indicated in figure 1. The percentages of CD4 T
cells stained with anti-TNF-o and anti-IL-17 antibodies were
also studied in the three groups, as described earlier.®

No difference was found regarding the serum level of TNF-a
between untreated GCA patients (2.06%=0.45 pg/mL), treated
GCA patients (2.20%0.48 pg/mL) and healthy controls (2.20
+0.43 pg/mL) (p=0.8096; figure 1A), whereas IL-6 was signifi-
cantly increased in the serum of untreated GCA patients when
compared with treated patients and controls (table 1). The per-
centages of TNF-a* cells in total CD4 T cells and in Th17 cell
subset did not differ significantly between the three groups
(figure 1B,C). Interestingly, despite CD4CD161% T cells pro-
duced some amount of TNF-o, no difference was noticed
between the three groups, whatever the conditions of culture
(figure 1D).

Our data argue against a major implication of TNF-o in GCA
pathogenesis and could explain the results of Seror et a/* that
concluded, as others,” ® to the inefficacy of anti-TNF-a drugs in
the treatment of GCA. Even though the production of TNF-a
has been demonstrated in giant cells and macrophages in GCA
lesions,” it is probably not a key process in GCA pathogenesis,
as macrophage recruitment is one of the last steps of GCA
onset.* ° Recent data have brought evidence for a major implica-
tion of Th1, Th17 and Treg cells and the production of IL-6 in
the pathogenesis of GCA.*™ It should prompt clinicians to use
therapy blocking the IL-6 pathway and/or targeting cytokines
involved in the control of the Th17/Treg balance, the former
being corrected by tocilizumab,” a humanised anti-IL-6 receptor
antibody that seems to be the most promising approach for the

treatment of GCA.'°
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LA BALANCE TH17/TREG ET LE ROLE DE L’IL-6

1. Article 6 : “Inhibition of interleukin-6 function corrects

Th17/Treq imbalance in patients with rheumatoid arthritis”

Déséquilibre de la balance Th17/Treg dans la polyarthrite rhumatoide

Comme nous I'avons abordé, les LT CD4 peuvent se polariser en différentes
sous-populations qui coordonnent différents types de réponses immunitaires. Parmi
eux, certains ont un réle pro-inflammatoire comme les lymphocytes Th17 et d’autres
ont un réle anti-inflammatoire comme les Treg. Un excés de réponse Th17 et/ou un
défaut de réponse Treg aboutissant a un déséquilibre de la balance Th17/Treg est
impliqué dans plusieurs maladies auto-immunes dont la PR [374]. Au cours de
I’ACG, nous avons montré qu’il existait a la fois un exces de lymphocytes Th17 et un
defaut de Treg, provoquant ainsi un déséquilibre de la balance Th17/Treg. Ce
déséquilibre n’est que partiellement corrigé par la corticothérapie puisqu’elle permet
de diminuer le pourcentage de lymphocytes Th17 circulants mais ne corrige pas le
déficit quantitatif en Treg circulants [83].

La PR est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires chroniques.
Comme toute maladie auto-immune (MAI), c’est une affection multifactorielle relevant
de facteurs psychologiques, endocriniens, génétiques, environnementaux et
immunologiques [375]. Elle affecte principalement les femmes, surtout entre 40 et 60
ans. L'incidence frangaise varie selon les critéres diagnostiques retenus mais se
situe entre 7,6 et 8,8 cas pour 100 000 habitants par an [376,377].

Dans les modéles expérimentaux de PR, comme celui de [larthrite au
collagéne, I'lFN-y était jusqu'a récemment considéré comme responsable de
lactivation de la réponse immunitaire contre les articulations [240,241] méme si
certains travaux contradictoires attribuaient a I'lFN-y un effet protecteur [242,243].
Comme nous 'avons déja évoqué, il existait en fait une confusion entre I'lL-12 et I'IL-
23 car ces 2 cytokines partagent une sous-unité commune (p40) [244]. Or, c’est cette

sous-unité commune qui était mesurée dans les dosages supposé€s mettre en
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évidence une élévation de I'lL-12. Les études ultérieures ont alors montré le rdle
pathogéne de I'lL-23 (voie Th17) dans l'arthrite au collagéne, alors que I'lL-12 (voie
Th1) a un effet protecteur [238,245].

L’importance de I'lL-17 dans le développement des arthrites a été confirmée
dans des modéles animaux : les souris dont le géne de I'lL-17 a été invalidé
développent moins d’arthrites que les souris sauvages, et un traitement par anticorps
neutralisant I'lL-17 ou par récepteurs solubles de I'lL-17 diminue lintensité de
I'atteinte articulaire [378-380].

L’équipe de Pierre Miossec a été la premiére a montrer que I'lL-17 était
significativement augmentée dans le sérum et le liquide synovial de malades atteints
de PR comparativement a des patients souffrant d’arthrose [234]. Dans une étude
prospective chez 60 patients atteints de PR, menée sur une période de 2 ans, il a été
rapporté qu’une forte expression des ARNm de I'lL-17, du TNF-a et de I'lL-1 était
prédictive d’'une progression plus rapide des lésions articulaires évaluées par IRM
[381]. Il a été montré in vitro que I'lL-17 activait les monocytes, les chondrocytes, les
macrophages, les fibroblastes et les ostéoblastes, entrainant la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-18, le TNF-a, I'lL-6 et I'IL-23. L’IL-6 et I'IL-
23 favorisent le développement des lymphocytes Th17 et créent une boucle
d’amplification qui conduit a [l'activation perpétuelle des LT, phénomeéne
probablement capital dans la genése de la réaction auto-immune [382]. L’IL-17
entraine aussi la sécrétion de chémokines par les cellules de la synoviale telles que
CXCL1, -2, -5, -8 et CCL12 et -20 qui permettent le recrutement de LT, LB,
monocytes et PNN au niveau de la membrane synoviale [382,383].

Les lymphocytes Th17 jouent aussi un rOle direct dans la destruction
articulaire. En effet, I'lL-17 favorise la sécrétion par les chondrocytes, les cellules
dendritiques et les macrophages de métalloprotéases et de monoxyde d’azote,
responsables de la destruction cartilagineuse. De plus, I'lL-17 augmente I'expression
de la molécule RANK a la surface des précurseurs des ostéoclastes. Or, les
lymphocytes Th17 expriment a leur surface RANK ligand (RANKL) et sont donc
capables d’activer directement les ostéoclastes responsables de la résorption
osseuse via le systeme RANK/RANKL [255,382,384].
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Les lymphocytes Th17 sont donc impliqués de fagon majeure dans la

physiopathologie de la PR. Leur réle est résumé dans la figure 9.
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Figure 9 : Réle des lymphocytes Th17 dans la physiopathologie de la PR

L’IL-17 produite par les lymphocytes Th17 est augmentée dans le sérum et le liquide synovial de
malades atteints de PR. Elle active les monocytes, les chondrocytes, les macrophages, les
fibroblastes et les ostéoblastes, entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
'lL-1B, le TNF-a, I'lL-6 et I'lL-23. L’IL-6 et I'lL-23 favorisent le développement des lymphocytes Th17
et créent une boucle d’amplification qui conduit a Il'activation perpétuelle des LT, phénoméne
probablement capital dans la genése de la réaction auto-immune. L’IL-17 entraine aussi la sécrétion
par les cellules de la synoviale de chémokines telles que CXCL1, -2, -5, -8 et CCL12 et -20 qui
permettent le recrutement de LT, LB, monocytes et PNN au niveau de la membrane synoviale,
favorisant 'emballement de la réponse inflammatoire au niveau de I'articulation. L’IL-17 favorise aussi
la sécrétion par les chondrocytes, les cellules dendritiques et les macrophages de métalloprotéases et
de monoxyde d’azote, responsables de la destruction cartilagineuse. De plus, I'lL-17 augmente
'expression de la molécule RANK a la surface des précurseurs des ostéoclastes. Les lymphocytes
Th17 exprimant a leur surface RANK ligand (RANKL) sont donc capables d’activer directement les
ostéoclastes responsables de la résorption osseuse.
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Les lymphocytes Treg, par lintermédiaire d’un défaut quantitatif et/ou

qualitatif, sont également impliqués dans la physiopathologie de la PR [385,386].

Dans le modeéle de l'arthrite au collagéne, une déplétion en Treg par un
anticorps anti-CD25 aggrave les Iésions d’arthrites [387] alors que le transfert adoptif
de LT CD25" en diminue la sévérité [388]. Chez les souris K/BxN scurfy, déficitaires
en Treg, I'arthrite au collagéne est significativement plus précoce et plus sévére que
chez les souris normales [389]. Ainsi, a l'inverse des Th17, les Treg jouent un réle
protecteur dans l'arthrite a collagéne, qui est le modéle murin le plus utilisé pour
étudier la PR.

Chez les patients atteints de PR, le nombre de Treg présents dans le liquide
synovial est augmenté par rapport au sang périphérique, et ces Treg expriment plus
CTLA-4, GITR, OX-40 et FoxP3 [390]. Dans le sang périphérique, les données sont
contradictoires, notamment parce que le phénotype retenu pour identifier les Treg
n'est pas homogéne d’'une étude a l'autre : diminution du nombre de Treg circulants
par rapport a des sujets sains dans certaines études [391-393], absence de
modification [362,390,394,395] ou méme augmentation du nombre de Treg circulants
dans d'autres études [396,397]. Sur le plan fonctionnel, les Treg (CD4°CD25%)
circulants de patients atteints de PR sont capables d’inhiber la prolifération de LT
effecteurs autologues mais ne diminuent pas la production de cytokines pro-
inflammatoires (IFN-y et TNF-a) par les LT effecteurs et les monocytes autologues
[394]. Ceci est lié a un défaut d’expression de CTLA-4 par les Treg puisque le niveau
d’expression de cette molécule, indispensable a I'activité suppressive des Treg, est
significativement diminué au cours de la PR par rapport a des sujets sains. De plus,
l'induction in vitro de I'expression de CTLA-4 par les Treg de patients atteints de PR
restore leurs capacités fonctionnelles. A l'inverse, le blocage de CTLA-4 altere la
capacité des Treg de sujets sains a inhiber la production d’IFN-y par des LT
effecteurs autologues mais pas leur capacité a en inhiber la prolifération. Ceci
suggere que les Treg contrélent la prolifération des LT et leur production de
cytokines via des mécanismes différents [398]. De plus, certains polymorphismes du
géne CTLA-4 sont associés a la PR [399] ou au lupus [400], démontrant I'importance
de cette molécule au cours des processus physiopathologiques impliqués dans les
pathologies dysimmunitaires.
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Dans le liquide synovial, le nombre de Treg est augmenté au cours de la PR
mais leur fonction est altérée en raison de I'environnement pro-inflammatoire (IL-6,
IL-15, TNF-a, IL-1B) dans lequel ils se trouvent. Par exemple, I'lL-6 induit une
résistance des LT effecteurs a l'effet immunosuppresseur des Treg [401]. In vitro,
l'ajout de TNF-a dans les co-cultures de Treg et LT effecteurs inhibe I'action
suppressive des Treg et diminue I'expression de FoxP3 [402]. De plus, et comme
nous lI'avons déja évoqué, la réponse immunitaire T n’est pas figée mais est un
processus dynamique. Ainsi, dans un environnement pro-inflammatoire comme la
synoviale rhumatoide ou une paroi artérielle affectée par 'ACG, les Treg pourraient
se polariser en lymphocytes Th1 ou Th17. Cette plasticité des Treg vers la voie Th1
ou Th17 est sous le contr6le de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6, I'lL-183, le
TNF-a ou I'lL-12 qui provoquent une méthylation des résidus CpG de FoxP3 donc
une diminution de I'expression de FoxP3 puis une repolarisation vers la voie Th1 ou
Th17 [364,403,404].

En résumé, dans la PR comme dans l'artérite a cellules géantes, nous avons
assisté a un changement de paradigme : d’'un modéle de déséquilibre de la balance
Th1/Th2, nous avons évolué vers un modéle physiopathologique basé sur un
déséquilibre de la balance Th17/Treg [83,147,148,405].

Réle de I'IL-6 dans le contrdle de la balance Th17/Treg

La réponse immunitaire T n’est donc pas un processus figé mais dynamique.
Méme apres qu’elle ait débuté, I'environnement cytokinique est capable de réorienter
la réponse immunitaire T vers la tolérance ou linflammation. Cette notion de
plasticité est capitale puisqu’elle permet de comprendre comment la persistance de
signaux pro-inflammatoires va empécher la résolution de la réponse immunitaire et
aboutir a I'’émergence de pathologies auto-immunes ou auto-inflammatoires. A
linverse, cette notion de plasticité permet aussi, en modifiant 'environnement
cytokinique gréce a l'utilisation de thérapies ciblées (anti-TNF-a, anti-IL-13, CTLA-4
lg, anti-IL-6R par exemple), de manipuler la réponse immunitaire pour traiter les

pathologies auto-immunes ou auto-inflammatoires.
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Différentes cytokines sont impliquées dans le contrdle de ce phénomene de
plasticité. Il a été clairement montré chez la souris que I'lL-6 était la cytokine majeure
intervenant dans le contrdle de la balance Th17/Treg puisqu’en présence de TGF-j3,
le LT CD4" naif se polarise en Treg alors qu'en présence d’IL-6 et de TGF-B il se
différencie en lymphocyte Th17 [248]. D’ailleurs, des souris dont le géne de I'lL-6 est
invalidé résistent a I'arthrite au collagéne [406] et le traitement de souris par un

anticorps anti-IL-6R (MR16-1) réduit la sévérité de I'arthrite au collagéne [407].

En revanche, le réle de I'lL-6 dans le contrble de la balance Th17/Treg chez
’homme n’avait pas jusqu’alors été clairement démontré. Le tocilizumab est un
anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le récepteur de I'lL-6, ce qui lui permet
d’agir a la fois sur le récepteur membranaire et le récepteur soluble de I'IL-6. Il a
montré son efficacité dans le traitement de la PR seul [408] ou en association avec le
méthotrexate [409,410]. Il parait également prometteur dans d’autres pathologies

dysimmunitaires [411] et notamment dans le traitement de TACG [118-131].

Compte tenu de limplication de l'IL-6 dans le contr6le de la balance
Th17/Treg, nous avons étudié I'effet du blocage de la voie de I'lL-6 par le tocilizumab
sur la balance Th17/Treg chez des patients atteints de PR. En effet, il existe dans la
physiopathologie de la PR [412], comme de I'ACG [116,413], une implication forte de
lIL-6 et un déséquilibre de la balance Th17/Treg. Or, la PR est la premiéere
pathologie dans laquelle le tocilizumab a été officiellement indiqué.
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Article 6: “Inhibition of interleukin-6 function corrects Th17/Treg

imbalance in patients with rheumatoid arthritis”

Dans cette étude, 15 patients (11 femmes et 4 hommes) avec une PR active
(DAS28 médian = 5,53) ont été inclus et traités par tocilizumab (8 mg/Kg toutes les 4
semaines). Le traitement a du étre stoppé chez 3 patients en raison d’épisodes
d’urticaire (n=2) ou de diarrhée fébrile (n=1). Finalement, des prélévements sanguins
ont été obtenus avant traitement et aprés 3 mois de traitement par tocilizumab chez 9
patients, analysés de facon appariée. Les données avant traitement ont également

été comparées a celles issues de 17 volontaires sains.

En comparaison avec les sujets sains, nous avons mis en évidence que le
pourcentage de lymphocytes Th17 était augmenté chez les patients ayant une PR
active alors que celui des Treg circulants était significativement diminué. Les
capacités fonctionnelles des Treg circulants, évaluées grace a leur capacité a inhiber
la prolifération de LT effecteurs autologues, n’étaient pas altérées chez les patients
atteints de PR, méme active. Ainsi, nous avons confirmé dans la premiéere partie de
cette étude qu'il existe au cours de la PR un déséquilibre de la balance Th17/Treg

avec un exces de Th17 et un défaut de Treg.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons analysé I'évolution du
pourcentage de lymphocytes Th17 et Treg circulants chez 9 patients répondeurs
pour lesquels nous disposions d’un prélevement avant et apres 3 mois de traitement
par tocilizumab. Nous avons alors mis en évidence, dans le sang circulant, une
diminution significative du pourcentage de Th17 circulants et une augmentation
simultanée du pourcentage de Treg circulants.

Ainsi, a l'inverse des corticoides pour lesquels nous avions montré qu’ils
provoquaient au cours de 'ACG [83] une diminution du nombre de lymphocytes Th17
sans avoir d’effet sur le nombre de Treg, le tocilizumab, en bloquant directement la
voie de I'lL-6 était capable, in vivo, de corriger la balance Th17/Treg en provoquant a
la fois une inhibition de la voie Th17 et une promotion de la réponse T régulatrice.

Cette étude de preuve de concept nous a permis de montrer pour la premiére
fois le réle de I'lL-6 dans le contrdle de la balance Th17/Treg chez 'Homme, et nous

a fourni une base physiopathologique solide pour utiliser ce traitement au cours de
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'ACG, pathologie dans laquelle il existe aussi un déséquilibre de la balance
Th17/Treg (article 1).
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Objective. From an immunologic standpoint, the
mechanisms by which treatment with tocilizumab
(TCZ), a humanized anti—interleukin-6 (anti-IL-6) re-
ceptor antibody, results in improvement in rheumatoid
arthritis (RA) patients are still not fully understood. In
vitro studies and studies in mouse models have demon-
strated the critical role of IL-6 in Th17 cell differentia-
tion. Th17 lymphocytes have been shown to be strongly
involved in RA pathogenesis, and the purpose of this
study was to investigate the effect of IL-6 blockade on
the balance between Th17 cells and Treg cells in pa-
tients with active RA.

Methods. Patients with active RA for whom TCZ
had been prescribed by a rheumatologist were enrolled
in this study. Phenotypic analyses of T cell populations
were performed, and the Disease Activity Score in 28
joints (DAS28) was assessed. Serum cytokine levels and
other parameters of inflammation were measured be-
fore the first infusion and after the third infusion of
TCZ (8 mg/kg).

Results. Compared to controls, levels of Th17
cells (CD4+IL-17+) were increased and Treg cells
(CD4+CD25"8"FoxP3+) were decreased in the peri-
pheral blood of patients with active RA. The suppressive
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function of circulating Treg cells was not impaired in
patients with active RA. TCZ treatment induced a
significant decrease in the DAS28 associated with a
significant decrease in the percentage of Th17 cells
(from a median of 0.9% to 0.45%; P = 0.009) and an
increase in the percentage of Treg cells (from a median
of 3.05% to 3.94%; P = 0.0039) in all patients.

Conclusion. This study demonstrates for the first
time that inhibition of IL-6 function by TCZ corrects the
imbalance between Th17 cells and Treg cells in patients
with RA.

The balance between Th17 cells and Treg cells is
of major importance in autoimmunity. In general, Th17
cells promote autoimmunity, whereas Treg cells protect
against the occurrence of autoimmune diseases (1). In
rheumatoid arthritis (RA), Th17 cells have been shown
to play a central role by secreting interleukin-17 (IL-17),
which activates numerous cell types involved in the
pathogenesis of RA, including synovial fibroblasts,
monocytes, macrophages, chondrocytes, and osteoblasts
(2,3). In addition, RA is associated with the production
of proinflammatory cytokines, such as IL-6, tumor ne-
crosis factor o (TNFa), and IL-18. Inhibition of IL-6
signaling by blocking the gp130 pathway or by knocking
out the IL-6 gene significantly improves autoimmune
arthritis in experimental animal models (4,5). Moreover,
tocilizumab (TCZ), a humanized anti-IL-6 receptor
antibody, has been shown to be an effective treatment
for RA (6,7). However, why IL-6 blockade improves RA
is still unclear since the cytokine may play a dual role.
While IL-6 may trigger the hepatic acute-phase response
and directly activate different cells such as B and T
lymphocytes, macrophages, and osteoclasts, it may also
act at an earlier stage in RA pathogenesis.

IL-6 has been shown to be of particular impor-
tance in Th17 cell differentiation in mice. The addition
of IL-6 to murine CD4+ T cells cultured in the presence
of transforming growth factor B (TGFpB) skews their
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differentiation toward Th17 instead of immunosuppres-
sive FoxP3+ Treg cells (1). In humans, the mechanisms
of Th17 cell differentiation are still incompletely char-
acterized. While IL-6 has also been shown to promote
Th17 cell polarization in vitro, previous reports have
demonstrated that other cytokines, such as IL-18 and
IL-23, are involved in this process as well (8). Unlike the
mechanisms described in mice (1), TGFB plays an
indirect role in humans by inhibiting Th1 cell generation,
and thereby enhancing polarization of Th17 cells from
precursor cells defined by a CD161+CD4+ phenotype
(9,10).

In mice, it has been shown that blockade of the
IL-6 pathway results in a decrease in the Th17 immune
response (5). In patients with RA, TCZ has been
demonstrated to induce clinical improvement and to
reduce levels of various parameters of inflammation.
However, whether the efficacy of TCZ may be related to
its ability to negatively affect Th17 cell differentiation in
vivo has not been investigated (6,7). In the current study,
we used the ability of TCZ to inhibit IL-6 function in
order to decipher the role of IL-6 on the immune
balance between Th17 cells and Treg cells in patients
with active RA.

PATIENTS AND METHODS

Study population. Fifteen patients (11 women and 4
men) fulfilling the American College of Rheumatology/
European League Against Rheumatism 2010 criteria for RA
(11), with a median Disease Activity Score in 28 joints
(DAS28) (12) of 5.53 (interquartile range [IQR] 4.32-6.31),
for whom TCZ was prescribed by a rheumatologist, were
enrolled in this study. Informed consent was obtained from all
patients. The study was approved by the local ethics committee
(2010-018696-21). All patients had seropositive RA, with a
median duration of 11 years (IQR 4-13 years). They had all
previously received methotrexate (MTX), and 6 of them (40%)
were still receiving MTX when TCZ was started. Patients had
received a median of 2 courses of therapy with biologic agents
(IQR 1-3) before they began treatment with TCZ, including
infliximab (n = 5), etanercept (n = 12), adalimumab (n = 7),
certolizamab (n = 1), rituximab (n = 5), anakinra (n = 1), and
abatacept (n = 3). Because of persistently active disease, 11
patients (73.33%) were also treated with steroids at a median
daily dose of 20 mg of prednisone (IQR 10-40). TCZ was
prescribed monthly at a dose of 8 mg/kg for all patients. Blood
samples were collected just before the first and fourth infu-
sions of TCZ. TCZ treatment was stopped in 2 patients before
trial completion because of urticaria and in 1 patient because
of diarrhea with fever. Paired data from 6 women and 3 men
with a median age of 56 years (IQR 37-63 years), a median
disease duration of 10 years (IQR 3.5-12.5 years), and a
median baseline DAS28 score of 5.53 (IQR 4.37-6.16) were
analyzed before and after TCZ treatment.

SAMSON ET AL

The control group consisted of 17 healthy volunteers.
The controls had no evidence of an inflammatory syndrome
(serum levels of C-reactive protein <0.5 mg/dl), no history of
cancer, no recent acute or chronic infectious diseases, and no
autoimmune or autoinflammatory diseases, and had not re-
cently been treated with steroids or immunosuppressive drugs.

Cell preparation, culture, and flow cytometry. Periph-
eral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by Ficoll
gradient centrifugation. CD4+ T cells were then purified by
magnetic-activated cell sorting (Miltenyi Biotec) and stimu-
lated with 0.1 ug/ml of phorbol myristate acetate (PMA) and 1
png/ml of ionomycin (Sigma-Aldrich) for 8 hours; 1 wl/ml of
brefeldin A (Golgi Plug; BD Biosciences) was added for the
last 4 hours. The cells were stained with phycoerythrin (PE)-
conjugated anti-IL-17A and allophycocyanin (APC)-
conjugated anti-interferon-y (anti-IFN+y) monoclonal antibod-
ies (eBioscience). CD4+ lymphocytes were isolated before
cytokine staining since stimulation with PMA triggers the
internalization and degradation of CD4, which disturbs the
identification of Thl (CD4+IFNvy+) and Th17 (CD4+IL-
17+) cells (13). Treg cells (CD4+CD25™"FoxP3+) were
stained with PE-Cy5.5-conjugated anti-CD4, PE-conjugated
anti-CD25, and Alexa Fluor 488—conjugated anti-FoxP3 (Hu-
man Treg Flow Kit) according to the instructions of the
manufacturer (BioLegend Ozyme). Flow cytometric staining
was performed and the results analyzed using the cytometry
platform at the Institut Fédératif de Recherche 100, using an
LSRII flow cytometer (BD Biosciences) and FlowJo software.

Proliferation assays. CD4-+CD25"2" (Treg) and CD4+
CD25— (T effector) cells were isolated from PBMCs using a
human Treg cell isolation kit according to the instructions of
the manufacturer (Miltenyi Biotec). T effector cells were
stained with a cell trace violet cell proliferation kit (Invitrogen)
and cultured with or without anti-CD2/CD3/CD28 microbeads
(Treg Cell Suppression Inspector; Miltenyi Biotec) and Treg
cells, as indicated. After 4 days of culture, cell trace dilution
was analyzed by flow cytometry, and the proliferation index
was calculated using ModFit LT 3.0 software.

Cytokine assays. Serum levels of IL-17A, IL-13, and
IL-6 were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay
(eBioscience).

Statistical analysis. Wilcoxon’s signed rank test was
used to compare parameters in individual patients before and
after treatment. The Mann-Whitney U test was used to
compare patients before treatment with the control group. P
values less than 0.05 (2-tailed) were considered significant.
Data are presented as the median (IQR). Analyses were
performed using GraphPad Prism software.

RESULTS

Increased levels of Th17 cells and decreased
levels of Treg cells in patients with active RA. The
percentage of circulating Th17 cells (CD4+1L-17+) was
significantly increased in RA patients (median 0.88%;
n = 15) compared to controls (0.36%; n = 17) (P =
0.0008) (Figures 1A and B). Analyses confirmed that
these cells exhibit a phenotype consistent with that of
Th17 lymphocytes (CCR6+CD161+CD45RA—) in
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Figure 1. Increased circulating Th17 cells and decreased, but func-
tional, Treg cells in patients with rheumatoid arthritis (RA). A and B,
Flow cytometric analysis of Thl (CD4+IL-17—IFN+y+), Th17
(CD4+IL-17+), and Treg (CD4+CD25"€"Foxp3+) cells in RA pa-
tients (n = 15) and healthy subjects (n = 17) was performed (A), and
the results were quantified (B). C, Functional analysis of Treg cells
(CD4+CD25"&") was performed, and the proliferation index was
measured using ModFit LT 3.0 software. The percentage of inhibition
was calculated using the proliferation index of stimulated T effector
cells without Treg cells as the reference. The percentage of inhibition
at a 1:2 ratio and a 1:1 ratio of Treg cells to T effector cells was
compared in patients with active RA (n = 6), patients with inactive RA
after treatment with tocilizumab (n = 3), and healthy controls (n = 6).
D, The ratio of Th17 cells to Treg cells in patients with RA (n = 15)
and healthy subjects (n = 17) was determined. Data in B are shown as
box plots. Each box represents the interquartile range (IQR). Lines
inside the boxes represent the median. Whiskers represent the highest
and lowest values. Histograms in C and D represent the median and
IQR. P values were determined by Mann-Whitney U test (B and D) or
Kruskal-Wallis test (C). IL-17 = interleukin 17; IFNy = interferon-vy;
NS = not significant.

both groups (data not shown). In contrast, no difference
in the percentage of Thl cells (CD4+IL-17—IFNy+)
was observed between RA patients (12.30%) and

healthy subjects (12.42%) (P = 0.8799) (Figures 1A and
1B). The percentage of Treg cells (CD4+CD25"eh
FoxP3+) was reduced in patients with active RA
(3.05%) as compared to controls (4.31%) (P = 0.0396)
(Figure 1B). However, the immunosuppressive function
of Treg cells (CD4+CD25"e") was not different be-
tween RA patients and healthy volunteers (Figure 1C).
The median ratio of Th17 cells to Treg cells was
increased in patients with RA (0.25) as compared to
controls (0.09) (P < 0.0001) (Figure 1D). IL-6 was
increased in the serum of some but not all patients with
active RA, whereas it was not detected in the serum of
healthy controls (P = 0.006) (data not shown). The
serum levels of IL-17 and IL-13 were very low and not
different between RA patients and healthy controls
(data not shown).

TCZ-induced reduction in the ratio of Th17 cells
to Treg cells. In all 9 patients, RA responded to TCZ
treatment, as demonstrated by a significant decrease in
the DAS28 (Table 1 and Figure 2B). No significant
difference was seen in the evolution of neutrophils or
CD4 and CD8 T lymphocytes after TCZ treatment
(Table 1). Blockade of IL-6 with TCZ did not signifi-
cantly modify the levels of Th1 lymphocytes (Figure 2A).
Interestingly, a significant decrease in the percentage of
Th17 cells was detected after TCZ treatment, from a
median of 0.9% to 0.45% of total CD4+ cells (P =
0.009) (Figure 2A). In contrast, TCZ administration
resulted in an increase in the percentage of Treg cells,
from a median of 3.05% to 3.94% of total CD4+
cells (P = 0.0039) (Figure 2A). Importantly, Treg cells
from TCZ-treated patients were still capable of sup-
pressing the proliferation of autologous T effector cells

Table 1. Characteristics of the patients with rheumatoid arthritis before and after treatment with TCZ*

Before treatment, median (IQR) After treatment, median (IQR) P
Leukocytes, gm/liter 10,400 (7,800-11,055) 8,000 (6,150-10,380) 0.4409
Neutrophils, gm/liter 4,990 (4,040-7,677) 3,580 (2,372-6,660) 0.4258
Lymphocytes, gm/liter 2,461 (1,300-3,793) 2,930 (2,440-3,352) 0.3594
T cells, gm/liter 1,936 (877-2,715) 2,250 (2,085-2,780) 0.4258
CD4+ T cells, gm/liter 1,477 (577-1,842) 1,536 (1,080-1,823) 0.25
CD8+ T cells, gm/liter 605 (277-873) 576 (501-922) 0.6523
B cells, gm/liter 194 (92-375) 248 (104-363) 0.7344
DAS28 5.61 (4.37-6.16) 2.00 (1.34-2.73) 0.0039
Tender joint count 4 (2.5-12) 2(0-3.5) 0.0249
Swollen joint count 8(2-19) 1(0-3.5) 0.0156
ESR, mm/hour 28 (13.8-60.8) 2(2-45) 0.0078
Patient global assessment, 1-100-mm VAS 70 (53-73) 20 (20-38) 0.009
C-reactive protein, mg/liter 13 (4-70.4) 2(0.5-2.5) 0.0078
Prednisone, mg/day 10 (4.5-50) 9(0-17.5) 0.125

* Four infusions of tocilizumab (TCZ; 8 mg/kg) were administered 1 month apart. IQR = interquartile range; DAS28 = Disease Activity Score in
28 joints; ESR = erythrocyte sedimentation rate; VAS = visual analog scale.
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Figure 2. Link between clinical response to tocilizumab (TCZ) and
correction of the ratio of Th17 cells to Treg cells in patients with
rheumatoid arthritis. A, Percentages of Th1, Th17, and Treg cells in 9
patients before and after TCZ treatment. B, Disease Activity Score in
28 joints (DAS28) before and after treatment. C, Ratio of Th17 cells
to Treg cells before and after treatment. D, Evolution of the DAS28
and the percentages of Treg cells and Th17 cells during TCZ treatment
in 1 patient. Values are the median and interquartile range. P values
were determined by Wilcoxon’s signed rank test. NS = not significant.

(Figure 1C). Thus, TCZ induced a clinical improvement
associated with a correction of the ratio of Th17 cells to
Treg cells, from a median of 0.3 to 0.11 (P = 0.009)
(Figure 2C). The serum level of IL-6 was not signifi-
cantly modified by TCZ (from a median of 13.14 pg/ml
before treatment to 8.43 pg/ml after treatment; P =
0.6406) (data not shown). Interestingly, we observed that
Th17 cells began to decrease and Treg cells to increase
before the complete remission of the disease (DAS28
score <2.6) (Figure 2D).

DISCUSSION

This study confirmed the major imbalance be-
tween Th17 cells and Treg cells in patients with active
RA, as previously reported in the literature (14,15).
Furthermore, we have demonstrated that the Th17/Treg
cell imbalance occurring in patients with RA can be
corrected by TCZ-mediated blockade of IL-6 signals,
which is associated with improved clinical outcome.
These results emphasize the benefit of therapeutic ap-
proaches based on inhibition of Th17 cells and/or pro-
motion of Treg cells in RA. By blocking the IL-6
pathway, TCZ may decrease IL-6—induced inflammation
and/or affect Treg cell and Th17 cell differentiation.

Interestingly, levels of IL-6 were not elevated in
the serum of all RA patients. Furthermore, TCZ treat-
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ment did not induce a significant decrease in serum IL-6
concentrations, whereas clinical improvement associated
with a decrease in the ratio of Th17 cells to Treg cells
was observed in all of these patients. These results
therefore suggest that reduction of IL-6—-induced inflam-
mation may not be the primary mode of action of TCZ.
Since TCZ corrects the Th17/Treg cell imbalance in RA
patients before complete clinical remission has occurred,
the modulation of these 2 antagonistic lymphocyte sub-
sets may represent a likely mechanism of action of TCZ
underlying its clinical efficacy. Evidence has been pro-
vided that T helper lymphocytes can be redirected to
other lineages depending on the cytokine environment
(15). In fact, that environment can differentially activate
master regulator genes (such as T-bet, GATA-3, and
retinoic acid receptor—-related orphan nuclear receptor
vt), which, in association with proteins such as STAT-3,
STAT-4, STAT-5, STAT-6, or suppressor of cytokine
signaling 3, change T helper cell polarization (16).

Although additional studies are needed to iden-
tify the molecular bases controlling TCZ-mediated Treg
cell increase and Th17 cell reduction, the present study
demonstrates for the first time that in vivo inhibition of
IL-6 function with TCZ can restore a physiologic Th17/
Treg cell balance in patients with RA. This study opens
a potential new avenue for therapy, or for monitoring of
current anticytokine therapies, in RA and other auto-
immune diseases in which IL-6, Treg cells, and/or Th17
cells may be involved.
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Dans cette étude, nous avons montré que le blocage de la voie de I'lL-6
permet de corriger le déséquilibre de la balance Th17/Treg, en induisant & la fois une
inhibition de la voie Th17 et une promotion de la réponse T régulatrice.

Néanmoins, il est difficile de savoir si la correction de la balance Th17/Treg est
un effet direct du tocilizumab, via le blocage de la voie de signalisation de I'lL-6, ou
seulement la conséquence du fait que la maladie soit en rémission, grace au

traitement, mais via d’autres mécanismes.

Dans notre étude, nous tentons de répondre a cette question en montrant le
cas d'un patient chez qui nous avons observé une diminution progressive du
pourcentage de Th17 et une augmentation synchrone du pourcentage de Treg avant
que le DAS28 ne descende en dessous de 2,6, seuil ou I'on considére la maladie en

rémission.

On peut également tenter de répondre a cette question en analysant I'effet
d’autres traitements sur la balance Th17/Treg. Comme nous I'avons vu au cours de
'ACG [83], les corticoides entrainent une diminution spectaculaire du nombre de
lymphocytes Th17 circulants mais n’ont pas d’effet sur le nombre de Treg, ce qui est
aussi le cas au cours de la PR [393]. De méme, au cours de la PR, le méthotrexate
n'a pas d’effet sur le pourcentage de Treg circulants [396,414] mais diminue celui
des lymphocytes Th17 circulants [415]. Pour les anti-TNF-a, les données sont plus
nombreuses. lls provoquent une diminution du pourcentage de lymphocytes Th17
circulants [415,416] et ont un effet variable sur le nombre de Treg circulants :
augmentation de leur pourcentage dans certaines études [394,416,417] ou absence
d’effet dans une autre [396]. L'effet des anti-TNF-a sur la fonction suppressive des
Treg a également été étudié. Au cours de la PR, l'infliximab est capable de restaurer
la capacité des Treg a inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires par des
LT effecteurs autologues [394]. L’équipe de M. Ehrenstein a récemment montré, qu’'a
l'inverse de I'étanercept, I'adalimumab provoquait une augmentation du pourcentage
de Treg circulants et une diminution du pourcentage de Th17 circulants. De plus,
seuls les Treg des patients traités par adalimumab étaient capables d’inhiber la
production d’IL-17 par les LT effecteurs via un mécanisme indépendant du contact
cellulaire et de la production d’'IL-10 ou de TGF-B, mais lié au fait que les Treg de

patients traités par adalimumab (a l'inverse des patients non traités ou traités par
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étanercept) étaient les seuls a inhiber la production d’IL-6 par les monocytes
autologues. Finalement, I'utilisation d’'un anticorps bloquant I'lL-6 avait le méme effet
inhibiteur sur la production d’IL-17 par les LT effecteurs que les Treg de patients

traités par adalimumab [417].

Comme le tocilizumab, les anti-TNF-a, et notamment [linfliximab ou
'adalimumab, sont donc capables d’inhiber la réponse Th17 et de promouvoir la
réponse T régulatrice mais via un mécanisme dépendant de I'lL-6. Ceci confirme
donc le réle primordial de I'lL-6 dans le contrble de la balance Th17/Treg et plaide en
faveur d’un effet direct du tocilizumab sur la restauration de cette balance au cours
de la PR.

2. Article 7 : “Does tocilizumab indeed decrease the frequency

of Th17 cells: comment on the paper from Thiolat A. et al.”

Dans une étude récente, A. Thiolat et al. ont également étudié I'effet du
tocilizumab sur le pourcentage de lymphocytes Th17 et Treg au cours de la PR et
dans le modele murin de larthrite au collagéne [418]. lls ont confirmé que le
pourcentage de Treg circulants augmentait aprés traitement par tocilizumab et que,
chez les patients répondeurs au traitement, le pourcentage de Treg CD39", dont la
fonction suppressive est plus forte que celle des Treg CD39, était plus élevé que
chez ceux chez qui les criteres de rémission [419] n’étaient pas obtenus.

En revanche, les auteurs n’ont pas mis en évidence de diminution du

pourcentage de lymphocytes Th17 aprés 3 mois de traitement par tocilizumab [418].

Dans cette lettre de réponse, nous tentons donc d’expliquer les différences
entre I'étude de Thiolat et al. [418] et la notre (article 6) [420].

Tout d’abord, le phénotype utilisé pour identifier les lymphocytes Th17 n’était
pas le méme dans les 2 études. En utilisant le méme phénotype que dans I'étude de
Thiolat et al (CD4"CCR67IL-17%) [418], nous avons analysé le pourcentage de
lymphocytes Th17 circulants chez 13 patients appariés dont les prélevements ont été

obtenus avant et aprés 3 mois de traitement par tocilizumab. Comme dans notre
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premiére étude [420], nous avons confirmé, avec un effectif de patients supérieur, et
quelle que soit la définition phénotypique des lymphocytes Th17, que le tocilizumab
provoquait une diminution du pourcentage de Th17 circulants.

Dans notre étude, tous les patients présentaient une PR active au moment de
l'inclusion et nous avions alors montré que ceci était associé avec une augmentation
du pourcentage de lymphocytes Th17 circulants par rapport a une population de
sujets sains. Dans 'étude de Thiolat et al. [418], comme dans celle de Pesce et al.
[421], le pourcentage de lymphocytes Th17 circulants des patients avant traitement
par tocilizumab n’a pas été comparé a celui d’'une population témoin. Il est donc
possible que les auteurs n’aient pas mis en évidence de diminution du pourcentage
de lymphocytes Th17 circulants car ces derniers n’étaient pas significativement

augmentés avant que le tocilizumab ne soit débuté.
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LETTERS

DOI 10.1002/art.38718
Does tocilizumab indeed reduce the frequency of Th17
cells? Comment on the article by Thiolat et al

To the Editor:

We read with great interest the report by Thiolat et al
describing their assessment of the effect of tocilizumab (TCZ),
an anti-interleukin-6 (anti-IL-6) receptor humanized mono-
clonal antibody, on Th17 and Treg cell frequencies in rheuma-
toid arthritis (RA) (1). Those authors confirmed our finding of
an increase in the percentage of Treg cells (CD25™&"FoxP3
+CD4+) following TCZ therapy (2) whereas, unlike the
findings of our study, Th17 cell frequency was not affected in
their study, even in responders (1).

This striking discrepancy between the two studies may
be related to the different phenotypes used to define Th17
cells: CCR6+IL-17+CD4+ cells in Thiolat and colleagues’
study (1) and IL-17+CD4+ cells in ours (2). However, we
ruled out this hypothesis by confirming a decrease in the Th17
cell percentage following TCZ treatment regardless of the
phenotype used for the definition (mean 0.82% and 0.44%
before and after treatment, respectively, for CCR6+IL-
17+CD4+ cells, 0.72% and 0.39%, respectively, for
CD161+IL-17+CD4+ cells, and 0.91 to 0.46%, respectively,
for IL-17+CD4+ cells) (Figure 1). We also confirmed that the
percentage of Treg cells was significantly increased after 3
months of treatment in all patients (from a mean of 3.02% to
4.64%) (Figure 1), including the 1 patient who was a TCZ
nonresponder, thus supporting the concept that the correction
of the Th17/Treg cell ratio is a direct effect of TCZ rather than
only a surrogate marker for disease remission.

Differences in disease activity could also explain these
discrepancies between the two studies. Of the 13 patients
analyzed in our study (2), all had active disease associated with
an increase in Th17 cell levels before TCZ treatment, and 12 of
the 13 met the European League Against Rheumatism criteria
for good response (3) after TCZ treatment, which correlated
with a correction of the Th17/Treg cell imbalance. In the
report by Thiolat et al (1), data on Th17 cell levels before TCZ
treatment, when RA was active, are not provided. Therefore,
unlike in our study, Th17 cell percentages at baseline might not
have been increased in their patients—similar to the findings in
the patients studied by Pesce et al (4)—thus explaining why
Th17 levels did not decrease following TCZ administration in
these latter studies (1,4).

Recent research has highlighted the plasticity between
FoxP3+ T cells and Th17 cells. In a murine model of collagen-
induced arthritis, CD25'°%FoxP3+CD4+ T cells lost FoxP3
expression and were polarized into Th17 cells in vivo through
an IL-6-dependent mechanism (5). We hypothesize that
blockade of the IL-6 pathway by TCZ could prevent such
conversion, thus resulting in a correction of the Th17/Treg cell
imbalance observed in treated RA patients (2).

Supported by grants from the University Hospital of Dijon and Recherche
Clinique (Appel Offre Interne 2010), Roche Chugai Laboratories, and the Regional
Council of Burgundy. We thank Malika Trad, Marion Ciudad, and Alexandrine
Gautheron for their contributions to the study. We are grateful to Corinne Chevalier
for assistance with collection of clinical data and Serge Aho-Glele for assistance with
statistical analysis.

2639

>

Treg (% in CD4 cells)
are P
IL-17* CD4 cells (% in CD4 cells)
& &

P=0.0002 B

F=0.0016

g
=)

-
Ll

e

BeforeTCZ  After TCZ BeforeTCZ After TCZ

C 15, P=0.0025 D

-
bt

P=0.0025

-

BeforeTCZ

/

5
CD161* Th17 cells
(% in CD4T cells)

-
e

e
3

(% in CD4T cells)
I
il

CCR6"* Th17 cells

0.0

0.0

BeforeTCZ  After TCZ After TCZ

Figure 1. Inhibition of the interleukin-6 (IL-6) pathway increases
circulating Treg cell frequencies and decreases circulating Th17 cell
frequencies. Levels of Treg cells (CD25""FoxP3+CD4+) (A) and of
Th17 cells defined as IL-17+CD4+ cells (B), as IL-17+ CCR6+CD4+
cells (C), and as IL-17+CD161+CD4+ cells (D) in 13 rheumatoid
arthritis patients before and after tocilizumab (TCZ) treatment were
assessed by flow cytometry. P values were determined by Wilcoxon’s
signed rank test.
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DOI 10.1002/art.38717
Reply
To the Editor:
We appreciate the interest of Dr. Sarantopoulos et al

and Dr. Samson et al in our report on the effect of IL-6
receptor inhibition on Treg cells in arthritis.

LETTERS

Sarantopoulos and colleagues provide data on the
variation of Treg cell levels in TCZ-treated RA patients at an
early time point after treatment initiation, and then every
month through 11 months of treatment. Their main finding is
that, as early as 1 month after the first TCZ infusion, Treg cell
frequency increases in RA patients. Although the data were
not included in our article, we also had studied Treg cell
variation at this early time point. As shown in Figure 1, the
frequency of Treg cells (defined as CD25+FoxP3+CD127""
cells) among CD4+ T cells did not increase between baseline
and 1 month after the first TCZ infusion. This apparent
discrepancy could be explained by the fact that in our study,
unlike that of Sarantopoulos et al, CD127"°" was included in
the definition of Treg cells, to better delineate the Treg cell
population (1). In addition, we retrospectively (at 3 months,
i.e., an appropriate time point for accurate clinical evaluation)
classified patients into responder and nonresponder groups
according to the European League Against Rheumatism re-
sponse criteria (2). Interestingly, even in a pooled group of all
of our responder and nonresponder patients combined, Treg
cell frequency did not increase after 1 month.

Our study also yielded other information about Treg
cells since we investigated the expression of the CD39 marker,
which is an ectonucleotidase that is able to hydrolyze ATP,
thus improving Treg cell suppressive activity. As we mentioned
in our earlier report but with data not shown and as now shown
in Figure 1, the frequency of CD39+ Treg cells increased in
RA patients who were TCZ responders as early as 1 month
following treatment induction, but this increase reached statis-
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Figure 1. Frequency of Treg cells and CD39+ Treg cells in 15 RA patients at baseline and after 1 month and 3 months of TCZ treatment. The
percentages of Treg cells (CD25+FoxP3+CD127"°%) and CD39+ Treg cells within the peripheral CD4+ cell population were compared. Patients
were classified a responders (R; n = 7) or nonresponders (NR; n = 8) according to the European League Against Rheumatism response criteria.
A significant difference in the frequency of CD39+ Treg cells between responders and nonresponders was observed after 3 months (* = P < 0.05

by Mann-Whitney test). Each symbol represents an individual patient; bars

show the mean = SEM.



Il a récemment été montré chez la souris qu’il faut distinguer 2 populations
distinctes parmi les LT CD4*FoxP3* : les LT CD4*CD25""FoxP3* qui correspondent
a des Treg et qui sont stables in vivo et les LT CD4*CD25°“FoxP3* qui sont
instables in vivo et qui se polarisent en d’autres types de LT helper [422]. Ceci rejoint
le concept de plasticité des Treg [364]. Dans une étude trés récente [423], les
auteurs sont parvenus a démontrer dans le modeéle de l'arthrite au collagéne que ces
CD4*CD25"°"FoxP3* perdaient in vivo I'expression de FoxP3 et se polarisaient en
lymphocytes Th17 qui aggravaient les lésions d’arthrite. Cette conversion des
CD4*CD25""FoxP3* en « exFoxP3 » Th17 dépendait de la production d’IL-6 par les
synoviocytes articulaires et pouvait étre bloquée en utilisant un anticorps bloquant
I'lL-6.

Cette étude montre donc, qu’in vivo, I'lL-6 est directement impliquée dans la
repolarisation des LT CD4'FoxP3" en lymphocytes Th17 pathogeénes et qu’ainsi,

'excés d’IL-6 conduit in fine a déséquilibrer la balance Th17/Treg.

3. Réponse T régulatrice au cours de ’'ACG

L’IL-6 joue donc un rOle capital dans le contrdle de la balance Th17/Treg.

Dans l'article 1 [83], nous avons montré qu'’il existait aussi au cours de 'ACG
un déséquilibre de la balance Th17/Treg avec un excés de lymphocytes Th17 et un
défaut quantitatif en Treg. Le role de I'lL-6 dans la physiopathologie de 'ACG est
aussi bien documenté : sa concentration est corrélée a I'activité de la maladie et aux
marqueurs usuels de l'inflammation, diminue sous traitement par corticoides et
augmente en cas de rechute [116,413], ce que nous avons €galement confirmé dans
l'article 1 [83].

Comme nous l'avons déja évoqué, malgré leur capacité a diminuer la
concentration d’IL-6, les corticoides ne permettent pas de corriger le déficit quantitatif
en Treg constaté chez les patients atteints d’ACG ou de PPR [83]. Notre hypothése
est que ce défaut de restauration d’'une réponse T régulatrice suffisante joue
probablement un réle dans la survenue de rechutes lors de la décroissance des
doses de corticoides.
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L’ensemble de ces données constitue un rationnel fort pour utiliser le
tocilizumab au cours de 'ACG. Ce traitement a déja été utilisé avec succes et de
maniere empirique par plusieurs équipes [118-131]. C’est la raison pour laquelle
nous avons démarré une étude de preuve de concept évaluant l'intérét du
tocilizumab en association avec la corticothérapie dans le traitement de 'ACG. Cette
étude de phase Il, financée par un PHRC national, est en cours et les premieres
inclusions ont débuté en mars 2014.
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ETUDE DES LYMPHOCYTES T CD8 AU COURS DE L’ACG
ET LA PPR

1. Introduction

Ontogénie, activation et différenciation des LT CD8*

Aprés leur synthése au niveau médullaire, une partie des précurseurs
lymphoides vont quitter la moelle osseuse et gagner le thymus pour poursuivre leur
différenciation en LT. Selon les génes qui se recombinent pour permettre la synthése
du TCR (T Cell Receptor), vont étre produits 2 types de LT : les LT yo et les LT ap.
Les LT yd se situent essentiellement au niveau des muqueuses ou ils prennent part a
la réponse immunitaire innée et peuvent aussi jouer le réle de CPA [424]. Quant aux
LT o, aprées un stade double négatif (CD3"CD4CD8) puis double positif
(CD3"CD4*CD8"), ils vont se différencier en LT CD4" dont le TCR reconnait une
séquence peptidique présentée au sein d’'un CMH de classe Il (CMH-Il) ou LT CD8*
dont le TCR reconnait des peptides présentés au sein d’'un CMH-I. Ces LT CD4 et
CD8 migrent ensuite dans la médulla thymique ou sont éliminés par apoptose les LT
dont le TCR reconnait avec une forte affinité les auto-antigénes : c’est la sélection
négative [425,426]. Les autres LT survivent et expriment alors le récepteur de la
sphingosine-1-phosphate (S1P1) puis quittent le thymus pour la circulation
périphérique et les organes lymphoides secondaires [427].

Comme pour les LT CD4", on distingue quatre sous-types de LT CD8",
correspondant a différents niveaux d’activation, de différenciation et de capacités
effectrices (cytotoxicité et production de cytokines) : les LT CD8" naifs, effecteurs,
mémoires centraux (Central Memory) et mémoires effecteurs (Effector Memory). Les
LT CD8" naifs n'ont jamais rencontré d’antigene. lls expriment CCR7, CD62L,
I'isoforme RA du CD45 (CD45RA'CD45RQ") et se situent essentiellement dans le
sang périphérique et les organes lymphoides secondaires. Lorsqu’ils rencontrent
'antigéne dont ils sont specifiques, présenté au sein d’'un CMH-1 par une CPA, les LT
CD8" naifs s’activent, proliferent de fagon clonale et acquiérent des propriétés
effectrices. Les LT CD8" effecteurs perdent alors I'expression de CCR7, de CD62L,

de CD27 et de CD28. lls migrent ensuite vers le lieu de la réponse inflammatoire
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pour y exercer leurs fonctions effectrices : cytotoxicité et production de cytokines.
Une fois que l'antigéne a disparu, 90 a 95% des LT effecteurs vont mourir par
apoptose : c’est la contraction clonale. Les 5 a 10% de LT survivants vont persister
sous la forme de LT mémoires centraux qui expriment l'isoforme RO du CD45
(CD45RA'CD45R0O"), CCR7 et CD62L mais aussi CD28 et CD27. Les LT CD8
mémoires centraux se trouvent essentiellement dans les organes lymphoides
secondaires. lls constituent un réservoir d’effecteurs potentiels, sont capables d’étre
activés et de proliférer trés rapidement en cas de nouvelle rencontre avec I'antigéne
dont ils sont spécifiques. Dans ce cas, ils se différencient en LT CD8 mémoires
effecteurs, qui ont une action cytotoxique puissante et qui sont définis par le
phénotype CCR7 CD62L' CD27*CD28"°"CD45RA CD45R0O" [425,428-431].

Les principales caractéristiques phénotypiques des LT CD8" naifs, effecteurs
et mémoires sont résumées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques phénotypiques des lymphocytes T CD8" (adapté de [425])

LT CD8* naifs LT CD8* effecteurs £l CD§+ effecteurs S UL
mémoires centraux

CCR7 +H+ - +

CD27 +H+ - +++ +++
CD28 High Low Low High
CD45RA +H+ + - -

CD45R0O 4t +Ht
CD62L +H+ - i

Les lymphocytes T CD8" effecteurs sont essentiellement caractérisés par
leurs propriétés cytotoxiques. Physiologiquement, ils sont surtout impliqués dans les
TCR, ls

reconnaissent un antigéne peptidique présenté au sein du CMH-I qui, a l'inverse du

réponses immunitaires anti-infectieuse et anti-tumorale. Via leur
CMH-II, est exprimé par toutes les cellules nucléées non germinales de I'organisme.
Gréace a la sélection négative, les LT CD8" gagnant la périphérie ne devraient pas
étre activés par des auto-antigénes: c'est le concept de tolérance centrale.
Cependant, la sélection négative n’est pas un processus infaillible et certains LT
CD8" auto-réactifs gagnent la périphérie et sont impliqués dans les phénomenes
d’auto-immunité [432]. Comme pour les LT CD4", I'activation des LT CD8" implique,
outre la liaison TCR/peptide-CMH-I, une interaction entre les molécules de

costimulation CD28/CD80 [433]. Une fois stimulé, le LT CD8" pourra détruire sa
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cellule cible par divers moyens. Les principales protéines impliquées dans la mort
des cellules cibles sont le systeme perforine/granzyme et les ligands des récepteurs
de mort: Fas Ligand (FasL), TNF-a et TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related
Apoptosis Inducing Ligand) [434]. Ces protéines entrainent I'apoptose (granzyme,
FasL, TNF-a et TRAIL) ou la nécrose (perforine) de la cellule cible [433]. Les
récepteurs de mort membranaire se lient a leur ligand respectif (FasL/Fas, TNF-
a/TNFR, TRAIL/TRAILR), ce qui entraine I'activation de I'apoptose (Figure 10).
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Figure 10 : Apoptose déclenchée par la liaison FasL/Fas (d’aprés Barry et al [434]).
La stimulation du récepteur de mort Fas par son ligand (FasL) entraine I'activation de
la caspase-8 via une interaction avec la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated
death domain protein). La caspase-8 induit alors une activation directe (cellules de
type I) ou indirecte (via la libération de cytochrome c et I'activation de la caspase-9) de
la caspase-3, ce qui conduit a I'apoptose de la cellule cible.
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La libération de perforine contenue dans les vésicules cytoplasmiques
participe a I'action du granzyme B, par un mécanisme incomplétement élucidé
(formation de pores membranaires ou libération du granzyme B contenu dans les
vésicules endosomales au sein de la cellule cible). In fine, le granzyme B activera
la voie apoptotique intrinséque via BID (BH3 Interacting-domain death agonist) et
€galement la voie extrinseque via la caspase 3 (Figure 11) [434].
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Figure 11 : Pénétration (A) et mécanisme d’action (B) du granzyme B au sein de la cellule cible
(d'aprés Barry et al [434]).

(A) Lors de son interaction avec sa cible, le LT cytotoxique libére le contenu des granules d’exocytose
dans I'espace intercellulaire et notamment granzyme et perforine. Initialement, on considérait que la
perforine se polymérisait pour former un canal dans la membrane plasmique de la cellule cible et
permettre la pénétration du granzyme dans le cytoplasme de la cellule cible (a). Plus récemment, a
été mis en évidence un récepteur du granzyme B permettant 'endocytose directe du granzyme B
dans le cytosol de la cellule cible. La perforine intervient alors dans la libération du granzyme B depuis
les vésicules d’endocytose, directement dans la cellule cible (b). Enfin, le granzyme B pourrait lier son
récepteur a la surface de la cellule et constituer directement une vésicule d’endocytose contenant de
la perforine (c). (B) Une fois libéré dans le cytosol de la cellule cible, le granzyme B va induire
I'apoptose par différentes voies. Il peut induire directement, ou via l'activation de la caspase-8, le
clivage de la pro-caspase-3. De plus, le granzyme B peut induire le clivage de BID (BH3 Interacting-
domain death agonist) et la libération de cytochrome ¢ de la mitochondrie activant ainsi la caspase-9
puis la caspase-3. La libération de cytochrome c¢ peut aussi induire la mort cellulaire par nécrose et
libérer d’autres facteurs pro-apoptotiques tels que AlF (apoptosis-inducing factor) et 'endonucléase G
(Endo@G). Enfin, granzyme B est capable d’induire la dégradation de ICAD (inhibitor of CAD) et donc la
constitution de dommages sur 'ADN via l'action du systéeme DFF40/CAD (DNA fragmentation 40/
caspase-activated deoxynuclease).
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Méme si les LT CD8" effecteurs sont souvent caractérisés par leurs propriétés
cytotoxiques, ils sont également dotés de propriétés immunomodulatrices car ils
produisent des cytokines. Comme pour les LT CD4" auxiliaires, différentes sous-
populations de LT CD8" cytotoxiques (Tc) sont identifiées en fonction de leur profil
cytokinique : les lymphocytes Tc1 produisent de I'lFN-y mais pas d’'IL-4 ou d’IL-5
alors que les lymphocytes Tc2 produisent de I'lL-4 et de I'lL-5 mais pas d’IFN-y [435].
Méme si leur réle est moins bien connu que pour les LT CD4", ces différentes sous-
populations de LT CD8" sont pro-inflammatoires et jouent un réle auxiliaire puisque
les Tc1 et les Tc2 amplifient respectivement les réponses Th1 et Th2 [436].

De plus, et par analogie avec les LT CD4*, ont récemment été identifiés les
lymphocytes Tc17 qui sont caractérisés par leur capacité a produire de I'lL-17. Les
lymphocytes Tc17 se différencient a partir des mémes précurseurs que les Tc1 et les
Tc2 [437]. lls sont pro-inflammatoires et typiquement dépourvus d’activité cytotoxique
car ils produisent peu ou pas de granzyme B et de perforine. Certains lymphocytes
Tc17 produisent aussi de I'IFN-y [438]. Les lymphocytes Tc17 semblent impliqués
dans la physiopathologie du lupus [439] et de la thrombopénie auto-immune [440] ;
de plus, ils interviennent dans la réponse immunitaire anti-infectieuse [441,442].

Il existe aussi une sous-population de LT CD8" suppresseurs qui exerce une
action régulatrice, notamment via la production d’IL-10 et de TGF-B [443].
L’existence de LT CD8" régulateurs (CD8" Treg) est en fait connue depuis les
années 70 mais leur étude n'a été approfondie que récemment [307,444]. Leurs
fonctions suppressives sont variables et quatre mécanismes différents interviennent :

* Une inhibition dépendante du contact impliquant CTLA-4 et TGF-f3.

« La sécrétion de cytokines et chémokines anti-inflammatoires : IL-10, TGF-,
IL-16 et CCLA4.

* L’induction de DC tolérogénes par une expression diminuée des molécules de
costimulation CD86 et CD80 et par I'expression membranaire d’ILT3
(Immunoglobin-like Transcript 3) et d’'ILT4, récepteurs de la superfamille des
immunoglobulines dont les domaines intracytoplasmiques comportent des
domaines ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif).

« Lalyse des LT CD4" effecteurs exprimant HLA-E.
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Comme pour les Treg (CD4*CD25""FoxP3*), on distingue les CD8" Treg
constitutifs des CD8" Treg induits. Les CD8" Treg constitutifs sont générés au niveau
thymique et constituent une lignée spécifique. lls partagent des marqueurs
phénotypiques et un mode d’action proche de celui des Treg. lls sont définis par le
phénotype CD8*CD25"FoxP3*CTLA-4"GITR" et exercent leur action suppressive par
un mécanisme dépendant du contact impliquant CTLA-4 et TGF-B. Comme pour les
Treg, il n'existe pas de marqueur spécifique puisque les LT CD8" effecteurs
expriment aussi CD25 et CTLA-4 apres activation, ainsi que FoxP3, au moins de
facon transitoire [307,444].

Chez 'homme, une autre sous population de CD8" Treg constitutifs a été
identifiée par le phénotype CD8"CXCRS3". Leur action suppressive s’exerce via la
sécrétion d’IL-10 et l'inhibition de la sécrétion d’IFN-y. Cette population présente des
caractéristiques similaires aux CD8" Treg murins CD8"CD122" [307,425,444].

De nombreuses autres populations de CD8" Treg induits ont été décrites. lls
sont obtenus a partir de LT CD8" périphériques sous l'action de diverses
stimulations. Certains nécessitent une stimulation via leur TCR (CD8" Treg
spécifiques d’antigéne), tandis que ce signal n’est pas nécessaire pour d’autres
(CD8" Treg non spécifiques d’antigéne).

Les CD8" Treg induits non spécifigues d’antigéne sont obtenus a partir de
cellules mononucléées sanguines stimulées par GM-CSF, IL-10 et IL-2 en présence
de monocytes. lls sont caractérisés par le phénotype CD8"'CD28-FoxP3-CD56-. llIs
inhibent la présentation antigénique des CPA, la prolifération des LT CD4" et la
cytotoxicité des LT CD8" via la sécrétion d’IL-10. Cette population pourrait avoir un
intérét clinique puisque leur durée de vie est de l'ordre d’'un mois et qu’ils sont

résistants a un traitement par corticoides [444].

Les CD8" Treg spécifiques d’antigene sont constitués d’'une multitude de
populations cellulaires, obtenues par des stimulations diverses et agissant soit de
facon dépendante du contact soit via la sécrétion de cytokines [307,444]. Les
données de la littérature suggerent que les CD8" Treg peuvent étre induits a partir de
cytokines, d’une stimulation de leur TCR ou en présence de CPA stimulées via leur
TLR. Malheureusement, dans les différentes études, 'ensemble des marqueurs
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phénotypiques n’a pas été étudié et il est donc probable que certaines populations
soient redondantes avec d’autres. Par ailleurs, leur étude est a I'heure actuelle
complexe en I'absence de marqueurs phénotypiques spécifiques permettant de les

identifier et de les isoler.

Les CD8" Treg jouent un réle dans la régulation de la réponse immunitaire au
cours de plusieurs modeles murins de maladies auto-immunes (PR, lupus
éerythémateux systémique, SEP, diabéte de type I, colites inflammatoires,
myasthénie) en modulant I'activité des CPA (DC et macrophages) et en diminuant la
prolifération des LT CD4" [307,444]. Chez I'Homme, les données sont peu
nombreuses et les CD8" Treg semblent étre impliqués au cours du lupus
erythémateux systémique, du diabete de type | et de la SEP [307]. A linverse, les
CD8" Treg, en infiltrant certaines tumeurs, sont pathogénes car ils participent a

l'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale [307].

Réle des LT CD8" au cours des pathologies auto-immunes

Le role des LT CD8" au cours des maladies dysimmunitaires est moins bien
connu que celui des LT CD4" mais un certain nombre de données démontre leur
implication dans la physiopathologie de la PR [425], de la SEP [445], du diabete de
type | [446], du vitiligo [447] et de la thrombopénie immunologique [448-451]. Notre
équipe a montré au cours de la thombopénie immunologique que I'’échec d’un
traitement par anti-CD20 (rituximab) était associé a une augmentation des réponses
Th1 et T CD8 spléniques. De plus, il existait une restriction oligoclonale du répertoire
des LT CD8" spléniques chez les patients résistant au rituximab, témoignant d’un
processus d’activation clonale des LT CD8" [452].

Au cours de la SEP, davantage de LT CD8" que de LT CD4" infiltrent le tissu
cérébral. Ces LT CD8" proliférent in situ [453] et leur expansion clonale a également
été montrée dans le sang circulant et le liquide céphalo-rachidien des patients [454].
Au cours de la SEP, les LT CD8" pourraient s’accumuler en raison d’une résistance a
'apoptose induite par Fas [455]. Les données disponibles dans la littérature sont
contradictoires concernant I'implication des LT CD8" dans I'encéphalite auto-immune

extrinséque, principal modele murin utilisé pour I'étude de la SEP. En effet, la
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mortalité est diminuée chez les souris déficientes en LT CD8" mais celles-ci
présentent plus de rechutes [425,432].

Les lymphocytes T CD8" sont également impliqgués dans la pathogénie de la
PR [425,432]. lls semblent avoir un impact sur linitiation et la progression de la
maladie dans plusieurs modéles murins de PR [425,432]. L’élimination des LT CD8"
a un impact variable sur la progression de la maladie en fonction du modéle étudié et
du stade de la maladie [425,432]. En fait, ces études sont trés difficiles a interpréter
car aucune n’a analysé l'implication précise de chaque sous-population de LT CD8"
dans la survenue de la maladie. A chaque fois, la totalité des LT CD8" était éliminée.
Il est donc possible que la discordance des résultats d’'une étude a I'autre ne soit pas
liee au modele lui-méme mais au fait que la déplétion ait porté sur 'ensemble des LT
CD8*, ces derniers comprenant différentes sous-populations fonctionnellement
hétérogenes [425].

Chez 'Homme, plusieurs études ont montré de facon indirecte I'implication
des LT CD8" dans la physiopathologie de la PR [425]. Dans le sang circulant de
patients atteints de PR et comparativement a des sujets sains, une augmentation du
pourcentage de LT CD8" mémoires centraux (CD62L*CD45RA") et une diminution
des LT CD8" effecteurs mémoires (CD62L CD45R0O") a été rapportée [456]. De plus,
le taux de facteur rhumatoide semble corrélé au pourcentage de LT CD8" mémoires
centraux [456]. Dans le liquide synovial de patients atteints de PR, les LT CD8"
représentent environ 40% des LT totaux et leur répertoire est oligoclonal, ce qui
signifie qu’ils proliferent au niveau articulaire [457-459]. De plus, comparativement
aux LT CD8" sanguins, les LT CD8" synoviaux expriment davantage les marqueurs
d’activation CD25 et CD69 [460]. L'étude du répertoire des LT CD8" infiltrant la
synoviale de patients atteints de PR a permis de mettre en évidence une restriction
d’hétérogénéité du TCR et surtout I'existence de séquences identiques d'un patient a
'autre, ce qui permet d’émettre I'hypothése que la PR est une maladie auto-immune
liee a une réponse immunitaire T dirigée contre un auto-antigene commun
[425,457,458]. Cependant, d’autres auteurs pensent que les antigénes stimulant la
réponse immunitaire T CD8 articulaire au cours de la PR ne sont pas liés a la
maladie elle-méme mais plutét un épiphénoméne d’origine virale. En effet, les TCR
de ces LT CD8" reconnaissent différents antigénes viraux issus de I'Ebstein-Barr
virus (EBV), du cytomégalovirus (CMV) et du virus de la grippe [461,462]. Ces LT
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CD8", bien que spécifiques des virus, expriment beaucoup de marqueurs d’activation
et produisent beaucoup de cytokines pro-inflammatoires (notamment de I'IFN-y). lls
pourraient ainsi contribuer a entretenir la réponse inflammatoire locale [463].
Cependant, le fait qu’il n’existe pas de corrélation entre la sévérité de la maladie et le
niveau de réponse CD8 anti-EBV va a I'encontre d’une réelle implication de ces LT
CD8" anti-EBV dans la physiopathologie de la PR [464].

Au cours de la PR, la présence de centres germinatifs ectopiques au sein de
la membrane synoviale est impliquée dans la production de cytokines, d’auto-
anticorps et de facteurs rhumatoides ; de plus, la présence de ces structures est
associée a une maladie de moins bon pronostic [465]. Or, les LT CD8" jouent un role
dans la formation de centres germinatifs ectopiques au sein de la membrane
synoviale car lorsque des souris NOD-SCID sont greffées avec des membranes
synoviales contenant des centres germinatifs, un traitement éliminant les LT CD8"
grace a un anticorps anti-CD8 provoque une destruction des follicules secondaires et
une diminution significative de la production locale de TNF-a et d’IFN-y [465,466].

En résumé, il existe dans la littérature des arguments en faveur d'un réle
physiopathologique des LT CD8" au cours de maladies dysimmunitaires, soit via une
activité cytotoxique excessive ou auto-réactive, soit via un défaut quantitatif ou
fonctionnel en CD8" Treg [425,432]. En revanche, trés peu de données sont
disponibles concernant leur réle au cours de 'ACG. Des études ont mis en évidence
une diminution du nombre de LT CD8" circulants au cours de I'ACG et la PPR [467-
472], y compris au cours de 'ACG a VS normale [473]. La diminution du pourcentage
de LT CD8" circulants au cours de 'ACG semble par ailleurs corrélée a I'existence
d’'une sténose carotidienne [474]. De plus, une corrélation a été mise en évidence
entre la diminution du pourcentage de LT CD8" circulants aprés 6 mois de traitement
par corticoides et le risque de survenue d’ACG ou PPR sévere, c’est-a-dire rechutant
et/ou nécessitant une durée de traitement plus longue [475]. Enfin, une augmentation
des lymphocytes Tc1 (CD8'IFN-y*) dans le sang circulant de patients atteints 'ACG

a plus récemment été mise en évidence [84].
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Comme nous lavons déja évoqué, les mécanismes impliqués dans la
pathogénie de 'ACG font intervenir les lymphocytes Th1 et Th17, les monocytes et
les macrophages [19,137,138,147,148]. Ceci s’accompagne d’une forte production
de cytokines pro-inflammatoires et notamment d’IFN-y, une cytokine impliquée dans
I'activation et la différenciation des LT CD8" [425].

C’est pour ces raisons que nous pensons que les LT CD8" peuvent jouer un
réle dans la physiopathologie de I'ACG et que nous avons étudié leurs
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles au cours de cette pathologie.

2. Etude des LT CD8" au cours de ’ACG : résultats préliminaires

Matériels et Méthodes

Trente patients atteints d’ACG (n = 23) ou de PPR (n = 7) ont été inclus dans
cette étude et comparés a 21 sujets sains appariés pour I'age et le sexe. Les patients
étaient prélevés avant que la corticothérapie ait débuté (maladie active) et aprés 3

mois de traitement (maladie en rémission).

Les cellules mononucléées sanguines (PBMC) ont été isolées par gradient de
centrifugation en milieu de séparation de lymphocytes puis analysées par cytométrie
en flux pour déterminer les pourcentages circulants de LT cytotoxiques
(CD3*CD8*Perforine*GranzymeB™), lymphocytes Tc1 (CD3"CD8*IFN-y*) et Tc17
(CD3*CD8'IL-17%), ainsi que I'expression des principaux récepteurs de chémokines
(CCR5, CCR6, CCR7 et CXCR3), du CD62L, du marqueur d’activation HLA-DR et du
marqueur de dégranulation CD63.

Les concentrations sériques de granzyme A, granzyme B, CCL2, CCL20,
CXCL9, CXL10 et CXCL11 ont été mesurées par ELISA (granzymes A et B) ou

méthode Luminex® (eBioscience).

Cing BAT ont été étudiées par immunohistochimie. Les marquages ont été
réalisés a partir de blocs fixés dans le formol et inclus en paraffine. Les
immunomarquages ont été effectués sur l'automate Benchmark Ultra (Ventana,
llkirch) qui réalise, dans des conditions techniques parfaitement maitrisées, le
déparaffinage des coupes dans des bains de xyléne, leur réhydratation dans des
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bains d’alcool de concentration décroissante, le démasquage antigénique par la
chaleur, l'inhibition des peroxydases endogenes dans une solution d’eau oxygénée,
'incubation avec les anticorps primaires puis secondaires et enfin le dépét d’un
substrat de 'enzyme couplé a I'anticorps secondaire, la Diaminobenzidine qui donne
un précipité brun visible au microscope. Une contre-coloration nucléaire avec
I'nématoxyline a ensuite été effectuée avant le montage avec une lamelle. Les
anticorps suivants ont été utilisés : anti-CD3 (Thermoscientifis, clone SP7, 1/50), anti-
CD4 (Ventana Roche, clone SP5, 1/30), anti-CD8 (Dako, clone CD8/144B, 1/100).

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel Graph Pad PRISM®
Software v5.02. Les variables quantitatives indépendantes (entre patients et sujets
contrdles) ont été comparées par un test non paramétrique de Mann Whitney. Les
variables quantitatives appariées (comparaison des patients avant et aprés 3 mois de
traitement) ont été comparées par un test non paramétrique de Wilcoxon. Lorsque
plus de 3 séries de données étaient comparées, un test de Kruskal-Wallis pour les
variables indépendantes et un test de Friedman pour les variables appariées ont été

réalisés. Le seuil de significativité a été fixé a 0,05.

Résultats
Population étudiée

Les principales caractéristigues des patients inclus dans cette étude sont
résumeées dans le tableau 4. Parmi les 23 patients atteints d’ACG, tous présentaient
au moins 3 des 5 criteres de 'ACR [31]. Une BAT a été réalisée dans 21/23 cas,
mettant en évidence des lésions de vascularite dans 14/21 (67%) cas. Parmi les 9
patients n’ayant pas eu de BAT ou une BAT négative, 1 patient présentait un signe
du halo a I'écho-Doppler des artéres temporales, 2 patients un AVC postérieur en
rapport avec une occlusion de I'artére vertébrale, 1 patient une NOIAA, et 3 patients

une aortite révélée par I'angioscanner aortique.

La VS, la CRP et le fibrinogéne étaient significativement augmentés chez les
patients par rapport aux témoins. A l'inverse, 'hémoglobine était diminuée chez les
patients. L’age, le nombre de lymphocytes et les pourcentages de LT totaux, de LT
CD4" et de LT CD8" n’étaient pas significativement différents entre les groupes. Par

conséquent, dans la suite de cette étude, nous présenterons les résultats sous forme
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de pourcentages de LT CD8" totaux plutét que sous forme de valeur absolue par
mm? (tableau 4).

Enfin, en dehors du fibrinogéne qui était plus élevé au cours de 'ACG, les
principaux parametres biologiques n’étaient pas différents entre les patients atteints
de PPR et d’'ACG (tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des patients et des sujets sains a I'inclusion

Patients Témoins P value
ACG vs Patients vs
ACG (n=23)  PPR (n=7) (n=21) PPR Témoins
Age (années), moyenne + SEM 752+19 776+19 7112127 0.75 0213
[range] [59-90] [68-83] [51-91] ’ ’
Sexe ratio (F/H) 15/8 3/4 12/9
Manifestations cliniques, n (%) -
Signes généraux 16 (70) 5(71)
Céphalées 20 (87) 2(29)
Claudication de la machoire 8 (35) 0
Hyperesthésie du cuir chevelu 9(39) 0
Pouls temporal diminué ou aboli 4(17) 0
Amaurose 1(4) 0
Diplopie 1(4) 0
NOIAA 1(4) 0
Arthralgies 4 (17) 4 (57)
PPR 12 (52) 7(100)
AVC 2(9) 0
Examen complémentaires
Aortite 5/8
Halo au Doppler des AT 1/2 - - - -
Hémoglobine (g/dL) 11,0+0,4 10,9+ 0,6 136+0,3 0,961 <0,0001
Leucocytes (/mm3) 8930 £527 8086+ 1512 | 5909 + 361 0,641 <0,0001
Lymphocytes (/mm3) 1490 £92 1848+ 734 1698 + 152 0,315 0,247
CD3 (%) 7220 79+572 72+15 0,184 0,306
CD4 (%) 54+24 50+ 6,4 51124 0,589 0,427
CD8 (%) 17114 26+83 19+17 0,589 0,84
VS (mm/heure) 838169 830+84 16,9+25 0,799 <0,0001
CRP (mglL) 749+75 66,6 7,3 3,0+0,1 0,667 <0,0001
Fibrinogéne (g/L) 70+0,3 56+0,2 3,3+0,1 0,006 <0,0001
BAT positive 14/21 (61) 0/5 (0) - - -

ACG : artérite a cellules géantes ; AT : artére temporale ; AVC : accident vasculaire cérébral ; BAT :
biopsie d’artére temporale ; CRP : C-réactive protéine ; NOIAA : névrite optique ischémique antérieure
aigué ; PPR : pseudopolyarthrite rhizomélique ; SEM : standard error of the mean ; VS : vitesse de
sédimentation.

Présentation des valeurs : moyenne + SEM (variables quantitatives) ou n (%) (variables qualitatives).
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Caractéristiques phénotypiques des LT CD8*

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les
patients et les sujets sains concernant les pourcentages sanguins de LT CD8" naifs
(CD45RA* CCR7" CD62L") et effecteurs mémoires (CD45RA° CCR7 CD62L)
(Figure 12). En revanche, le pourcentage de LT CD8" mémoires centraux (CD45RA
CCR7" CD62L") était diminué chez les patients (4,3 + 0,6 vs 7,4 + 1,0 ; P = 0,015).
Cette diminution était compensée par une augmentation du pourcentage de LT CD8"
effecteurs (CD45RA" CCR7 CD62L") chez les patients mais sans atteindre le seuil de
significativité (21 +2,9vs 17,5+ 3,0 ; P=0,41) (Figure 12).

L’expression de HLA-DR parmi les LT CD8" avait tendance a étre augmentée
chez les patients par rapport aux témoins mais sans atteindre le seuil de
significativité (27,0 £ 2,8 vs 23,5 £ 2,8 ; P = 0,535).

50- Figure 12: Analyse par

[ Sujetssains cytométrie en flux du

NS @m ACGetPPR | phénotype des LT CD8*

circulants chez 30 patients (23

40 'l' ACG et 7 PPR) et 21 sujets
sains appariés pour I’age.

30- NS Les résultats sont exprimés en
pourcentage de LT CD8*
totaux: LT CD8" naifs
(CD45RA* CCR7”* CD62L"),
effecteurs (CD45RA" CCR7
NS P- 0015 CD62L), effecteurs mémoires
- (CD45RA” CCR7 CD62L) et
10+ mémoires centraux (CD45RA’
CCR7* CD62L").
-_ Les histogrammes représentent
. . . . la moyenne et la barre d’erreur
LTCD8  LTCDS LT CD8 LT CD8 la SEM. ,
naifs effecteurs  effecteurs  mémoires P : test de Mann Whitney.
mémoires centraux

20+ T

% parmiles LT CD8 totaux

La réponse T CD8 cytotoxique est augmentée au cours de I’ACG et la PPR

Le pourcentage de LT CD8" cytotoxiques circulants (CD3"CD8"Perforine”
GranzymeB*) était deux fois plus élevé chez les patients que chez les sujets sains
(36,6 +4,1vs 16,3 £ 3,1% ; P = 0,0004 ; Figure 13). De plus, I'expression de CD63,

molécule exprimée sur la membrane plasmique des LT CD8" cytotoxiques une fois
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gu’ils ont libéré le contenu de leurs granules, était augmentée chez les patients par
rapport aux sujets sains (29,3 £ 3,5 vs 14,8 + 2,9%; P = 0,003 ; Figure 13).

Le pourcentage de lymphocytes Tc1 (CD3*CD8*IFN-y*) n’était pas différent
entre patients et sujets sains. En revanche, celui des lymphocytes Tc17
(CD3*CD8"IL-17") était augmenté chez les patients (0,59 + 0,11 vs 0,15 + 0,03% ;
P<0,0001 ; Figure 13).

Enfin, les concentrations sériques de Granzyme A et Granzyme B étaient plus
élevées chez les patients (n = 36), en comparaison aux sujets sains (n = 23) :
respectivement 20,6 £ 4,4 vs 11,6 £ 2.7 pg/mL (P =0,02) et 3,2 + 1,3 vs 0,95 + 0,49
pg/mL (P = 0,004) (Figure 13).
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Figure 13 : Marqueurs de cytotoxicité et profil cytokinique des LT CD8* au
cours de 'ACG et la PPR. A, B: mesure du pourcentage de LT CD8"
cytotoxiques (CD3"CD8*GranzymeB*Perforine™) et de I'expression membranaire du
CD63 parmi les LT CD8" totaux (n = 30 patients et 21 sujets sains). C, D:
quantification des lymphocytes Tc1 (CD3"CD8*IFN-y*) et Tc17 (CD3*CD8IL-177)
apres stimulation par PMA et ionomycine en présence de Brefeldin-A pendant 4
heures (n = 30 patients et 21 sujets sains). E, F: mesure de la concentration
sérigue de Granzyme A et B par méthode ELISA (n = 36 patients non traités, 23
sujets sains et 29 patients traités). Les barres horizontales représentent les
moyennes et les barres d’erreur la SEM. P<0,05 (*) ; P<0.01 (**) : P< 0,001 (***)
(test de Mann Whitney).
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L’analyse par immunohistochimie de l'infiltrat lymphocytaire T présent dans la
paroi de 5 BAT issues de patients atteints d’ACG a révélé une infiltration massive par
des LT CD4" et CD8", avec un ratio CD4/CD8 d’environ 4/1 (Figure 14).

Figure 14 : Etude par immunohistochimie de I’infiltrat en lymphocytes T CD4" et CD8" dans une
biopsie d’artére temporale d’un patient atteint d’ACG. Les coupes d’artére temporale ont été
réalisées au niveau de la méme Iésion et montrent le résultat d’'un marquage par anticorps anti CD4 et
CD8. Grossissement : x40.

Effet de la corticothérapie sur la réponse lymphocytaire T CD8

Vingt-sept des 30 patients inclus dans cette étude ont été revus aprés 3 mois
de traitement. Tous les patients étaient en rémission clinique et biologique, avec en
moyenne une CRP de 6,7 + 0,9 mg/L, une VS de 26,3 + 2,7 mm a la 1°"® heure et un
fibrinogéne de 3,9 + 0,2 g/L. Au moment du second prélévement, qui avait lieu 3
mois apres le début du traitement, les patients recevaient en moyenne 18,8 + 1,62
mg/j d’équivalent prednisone et un traitement par méthotrexate était associé chez
2/27 (7%) patients.
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Les pourcentages de lymphocytes T cytotoxiques (P=0,0064), de lymphocytes
Tc17 (P=0,0007) et les concentrations sériques de granzyme A (P=0,0008) et de
granzyme B (P=0,0078) avaient significativement diminué par rapport au diagnostic.
Cependant, le pourcentage de lymphocytes Tc1 et I'expression de CD63 par les LT
CD8" totaux n’étaient pas modifiés par la corticothérapie (Figure 13 et 15).
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Figure 15: Effet de la corticothérapie sur la cytotoxicité et le profil
cytokinique des LT CD8" circulants. Mesure par cytométrie en flux du
pourcentage de LT CD8" cytotoxiques (CD3*CD8"Perforine*Granzyme B) (A), de
I'expression membranaire du CD63 par les LT CD8" (B) et des pourcentages de
lymphocytes Tc1 (CD3*CD8'IFN-y*) (C) et Tc17 (CD3*CD8*IL-17") (D) chez 27
patients, avant et aprés 3 mois de traitement par corticoides (et méthotrexate
pour 2 d’entre eux). P : test de Wilcoxon.
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Les LT CD8’ infiltrent la paroi artérielle via I’interaction de CXCR3 avec ses
ligands (CXCL9, -10, -11)

L’expression de CCR5, CCR6 et CCR7 par les LT CD8" totaux n’était pas
différente entre les patients et les témoins. En revanche, nous avons mis en
évidence une augmentation significative de I'expression de CXCR3 par les LT CD8"
circulants des patients, comparativement a ceux des sujets sains (48,1 + 3,6 vs 28,5
+ 3,5% ; P=0,0004 ; Figure 16).

Or, et alors que les taux sériques de CCL2 et CCL20 n’étaient pas différents
entre patients et témoins, la concentration des ligands de CXCR3 était
significativement plus élevée dans le sérum des patients par rapport aux sujets
sains : 629,8 + 194,7 vs 92,8 + 19,2 pg/mL (P <0,0001) pour CXCL9 ; 31,4 + 6,9 vs
9,2 £ 1,5 pg/mL (P <0,0001) pour CXCL10 et 12,0 + 4,1 vs 3,5 = 2,7 pg/mL
(P=0,0094) pour CXCL11. De plus, la concentration sérique de ces 3 chémokines
diminuait significativement apres traitement par corticoides (Figure 16). Cependant, il
n’existait pas de corrélation entre le pourcentage (ou le nombre) de LT CD8"CXCR3"*
circulants et les concentrations sériques de CXCL9, CXCL10 ou CXCL11.
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Figure 16: Expression des
récepteurs de chémokines par
les LT CD8" et mesures des
concentrations sériques de
chémokines au cours de ’'ACG
et la PPR.

A-D : mesure par cytométrie en
flux du pourcentage de LT CD8"
exprimant CXCRS3 (A), CCR5 (B),
CCR6 (C) et CCR7 (D) (30
patients et 21 sujets sains).

E-F: mesure par méthode
Luminex® des concentrations
sériques de CCL2 (E), CXCL9
(F), CXCL10 (H) et CXCL11 (G)
(31 patients non traités, 26
patients traités, 21 sujets sains).

Les barres horizontales
représentent les moyennes et les
barres d’erreur la SEM.

P <0,05 (*) ; P<0.01 (**) ;

P <0,001 (***) (test de Mann
Whitney).



Conclusion et perspectives

Ces résultats préliminaires sont en faveur d’'une implication des LT CD8" dans
la physiopathologie de 'ACG et de la PPR. En effet, chez les patients non traités
chez qui la maladie est active, les LT CD8" infiltrent les lésions de vascularite et ont
dans le sang un phénotype activé : forte expression de molécules cytotoxiques
(granzyme B et perforine) et de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-17. De plus,
les concentrations sériques de granzymes A et B sont élevées au diagnostic et
diminuent significativement lorsque la maladie a été mise en rémission par la

corticothérapie.

Comparativement aux sujets sains, nous avons aussi mis en évidence chez
les patients une augmentation des LT CD8"CXCR3" circulants et des concentrations
en ligands de CXCR3 (CXL9, CXCL10 et CXCL11). L’interaction entre CXCRS et ses
ligands (CXCL9, -10 et -11) pourrait donc intervenir dans le recrutement des LT CD8*
au sein de la paroi artérielle. Une fois dans la paroi vasculaire, les LT CD8"
pourraient alors produire des molécules cytotoxiques et de grandes quantités de
cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y et I'lL-17 [425] qui, au cours de I'ACG,
sont les deux principales cytokines impliquées dans [lactivation des
monocytes/macrophages, des cellules endothéliales et des CML, conduisant au
remodelage de la paroi vasculaire et aux I|ésions caractéristiques de I'ACG
[137,138,158].

Les chémokines de la famille CXC sont divisées en deux groupes. Les
chémokines ELR (CXCL1 a 8) qui contiennent un motif ELR (acide glutamique-
leucine-arginine) prés de leur extrémité N terminale et les chémokines non ELR
(CXCL9 a 11) qui n’en contiennent pas. Méme s’il existe au cours de I'ACG une
intense réponse Th1, aucune étude n’a pour l'instant mis en évidence d’implication
de ces 3 chémokines non ELR dans la physiopathologie de I'ACG. En revanche, il
est bien démontré que CXCL9, -10 et -11 sont produites par les cellules NK et les LT
CD4" et CD8" activés et que I'expression des genes de ces 3 chémokines est induite
par I'lFN-y [476-478]. Sous linfluence de I'lFN-y, les cellules endothéliales, les
fibroblastes, les cellules thyroidiennes, les pré-adipocytes peuvent également
produire CXCL10 [476]. Ces chémokines sont impliquées dans la réponse
immunitaire a médiation cellulaire et donc dans les défenses anti-infectieuses, le rejet

de greffe et certaines maladies auto-immunes spécifiques d’organe (diabéte de type
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1, thyroidites auto-immunes, myasthénie auto-immune) ou systémiques (PR, lupus
érythémateux systémique, psoriasis, cryoglobulinémies, sclérodermie systémique et
syndrome de Gougerot-Sjogren) [476-478]. Comme pour ses ligands, I'expression de
CXCR3 sur les LT et les cellules NK est également inductible par I'lFN-y [479].

La corticothérapie, traitement de référence de 'ACG a induit une rémission
cliniqgue et biologique chez la totalité des malades inclus dans cette étude, ce qui
était corrélé a une diminution significative des concentrations sériques de granzymes
A et B et des pourcentages de lymphocytes Tc17 et T CD8 cytotoxiques circulants.
Simultanément, il existait une diminution des concentrations sériques des ligands de
CXCR3 (CXCL9, -10 et -11). Cette corrélation entre I'activité de la maladie et la
normalisation de ces paramétres biologiques est un argument plaidant en faveur de

'implication de la réponse immunitaire T CD8 au cours de I'ACG.

Ces résultats nous permettent d’émettre I'hypothése suivante : aprés
I'activation des cellules dendritiques, les LT CD4" recrutés dans la paroi artérielle des
patients atteints d’ACG s’activent et se polarisent en lymphocytes Th17 et Th1
(classique ou non) [83,84,137,138,148,163]. L’IFN-y produit par les lymphocytes Th1
va induire la production de CXCL9, -10 et -11 par les LT CD4" et possiblement les
cellules résidentes (CML et cellules endothéliales), ce qui va permettre le
recrutement des LT CD8"CXCRS3" circulants. Une fois dans la paroi artérielle, les LT
CD8" vont libérer le contenu de leurs granules cytotoxiques et participer a la
destruction de la paroi artérielle. lls vont aussi produire des cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFN-y et I'lL-17 et des chémokines (CXCL9, -10 et -11) qui
vont conduire au recrutement d’autres lymphocytes T CD4" et CD8", puis a leur
activation et ainsi créer des boucles d’auto-amplification aboutissant a

'autonomisation de la réponse inflammatoire.

Afin de vérifier cette hypothése, nous souhaitons analyser par
immunohistochimie I'expression de marqueurs de cytotoxicité (granzyme B,
perforine, TiA1 et CD63) par les LT CD8" et la production de CXCL9, CXCL10 et
CXCL11 dans les BAT de patients atteints d’ACG.

Nous prévoyons également d’étudier le répertoire des LT CD8" circulants.
Comme pour les LT CD4"* [157], nous pensons qu’il existe au cours de I'ACG une
restriction d’hétérogénéité du TCR des LT CD8" circulants, témoignant de leur

activation clonale par un ou plusieurs antigene(s). Nous avons donc isolé les LT
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CD8" circulants de 7 patients atteints d’ACG non traités, 6 patients traités et 7 sujets
sains. L'analyse par PCR de la longueur de la séquence CDR3 (Complementary

Determining Region) du TCR est en cours.
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DISCUSSION et PERSPECTIVES

Les résultats de ce travail de thése viennent compléter les données de la
littérature concernant la physiopathologie de I'ACG et illustrent lintérét de
développer, dans 'ACG et d’autres maladies auto-immunes, des traitements ciblant

I'IL-6 et le contrdle de la balance Th17/Treg.

Méme si la responsabilité d’'un agent infectieux dans le déclenchement de
'ACG est suspectée [19], sa nature exacte demeure inconnue mais semble activer,
via le TLR4, les DC de l'adventice vasculaire [158]. Une fois activées, les DC vont
produire diverses chémokines, cytokines et exprimer des molécules de costimulation
leur permettant de recruter les LT CD4" dans la paroi vasculaire puis de les activer.
Dés lors, les LT CD4" produisent des cytokines pro-inflammatoires et notamment de
I'lFN-y qui active les monocytes/macrophages, lesquels produisent alors de grandes
quantités de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et IL-6) responsables des signes
généraux de I'ACG. Les macrophages, stimulés par I'lFN-y, vont ensuite fusionner
pour former des cellules géantes multinucléées dont la présence dans la paroi
vasculaire est caractéristique de 'ACG. Les cellules géantes et les macrophages
vont alors produire des facteurs de croissance (VEGF et PDGF), des
métalloprotéases et des radicaux libres oxygénés qui vont aboutir au remodelage et
a la destruction de la paroi vasculaire [19,137,138,147,148,158,163].

Polarisation Th1 et Th17 au cours de 'ACG

L’ACG était auparavant considérée comme une pathologie au cours de
laquelle les LT CD4" se polarisaient préférentiellement en lymphocytes Th1 [137].
Ensuite, ont été mis en évidence les lymphocytes Th17, une autre sous-population
de lymphocytes T CD4" caractérisée par sa capacité a produire de I'lL-17, une
cytokine fortement pro-inflammatoire [232,233]. Cette sous-population lymphocytaire
T a été impliquée dans la physiopathologie de plusieurs pathologies auto-immunes
[182,238] et rapidement, leur role a été mis en évidence dans I'ACG par I'équipe de
C. Weyand [82]. Dans cette étude, les auteurs ont proposé qu'’il existe au cours de
'ACG deux voies de réponse lymphocytaire T CD4 distinctes : une voie Th17
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sensible a la corticothérapie et une voie Th1 résistante a la corticothérapie. En effet,
dans leur étude [82], la corticothérapie a entrainé une diminution significative de
'expression des cytokines de la voie Th17 (IL-1B, IL-6 et IL-23) alors qu’elle n’a pas
modifié le niveau d’expression de l'lL-12 (une cytokine de la voie Th1) par les
monocytes circulant et infiltrant les artéres de sujets atteints d’ACG [82]. L’existence
de deux voies distinctes d’activation lymphocytaire T au cours de 'ACG a alors été
évoquée : une voie Th17 impliquant des DC productrices d’IL-1B, IL-6 et IL-23
aboutissant a une polarisation Th17 et a la production d’IL-17 qui activerait les
cellules endothéliales, les CML et les fibroblastes. Cette voie Th17 serait
efficacement bloquée par la corticothérapie alors que la voie Th1, impliquant des DC
productrices d’IL-12 et d’IL-18, aboutirait a la production d’IFN-y activant les
macrophages, les cellules endothéliales et les cellules cytotoxiques. Cette voie Th1,
indépendante de la précédente, serait résistante a la corticothérapie et a l'origine des

manifestations vasculaires chroniques de 'ACG [82,163].

Dans notre étude [83], nous avons confirmé que la réponse Th17 était
augmentée au cours de 'ACG et 'avons également montré pour la premiére fois au
cours de la PPR. En effet, nous avons mis en évidence que le pourcentage de
lymphocytes Th17 était augmenté dans le sang circulant des patients. De plus, les
lymphocytes Th17 infiliraient massivement les Iésions d’ACG dans les BAT que nous
avons étudiées [83]. Cependant, a l'inverse des travaux de I'équipe de C. Weyand
[82], nous n'avons pas retrouvé d’augmentation du pourcentage de lymphocytes Th1
dans le sang des patients atteints d’ACG ou de PPR. De plus, aprés 3 mois de
traitement par corticoides, nous avons observé une diminution du pourcentage de
lymphocytes Th1 circulants [83]. Nos résultats concernant I'implication de la voie Th1
sont donc discordants avec ceux de I'équipe de C. Weyand. Cependant, il faut
signaler quelques différences entre les deux études : dans I'étude de I'équipe de C.
Weyand [82], les auteurs n’ont pas utilisé la méme durée de stimulation par PMA et
ionomycine que dans la notre (4h versus 8h), les prélévements sanguins chez les
patients traités n’ont pas tous été obtenus aprés la méme durée de traitement, et
surtout, les patients traités et non traités n’étaient pas les mémes personnes

(absence d’appariement).

Méme avec ces discordances, ces deux études [82,83] permettent de mieux

comprendre les interactions qui existent entre lymphocytes Th1 et Th17 au cours de
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'ACG. Les résultats de notre étude [83] ne sont pas en faveur de I'hypothese selon
laquelle il existerait au cours de 'ACG deux voies distinctes, Th1 d’une part et Th17
d’autre part. En effet, la différenciation lymphocytaire Th1, Th17 ou méme Treg n’est
pas un processus figé mais dynamique, ces sous-populations pouvant se
redifférencier en d’autres sous-types lymphocytaires, ce qui définit le concept de
plasticité [203,229,363]. Ce concept permet d’expliquer I'existence de LT CD4*
double positifs (IFN-y*IL-17"), dits Th1/Th17, qui sont significativement augmentés
dans le sang circulant des patients atteints d’ACG ou de PPR [82,83]. Lorsque nous
avons débuté notre étude, I'équipe de F. Annunziato venait de d’identifier une
population lymphocytaire particuliére, les LT CD4"CD161" qui peuvent, en fonction
de leur environnement cytokinique, se différencier en lymphocytes Th17 ou Thi,
alors que les LT CD4'CD161° ne peuvent se polariser qu’en lymphocytes Th1
[269,272]. Les LT CD4"CD161" correspondent donc a une population de précurseurs
des lymphocytes Th17 et sont en outre pourvus de propriétés plastiques entre les
voies Th1, Th1/Th17 et Th17 [203,258,364]. C’est la raison pour laquelle nous avons
étudié cette population cellulaire au cours de I'ACG, montrant alors leur implication
dans la physiopathologie de cette affection. Cette sous-population lymphocytaire T
CD4 exprime CCRG, le ligand de CCL20, qui leur permet d’infiltrer la paroi artérielle
[83,265,274]. Ainsi, alors qu'ils représentent environ 10% des LT CD4" dans le sang
circulant, les LT CD4*CD161" infilirent de fagon massive la paroi artérielle des
patients atteints d’ACG et produisent (in vitro et dans la paroi artérielle) de grandes
quantités d’IL-17 et d’IFN-y. Ceci illustre encore une fois la plasticité qu’il existe in
situ entre les voies Th1 et Th17. De plus, nous avons observé que la corticothérapie
induisait une diminution significative de la production d’IL-17 et d'IFN-y par les LT
CD4"CD161" circulants.

En fait, plus qu'une réelle population de précurseurs des lymphocytes Th17,
les LT CD4"CD161" constituent plutét un marqueur phénotypique des lymphocytes
Th17, Th1/Th17 ou du passage par un stade de différenciation Th17 des
lymphocytes Th1 dits « non classiques » [258,265,274]. Le marqueur CD161 permet
donc de distinguer les deux types de lymphocytes Th1: les Th1 classiques
(CD4*IFN-y"CD161°) et les Th1 non classiques (CD4*IFN-y"CD161%) [258,364].
Aussi, le fait que nous ayons montré que CD161 était exprimé par la plupart des
lymphocytes Th1 infiltrant les BAT de sujets atteints d’ACG permet de prouver qu’il
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s’agit de lymphocytes Th1/Th17 ou Th1 non classiques dont la polarisation est

probablement passée, au préalable, par un état Th17 [83].

Ces données récentes sur la plasticité des LT CD4"CD161" permettent de
mieux comprendre les résultats de notre premiere étude [83] et de proposer une
hypothése alternative a celle de C. Weyand. Plutét que I'existence de deux voies
distinctes dérivant de deux types de DC, nous pensons qu’il n’existe qu’'une seule
population de DC qui s’activent puis permettent le recrutement dans la paroi artérielle
des LT CD4*CD161%, via une interaction entre CCR6 et son ligand CCL20. Ensuite,
les LT CD4*CD161" se polarisent en lymphocytes Th17 puis en Th1/Th17 et enfin en
Th1 « non classiques » en raison d’'un environnement cytokinique riche en IL-12 et
s’appauvrissant en IL-1f3, IL-6 et IL-23 aprés que la corticothérapie ait été débutée
[203]. Des arguments en faveur de cette hypothese ont été apportés par des travaux
utilisant un modéle expérimental de colite inflammatoire dans lequel les lymphocytes
Th17, par le biais de la production d’IL-17, induisaient la sécrétion d’'IL-12 et d’'IL-23
par les cellules muqueuses résidentes, aboutissant alors a la différenciation des
lymphocytes Th17 en Th1 producteurs d’IFN-y [480]. Les lymphocytes Th17 sont
donc capables d’induire leur propre polarisation en Th1 et il est donc possible que la
« disparition » des lymphocytes Th17 de la paroi des artéres de patients atteints
d’ACG au profit de Th1 corresponde en fait a I'histoire naturelle de 'ACG.

Afin d’étayer cette hypothése, nous souhaitons mesurer dans le sang circulant
de patients atteints d’ACG, avant et apres corticothérapie, et comparativement a des

sujets sains, les pourcentages de lymphocytes Th1 classiques et non classiques.

Réponse Treg au cours de ’'ACG

Les résultats de ce travail de thése ont également permis de montrer que
'immunologie de 'ACG ne se limitait pas a un excés de réponse Th1 et Th17 mais
aussi, et comme dans d’autres maladies auto-immunes [309], qu’il existait un défaut
quantitatif en Treg. Nous avons en effet mis en évidence une diminution significative
du pourcentage de Treg circulants (CD4*CD25""FoxP3*) au cours de I'ACG et de la

PPR [83]. Dans cette étude, nous avons observé que la capacité des Treg a inhiber
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la prolifération des LT effecteurs autologues de 10 patients atteints d’ACG ou de
PPR était identique a celle de 7 sujets sains appariés pour I'dage. Ces résultats
étaient en faveur de 'existence d’un déficit quantitatif en Treg sans déficit fonctionnel
associe. Ces données doivent néanmoins étre nuancées puisque nous n’avons pas
analysé la capacité des Treg a inhiber la production d'IFN-y et d'IL-17 par les LT
effecteurs [83]. Il est en effet possible que, méme s’ils en inhibent la prolifération, les
Treg ne freinent pas la production d’IFN-y et/ou d’IL-17 par les LT effecteurs au cours

de 'ACG, comme cela a été démontré au cours de la PR [393,394,417].

Ces nouvelles données concernant le role des Treg au cours de I'ACG
conduisent a un changement de paradigme : d’'un modéle de déséquilibre de la
balance Th1/Th2, nous avons évolué vers un modéle physiopathologique basé sur
un deéséquilibre de la balance Th17/Treg [83,147,148,405]. La corticothérapie,
traitement de référence actuel de 'ACG permet de corriger cet excés de réponse
Th17 mais ne corrige pas le déficit quantitatif en Treg. Ce défaut de restauration
d’'une réponse T régulatrice suffisante pourrait jouer un role dans la survenue de
rechutes lors de la décroissance de la corticothérapie. Jusqu’a présent, en dehors du
méthotrexate, aucun traitement immunosuppresseur et aucune biothérapie n’avait
montré d’efficacité dans le traitement de 'ACG [96]. Mais depuis 2011, plusieurs
publications ont rapporté des séries de patients atteints d’ACG ou de PPR traités

avec succes par tocilizumab [118-131].

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le
récepteur de I'lL-6, ce qui lui permet d’agir a la fois sur le récepteur membranaire et
le récepteur soluble de I'lL-6. Il a d’abord été développé au cours de la PR ou il a
démontré son efficacité seul [408] ou en association avec le méthotrexate [409,410].
Compte tenu de I'implication de I'lL-6 dans le contr6le de la balance Th17/Treg, nous
avons donc analysé l'effet de ce traitement sur la balance Th17/Treg chez des
patients atteints de PR et montré que le blocage de la voie de I'lL-6 par le tocilizumab
était capable de corriger la balance Th17/Treg en diminuant le pourcentage de Th17
et en augmentant également celui des Treg [420]. Malgré des discordances
concernant l'effet du tocilizumab sur la diminution de la réponse Th17, deux études
indépendantes ont récemment confirmé que ce traitement, via le blocage de la voie
de I'IL-6, permettait de corriger la balance Th17/Treg en augmentant le pourcentage
de Treg circulants [418,421].
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Au cours de I'ACG, le role physiopathologique clairement démontré de I'lL-6
[116], 'existence d’un déséquilibre de la balance Th17/Treg [83,148] qui peut étre
corrigé par le tocilizumab [420] et les résultats prometteurs obtenus avec ce
traitement chez des patients atteints d’ACG [118-131] font de cette biothérapie
bloquant la voie de I'lL-6 un traitement particulierement prometteur pour la prise en
charge de cette vascularite. C’est pourquoi trois essais thérapeutiques prospectifs
(ClinicalTrials.gov. n°NCT01450137, NCT01791153 et NCT01910038) sont
actuellement en cours afin d’évaluer I'intérét du tocilizumab dans le traitement de
FACG. L’'un de ces essais (HORTOCI, n®NCT01910038) est coordonné par notre
équipe et promu par le CHU de Dijon. Il s’agit d’'une étude de preuve de concept, de
phase Il, financée par le PHRC national, qui évalue l'intérét d’adjoindre a la
corticothérapie un traitement par tocilizumab (8 mg/Kg toutes les 4 semaines pour un
total de 4 perfusions) afin de diminuer rapidement la dose de corticoides. L’objectif
est en effet d'atteindre 0,1 mg/Kg/j d’équivalent prednisone aprés 6 mois de
traitement, alors que cette posologie est habituellement atteinte dans moins de 50%
des cas au cours de 'ACG [97,481]. En octobre 2014, sept patients sur les 20 prévus
au total ont déja été inclus dans cette étude.

Réponse T CD8 au cours de ’'ACG

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons étudié le réle des
lymphocytes T CD8" au cours de 'ACG. En effet, et alors qu’ils sont impliqués dans
d’autres maladies auto-immunes et auto-inflammatoires [425,432], leur rbéle dans
'ACG n’est pas bien connu. Les résultats préliminaires dont nous disposons sont en
faveur d’'une implication des LT CD8* au cours de I'ACG puisqu’ils sont présents
dans les lésions de vascularite et qu’ils expriment davantage de marqueurs de
cytotoxicité (granzyme B et perforine) et d’'IL-17 que les LT CD8" circulants de sujets
sains appariés pour I'age. L’interaction entre CXCR3 et ses ligands (CXCL9, -10 et -
11), voie up-régulée par I'lFN-y, pourrait étre impliquée dans le recrutement des LT
CD8" dans les Iésions de vascularite. Nous pensons que les LT CD8" sont recrutés
dans la paroi artérielle suite a la production par les LT CD4" d’'IFN-y qui va stimuler la
production de CXCL9, -10 et -11 par les lymphocytes eux-mémes et peut étre par les
cellules résidentes. Une fois présents dans la paroi artérielle, les LT CD8" pourraient
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alors produire de grandes quantités de molécules cytotoxiques (granzyme B et
perforine) et ainsi participer a la destruction de la paroi artérielle. De plus, ils
pourraient produire des cytokines pro-inflammatoires, comme I'lL-17 et I'lFN-y, et

ainsi participer a la chronicisation de la réponse inflammatoire.

Nos données préliminaires semblent montrer que la corticothérapie est
capable d’inhiber la réponse T CD8. En revanche, nous ne disposons pas encore de

données concernant I'effet du tocilizumab sur la réponse T CD8.

Les résultats de ce travail de these viennent donc compléter les données de la
littérature concernant la physiopathologie de 'ACG et nous permettent aujourd’hui de
proposer de nouvelles hypothéses concernant le modele physiopathologique de

'ACG. Ces données sont résumées dans la figure 17.
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Figure 17 : Modéle physiopathologique de ’ACG. (Légende page suivante)
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1/ Artére normale : les cellules dendritiques (DC) résidentes de I'adventice sont a I'état immature.
Elles expriment CCR6 et des TLR dont la nature varie en fonction du type d’artére.

2/ Activation des DC par un signal « Danger » (PAMP : pathogen associated molecular pattern) par
l'intermédiaire des TLR. Burkholderia pseudomallei-like pourrait étre I'agent infectieux responsable de
I'activation des DC. Une fois activées, les DC changent de morphologie, expriment CCR7 et CD83 et
produisent des chémokines (CCL19, CCL20 et CCL21) qui vont recruter les LT CD4" via les vasa
vasorum et piéger les DC dans la paroi artérielle. Les DC expriment fortement le CMH-II et les
molécules de costimulation CD80 et CD86, ce qui leur permet d’activer les LT CD4" reconnaissant
l'antigéne qu'elles ont apprété au sein de leurs molécules de CMH-Il. Les LT recrutés sont
majoritairement caractérisés par un phénotype CCR6"CD161" et se polarisent en lymphocytes Th17
(en présence d’IL-6, IL-1B et IL-23) et/ou en Th1 non classiques (CD1617, en présence d’IL-12 et IL-
18). Il existe probablement une 3°™ voie de différenciation, Th1 classique, impliquant les LT
CD4'CD161°, ces derniers étant minoritaires dans linfiltrat inflammatoire au sein des lésions de
vascularite. Ces cytokines Th1 et Th17 empéchent le développement d’'une réponse T régulatrice
suffisante pour contréler lintensité de la réponse inflammatoire qui va alors se chroniciser. Les
lymphocytes Th17 produisent de I'lL-17 qui pourrait entrainer la production d’IL-23 et d’IL-12 par les
cellules résidentes, stabilisant ainsi la voie Th17 (via I'lL-23) et induisant une polarisation Th1 (via I'lL-
12). Les corticoides sont capables d’inhiber la voie Th17 mais n’'auraient pas d’effet sur la réponse
Th1. Le tocilizumab, anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de I'lL-6 est quant a lui capable
de corriger la balance Th17/Treg en diminuant la réponse Th17 et en augmentant le nombre de Treg.

3/ Infiltration lymphocytaire T oligoclonale et polarisation Th1 et Th17. Les DC produisent des
cytokines qui vont favoriser la polarisation des LT en lymphocytes Th1 et Th17. En présence d’IL-12,
les LT CD4" se polarisent en lymphocytes Th1 producteurs d’IFN-y. En présence d’IL-1B, d’IL-6 et
d’'IL-23, les LT CD4" se polarisent en lymphocytes Th17 producteurs d’IL-17. Suite a la production de
CCL2 par les lymphocytes et les cellules musculaires lisses (CML) présentes dans la paroi vasculaire,
les monocytes qui expriment CCR2 (le ligand de CCL2) sont recrutés dans la paroi vasculaire et se
différencient en macrophages (MP) qui sont a leur tour activés par les cytokines lymphocytaires,
notamment I'lFN-y.

4/ Les MP de I'adventice produisent de grandes quantités d’IL-13 et d’IL-6 qui sont responsables des
signes généraux de I'ACG et qui vont entretenir des boucles d’amplification aboutissant a la
pérennisation de la réponse inflammatoire. Dans la média, les MP et les cellules géantes produisent
des facteurs de croissance : le VEGF provogque une néoangiogenése qui va accroitre le recrutement
des cellules inflammatoires, le PDGF est responsable de la migration et de la prolifération des CML
aboutissant a I'hyperplasie intimale. Sont aussi produits des métalloprotéases (MMP), du monoxyde
d’azote (NO) et des radicaux libres oxygénés (O’) qui vont détruire la média et la limitante élastique
interne. Ce remodelage vasculaire est a l'origine des manifestations ischémiques de I'ACG. La
production d’IFN-y par les lymphocytes Th1 pourrait également induire une production de CXCL9,
CXCL10 et/ou CXCL11 par les lymphocytes et les cellules résidentes et ainsi recruter les LT CD8"
exprimant CXCR3, le ligand de ces 3 chémokines. Les LT CD8" pourraient participer a la destruction
de la paroi artérielle et a la chronicisation de la réponse inflammatoire via la production de molécules
cytotoxiques (perforine et granzymes), d’'IL-17 et d’IFN-y.

DC : cellule dendritique ; CCL et CXCL : chémokines (famille CC ou CXC) ; CCR et CXCR : récepteur
de chémokine (famille CC ou CXC) ; CD: cluster of differentiation ; CMH-Il : Complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il ; CML : cellule musculaire lisse ; IFN-y : interféron-gamma; IL :
interleukine ; LT : lymphocyte T ; MMP : métalloprotéases ; MP : macrophage ; PAMP : pathogen
associated molecular pattern ; O : radicaux libres oxygénés ; PDGF : platelet-derived growth factor ;
TLR : toll like receptor ; VEGF : vascular endothelial growth factor.
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Qutre l'apport de données nouvelles pour enrichir le modéle
physiopathologique de 'ACG, nos résultats soulévent des interrogations et ouvrent

de nouvelles voies d’explorations qui constituent les perspectives de ce travail.

Les différentes études en cours dans notre équipe nous permettent de
disposer trés régulierement de préléevements biologiques (sang et tissus) issus de
patients atteints d’ACG et traités soit par corticothérapie seule, soit par corticoides et
tocilizumab dans le cadre de I'étude HORTOCI. En plus de la comparaison avec une
cohorte de sujets sains appariés pour I'age, nous pourrons donc analyser I'effet du
tocilizumab au cours du traitement de 'ACG. A l'avenir, ceci pourrait permettre
d’identifier des biomarqueurs prédictifs de bonne réponse ou de résistance a ce

traitement.

A plus court terme, nous prévoyons de réaliser les analyses suivantes :

e Etudier l'implication des lymphocytes Th1 classiques (CD4*IFN-y*CD161") et
non classiques (CD4'IFN-y*"CD161%) dans la pathogénie de 'ACG.

e Approfondir I'étude fonctionnelle des Treg en analysant leur capacité a inhiber
la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-17 et IFN-y) par les LT effecteurs.

e Poursuivre I'étude des LT CD8" au cours de 'ACG :
o Etude immunohistochimique des BAT de patients atteints ’ACG :

o expression de marqueurs de cytotoxicité par les LT CD8*

(granzyme B, perforine, TiA1 et CD63)
o production in situ de CXCL9, CXCL10 et CXCL11

e Etude du répertoire T des LT CD8" circulants grace a I'analyse par PCR
de la longueur de la séquence CDR3 (Complementary Determining
Region) du TCR.

A plus long terme, nous envisageons la mise au point d’'un modeéle in vitro
d’ACG, basé sur des cultures d’artéres temporales sur gel 3D (MATRIGEL®).
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CONCLUSION

Ce travail de thése a été axé sur I'étude de la réponse immunitaire T au cours
de 'ACG et de la PPR. Dans la premiére partie de ce travail, nous avons confirmé
l'implication des lymphocytes Th17 dans la pathogénie de 'ACG et avons montré
pour la premiere fois leur implication au cours de la PPR. De plus, notre étude des
lymphocytes T CD4*CD161" a permis de mieux comprendre les mécanismes de
plasticité entre les réponses Th1 et Th17 au cours de ces deux pathologies. Nous
avons complété ces travaux par I'étude de la réponse T régulatrice en montrant qu’il
existe un déficit quantitatif des Treg au cours de 'ACG et de la PPR. Dans la suite de
ce travail, nous avons mis en évidence, chez des patients atteints de PR, que le
blocage de la voie de signalisation de I'lL-6 par un anticorps monoclonal dirigé contre
le récepteur de I'lL-6 permet de corriger le déséquilibre de la balance Th17/Treg, en
diminuant la réponse Th17 et en augmentant simultanément la réponse T régulatrice,
a l'inverse des corticoides qui diminuent le pourcentage de Th17 sans corriger le
déficit en Treg. Enfin, dans la derniére partie de ce travail, nous avons montré pour la
premiéere fois que les LT CD8" étaient également impliqués dans la pathogénie de
'ACG et de la PPR.

Ces résultats ont permis de faire progresser les connaissances concernant la
physiopathologie de 'ACG et de la PPR, en évoluant d’'un modéle articulé autour
d’'un déséquilibre de la balance Th1/Th2 vers celui d’'un déséquilibre de la balance
Th17/Treg. Ces données nouvelles permettent de proposer des thérapeutiques
mieux ciblées pour 'ACG et la PPR, notamment [lutilisation d’'un anticorps

monoclonal anti-IL-6R (tocilizumab).
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Stroke associated with giant cell arteritis:

a population-based study

Maxime Samson,*3 Agnés Jacquin,* Sylvain Audia,"** Benoit Daubail,*
Hervé Devilliers,> Tony Petrella,® Laurent Martin,® Jéréme Durier,”
Jean-Francois Besancenot,® Bernard Lorcerie,’ Maurice Giroud,*

Bernard Bonnotte, "> Yannick Béjot*

ABSTRACT

Background Giant cell arteritis (GCA) is the most
common vasculitis in people >50 years and can be
associated with stroke. We aimed to evaluate the
epidemiology and characteristics of stroke in patients
with GCA.

Methods All patients with a biopsy-proven diagnosis
of GCA were identified among residents of the city of
Dijon, France (152 000 inhabitants), between 2001 and
2012 using a prospective database. Among these,
patients who suffered from stroke were retrieved by
crossing data from the population-based Dijon Stroke
Registry. Demographics and clinical features were
recorded. We considered that the stroke was GCA-
related if the stroke revealed GCA or occurred between
the onset of symptoms and 4 weeks after the start of
treatment.

Results Among the 57 biopsy-proven patients with
GCA (incidence rate 10.9/100 000/year in individuals
>50 years), 4 (7.0%) experienced a GCA-related stroke.
Three were men and all had >2 vascular risk factors and
were >80 years. The stroke was vertebrobasilar for 3/4
patients and undetermined for the remaining one. The
incidence rate of GCA-related stroke in patients

>50 years was 0.76/100 000/year (95% Cl 0 to 2.47),
1.36/100 000/year in men (95% CI 0 to 3.63) and
0.33/100 000/year (95% Cl 0 to 1.45) in women.
Conclusions This population-based study
demonstrated that GCA-related stroke essentially affects
the vertebrobasilar territory and mainly occurs in old
men with associated vascular risk factors. Although rare,
GCA symptoms must be searched for in elderly patients
with stroke, and optimal vascular prevention must be
conducted carefully in patients with GCA with a high
vascular risk before initiating GCA treatment.

INTRODUCTION

Giant cell arteritis (GCA) is a granulomatous large
vessel vasculitis that usually affects the aorta and/or
its major branches, especially the branches of the
carotid arteries. Due to the progressive aging of the
population in Western countries, GCA has become
the most common vasculitis in persons over
50 years of age. Peak incidence is observed in those
aged between 70 and 80 years.'™ Histopathological
lesions are observed in all layers of the artery and
lead to segmental and focal panarteritis with a poly-
morphic cell infiltrate that includes T cells, macro-
phages and multinucleated giant cells, a fragmented

internal elastic lamina and intimal hyperplasia.* °

The pathophysiology of GCA is complex and not
fully understood, but knowledge about the disease is
improving.®™'® In 27-56% of cases, GCA is asso-
ciated with polymyalgia rheumatica (PMR), which
has a common pathogenesis." 2 °

In both PMR and GCA, systemic symptoms
(fever, asthenia, anorexia and weight loss) are the
consequence of chronic inflammation. However,
the typical features of GCA result from the arterial
topography of the inflammatory process, which
involves vessel scarring and narrowing and eventu-
ally occlusion or severe stenosis. Vascular remodel-
ling is responsible for ischaemic symptoms such as
headache, scalp tenderness, jaw claudication, visual
loss, scalp or tongue necrosis and also central
nervous system ischaemic complications. Visual loss
is usually caused by acute ischaemia of the optic
nerve (AION), which is one of the most severe
complications of GCA, occurring in about 30% of
patients and leading to permanent loss of vision in
15% of cases." '* ' Patients with GCA may also
experience a stroke in the carotid or vertebrobasilar
territories.” '* '* It usually occurs in the period of
active disease and mainly affects the vertebrobasilar
territory.” '3 1° This topography of stroke is more
common in patients with active GCA than in the
general population of the same age.'® Nevertheless,
stroke remains an uncommon complication of
GCA. It was observed in 2.8% of a large series of
287 biopsy-proven patients with GCA between the
onset of symptoms and 4 weeks after the beginning
of the treatment.'> However, no population-based
study is currently available to determine the exact
incidence of stroke associated with GCA.

Therefore, based on data from the Dijon Stroke
Registry, we aimed to evaluate the epidemiology
and characteristics of stroke in patients with GCA.

METHODS

Study population and case ascertainment

So as to identify overall cases of stroke associated
with GCA in a geographically defined area, this
population-based study relied on crossing data pro-
spectively obtained from two different databases.

Ascertainment of cases of GCA

Cases of GCA were identified using a database that
collected all patients who underwent a temporal
artery biopsy (TAB) between 1 January 2001 and
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31 December 2011 at the University Hospital of Dijon, France,
and at one private practice of the city. These two centres are
responsible for the management of all TABs performed in
patients living in Dijon (2007 census: 151 543 inhabitants).
TABs are routinely performed in all patients with clinical mani-
festations of GCA. The TAB was taken from the side where
symptoms were predominant. When possible, the TAB was
guided by Doppler sonography of the temporal artery. When
clinical symptoms suggested GCA but the first TAB was nega-
tive, a second TAB could be performed but was not done in
every case. Biopsies were also considered for patients with iso-
lated PMR, even without specific manifestations of GCA, espe-
cially if general symptoms were severe and/or erythrocyte
sedimentation rate (ESR) >50 mm/h. The two pathology
departments used a similar protocol for microscopic examin-
ation of TABs, by dividing the artery, when sufficiently long,
into several segments of 2 mm, paraffin embedding and trans-
verse cutting of 3-5 mm thick sections stained with H&E. TABs
were then analysed by expert pathologists (LM and TP).

GCA was diagnosed in accordance with the American College
of Rheumatology (ACR) criteria.'” Patients included in this
study were considered to have biopsy-proven GCA when the
TAB showed a pathology compatible with the diagnosis of
GCA: mononuclear cell infiltration of the arterial wall, with or
With(;ut the presence of granulomas and/or multinucleated giant
cells.

Ascertainment of stroke cases

All cases of stroke (including ischaemic stroke, spontaneous
intracerebral haemorrhage and undetermined stroke) defined
according to WHO recommendations'® were identified among
residents of the city of Dijon using the Dijon Stroke Registry.
This population-based registry complies with the criteria recom-
mended for the running of ‘ideal’ stroke incidence studies,”® *°
and case-collection procedures have been described else-
where.>?® Briefly, so as to ensure the exhaustiveness of case
ascertainment, multiple overlapping sources of information
were used to identify fatal and non-fatal stroke in hospitalised
and non-hospitalised patients: (1) a review of medical records
from the emergency rooms, and all the clinical and radiological
departments of Dijon University Hospital, with a diagnosis of
stroke made by one of the neurologists of the department
of neurology, where the Stroke Registry is located. (2) A review
of medical records from the emergency rooms and all of the
clinical departments of the three private hospitals of the city
and its suburbs, with diagnosis made by neurologists working in
these establishments. (3) A review of computerised hospital
diagnostic codes of Dijon University Hospital. The International
Classification of Diseases, tenth revision (ICD-10), was used.
The following codes are initially searched for: 160 (subarachnoid
haemorrhage), 161 (intracerebral haemorrhage), 162 (non-
traumatic intracranial haemorrhage), 163 (ischaemic stroke), 164
(non-determined stroke), G45 (vascular syndromes), G46 (tran-
sient ischaemic attack) and G81 (hemiplegia). Study investiga-
tors then consulted the medical records of identified patients to
confirm or not the reported diagnosis or to reclassify the
patients if a misclassification was noted. (4) A review of compu-
terised hospital diagnostic codes of the private hospitals with
the same procedure as described above. (5) Collaboration with
the general practitioners to identify patients with stroke
managed at home or in nursing homes, with the diagnosis
assessed by public or private neurologists from outpatient
clinics. (6) A review of the medical records of patients identified
from a computer-generated list of all requests for imaging to the

private radiological and Doppler ultrasound centres of the city
and its suburbs. (7) Finally, regular checking of death certificates
obtained from the local Social Security Bureau that is respon-
sible for the registration of deaths in the community, particularly
fatal strokes outside hospital. The quality and the completeness
of the registry are certified every 4 years by an audit from the
National Institute for Health and Medical Research and the
National Public Health Institute. Ischaemic strokes were classi-
fied according to the trial of ORG 10172 in acute stroke treat-
ment (TOAST) classification.

So as to identify potential cases of stroke preceding the diag-
nosis of GCA or occurring soon after, the Dijon Stroke Registry
database was searched for stroke cases identified among patients
with GCA between 1 January 1985 and 28 January 2012.

Definition of GCA-related stroke

We considered that the stroke was CGA-related if it revealed
GCA or if a stroke occurred between the onset of GCA symp-
toms and 4 weeks after the beginning of the treatment.'®

Data collected

The following vascular risk factors were systematically col-
lected*'™>*: hypertension (high blood pressure noted in a
patient’s medical history or patients under antihypertensive
treatment), diabetes mellitus (glucose level >7.8 mmol/L
reported in the medical record or patients on insulin or oral
hypoglycaemic agents), hypercholesterolaemia (total cholesterol
level >5.7 mmol/L reported in the medical history or patients
treated with lipid-lowering therapy), atrial fibrillation, history of
coronary heart disease, heart failure, peripheral artery disease
(PAD), alcohol intake (>3 units a day in men and >2 in
women), smoking, cancer and previous stroke or transient ische-
mic attack. Treatments prior to the stroke including antiplatelet
agents, anticoagulants, antihypertensive treatments and statins
were recorded. Clinical features at stroke onset were also
reported. Data about the clinical characteristics of GCA and its
treatment and outcome were retrospectively reviewed using
medical charts.

Statistical analysis

Proportions were compared using Fisher’s exact test. Incidence
rates were calculated using the average population of Dijon as
denominators. These rates were age and sex adjusted to the
2006 European population using the direct method.** CIs for a
Poisson distribution were calculated. p Values <0.05 were con-
sidered statistically significant. STATAV.10.0 software (StataCorp
LB College Station, Texas, USA) was used for statistical analyses.

Ethics

The Dijon Stroke Registry was approved by the National Ethics
Committee and the French Institute for Public Health
Surveillance.

RESULTS
Between 1 January 2001 and 31 December 2011, a biopsy-
proven diagnosis of GCA was made in 57 consecutive patients
(39 females and 18 males) living in Dijon. All these patients met
the ACR criteria. The corresponding annual incidence of GCA
was 10.9/100 000/year (95% CI 4.4 to 17.3) in individuals aged
>50 years old and 13.4/100 000/year (95% CI 6.3 to 20.6) in
those aged >55 years old.

Nine of these patients were identified in the Dijon Stroke
Registry as having suffered from a stroke between 1 January
1985 and 28 January 2012. For three of these patients, the
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stroke occurred before the first symptoms of GCA (5, 15 and
113 months before), and for two, the stroke occurred >4 weeks
after the start of treatment for GCA (24 and 38 months later).
The characteristics of these patients for whom stroke was not
considered to be GCA-related are shown in online supplemen-
tary table S1. Of note, for patient 2, who had a stroke only
5.1 months before GCA was diagnosed, no GCA-related symp-
toms were observed at stroke onset or during the acute stage.
Apart from one patient for whom data were lacking, none of
these patients had a stroke involving the vertebral territory, 4
were women and 4 had hypertension in their medical history
(see online supplementary table S1).

The remaining four patients (7.0% of patients with GCA
living in the city of Dijon) had thus suffered from GCA-related
stroke according to our criteria (figure 1). The characteristics of
these four patients are summarised in table 1. One patient had
stroke 2 weeks after glucocorticoids had been started. In this
patient, heparin was also given at the time glucocorticoids were
started because of central retinal artery occlusion and AION.
Heparin was administered for 10 days and then stopped and
replaced with aspirin (100 mg/day) 3 days before occurrence of
the stroke, which was related to small vessel occlusion (TOAST
3). Of note, at the time of the stroke in this patient, diabetes
was well controlled even though the patient was being treated
with steroids. For the other three patients, GCA was revealed by
the stroke. In patient 3, GCA symptoms (weakness, anorexia,
weight loss and acute phase syndrome) had started 1 month
before the stroke, making clinicians to perform a TAB that sub-
sequently revealed GCA.

All of the patients had at least two risk factors in addition to
age for atherosclerosis. All suffered from arterial hypertension,
which was already treated before stroke onset in all the cases.
Of note, 3/4 cases (75%) were male. In the biopsy-proven GCA
cohort of patients, 3/18 (16.7%) males had stroke versus 1/39
(2.6%) females (p=0.088).

The topography of stroke was vertebrobasilar in 3/4 (75%)
cases. In patient 2, no CT scan was performed but symptoms
could be compatible with a massive or brainstem stroke. Of
note, this patient was already receiving an effective dose of
heparin for atrial fibrillation before GCA was confirmed and the
stroke occurred (table 1).

Between 1 January 2001 and 28 January 2012, 2305 strokes
that occurred in people >50 years old were registered in the
Dijon Stroke Registry, including 1966 ischaemic, 285 haemor-
rhagic, and 54 undetermined strokes. Among these, four

| 57 blopsy-proven GCA* ] | 2,305 strokes ** |
9 patients
with GCA + stroke
5 excluded:
+ 3 strokes before GCA onset
* 2 strokes >4 weeks after treatment

4 patients
with GCA-related stroke

Figure 1  Flow chart of the study. *In Dijon between 1 January 2001
and 31 December 2011. **In people >50 years old living in Dijon
between 1 January 2001 and 28 January 2012. GCA, giant cell
arteritis.

(0.17%) were directly related to GCA. The crude incidence rate
of stroke associated with GCA in patients aged >50 years old
was 0.76/100 000/year (95% CI 0 to 2.47). Corresponding
figures were 1.36/100 000/year in men (95% CI 0 to 3.63) and
0.33/100 000/year (95% CI 0 to 1.45) in women. The
European standardised rate was 0.57/100 000/year (95% CI 0
to 2.05).

DISCUSSION

To our knowledge, this report is the first population-based study
that assessed the frequency of stroke among patients with GCA
and provided the incidence rate of stroke associated with GCA.

Herein, we confirmed that stroke is a rare complication of
GCA, occurring in 7.0% of biopsy-proven GCA. This is consist-
ent with other studies, in which the authors reported cerebro-
vascular complications in 6.1-7.2% of patients with GCA."* **
A lower frequency of stroke was reported by Gonzalez-Gay
et al,"> who reported that 8 of their 287 (2.8%) biopsy-proven
patients with GCA experienced a stroke between the onset of
GCA symptoms and 4 weeks after the beginning of glucocorti-
coids. Because of the small absolute number of recorded events,
direct comparisons between series are difficult. However, it
could be hypothesised that we observed more cases of stroke in
our study because of the prospective population-based setting,
which allowed the assessment of all cases of hospitalised and
non-hospitalised patients with stroke. This design is the main
strength of our study and ensures the accuracy of data
collection.

The risk factors for developing stroke during GCA have
already been described.'> Men are more at risk than women of
developing stroke. We observed the same trend in our work,
though the difference failed to reach the level of significance
because the number of events was too small. Other risk factors
for stroke during GCA are a history of visual loss, smoking,
arterial hypertension and a high haemoglobin level."® It is
worth mentioning that all of the patients who had a
GCA-related stroke in our study had >2 major vascular risk
factors.

For three of our patients, the clinical symptoms clearly sug-
gested posterior stroke involving the vertebrobasilar territory.
For the remaining patient, because the clinical presentation was
severe and rapidly led to death, no brain CT scan was per-
formed and it was not possible to determine the exact topog-
raphy of the lesion, even though the clinical symptoms were
compatible with a massive or a brainstem stroke, which could
have been ischaemic or haemorrhagic as this patient was being
treated with heparin for atrial fibrillation. Of note, apart for one
patient for whom data were lacking, strokes that were not con-
sidered GCA-related did not involve the vertebrobasilar terri-
tory, but were related to multiple lacunes or carotid
atherosclerosis, and essentially occurred in women. This finding
is consistent with the fact that stroke predominantly affects
women and that atherosclerosis and small vessel disease are the
leading cause when all patients aged >50 years old included in
the Dijon Stroke Registry are considered.”® Even though we
cannot exclude the possibility that the four GCA-related strokes
we recorded in this study could have resulted from thrombo-
embolic or cardioembolic diseases, the epidemiological differ-
ences we recorded between GCA-related and GCA-unrelated
strokes argue for a specific link between GCA and strokes and
suggest that the vascular inflammation triggered by GCA could
synergise with other cardiovascular risk factors to induce strokes
in the vertebrobasilar territory. Consistent with this hypothesis,
the high frequency of vertebrobasilar territory involvement in
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Table 1 Characteristics of the four patients who had a GCA-related stroke among the 57 biopsy-proven patients with GCA

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
Age (years) 82.8 80.4 80.5 89.2
Sex F M M M

Vascular risk factors

Stroke characteristics
Type
NIHSS score at onset
Clinical presentation

Imaging
CT-scan during acute stage

Doppler sonography of
cervical arteries

Echocardiography
ECG
Holter ECG

TOAST classification according
to stroke neurologist

GCA characteristics

Time between stroke and
GCA diagnosis

Clinical presentation

Aortitis
Biology
ESR (mm/h)
CRP (mg/L)
Fibrinogen (g/L)
LDL cholesterol (mmol/L)
HDL cholesterol (mmol/L)
Triglycerides (mmol/L)
Glycaemia (mmol/L)
Temporal artery biopsy
Treatment

Outcome

Hypertension, diabetes,
hypercholesterolaemia, coronary heart
disease, PAD

Ischaemic
2
Headache, dizziness and ataxia

Multiple lacunes
Normal

Normal

Sinus rhythm

Sinus rhythm

Small vessel occlusion (TOAST 3)

2 weeks later

Visual loss (left CRAO and right AION),
headache

Not available

68

28

5.1

2.93

1.76

13

5.5

GCA

Aspirin (100 mg/day), prednisone (1 mg/kg),
heparin (hypocoagulation)
Recovery;

alive 22 months later

Hypertension, hypercholesterolaemia, atrial
fibrillation, smoking, cardiac failure

Undetermined
30

Hypotonia, major impaired consciousness, left
gaze deviation

Not available
Not available

Not available
Atrial fibrillation
Not available
Not available

Simultaneous
Headache, severe weakness

Not available

62

45.6

5.7

not available

not available

not available

5.26

GCA

Aspirin (160 mg/day), prednisone (1 mg/kg),
heparin (hypocoagulation)
Death 6 days later

Hypertension, diabetes, coronary heart
disease

Ischaemic
4

Vestibular and static cerebellar
syndromes, dizziness, right Horner's sign

Right cerebellar infarct, occlusion of right
vertebral artery

Atherosclerosis, occlusion of right
vertebral artery

Not available
Sinus rhythm
Sinus rhythm
Large artery atherosclerosis (TOAST 1)

1 month before stroke
Severe weakness, anorexia, weight loss

No

50

47

6.2

4.03

13

1.11

5.1

GCA

Aspirin (75 mg/day), prednisone (0.7 mg/
kg/day)

Recovery (NIHSS=1);
alive 20 months later

Hypertension, hypercholesterolaemia, paroxysmal atrial
fibrillation, coronary heart disease, cardiac failure

Ischaemic
0
Partially reversible cortical blindness

Normal
Atherosclerosis without stenosis

Not available
Sinus rhythm
Sinus rhythm
Other determined aetiology (TOAST 4)

Simultaneous

Weight loss, headache, cough, jaw claudication, scalp
tenderness

No

40

245.9

45

2.05

0.49

1.33

4.8

GCA

Aspirin (75 mg/day), methylprednisolone, prednisone
(1 mg/kg), enoxaparin (isocoagulation)
Partial recovery (visual sequelae);

death (severe pneumonia) 1.4 months later

AION, acute ischaemia of the optic nerve; CRAO, central retinal artery occlusion; CRP, C-reactive protein; ECG: electrocardiogram; ESR, erythrocyte sedimentation rate; F: female; GCA, giant cell arteritis; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density
lipoprotein; M, male; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; PAD, peripheral artery disease; TOAST, Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment classification.
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patients with GCA-related stroke has already been reported in
the literature.'* ' Interestingly enough, Pfadenhauer et al evalu-
ated by colour duplex sonography the frequency of vertebroba-
silar involvement in 93 prospectively followed patients with
GCA. Vertebrobasilar ischaemia was detected in 4.3% of these
patients, being associated with proximal vertebral artery occlu-
sive disease in all of them and hypoechogenic mural thickening
of the proximal segments VO/V1 of the vertebral artery in half
of them.”” This study underlines how helpful could be the use
of colour duplex sonography for GCA diagnosis in case of
stroke involving the vertebral arteries. Furthermore, it suggests
the potential interest of US scan to identify patients at risk of
stroke during GCA.

The major strength of our study was the population-based
setting, which allowed the exhaustive and prospective assess-
ment of all cases of stroke occurring in a geographically defined
area. Our study design made it possible to determine the inci-
dence of GCA-related stroke, which appeared to be low.
GCA-related stroke was found to affect fewer than eight indivi-
duals aged >50 years old per million per year. However, several
limitations must be acknowledged. Even though our results and
those from others suggest that GCA-related strokes have a
typical topographic distribution,'* % it is impossible to confirm
this hypothesis because of the small absolute number of events
we recorded in the present study. First, although all TABs per-
formed in patients living in Cote d’Or were retrieved since only
two pathology labs performed such analyses, it cannot be
excluded that some patients refused the biopsy or that some
TABs were too small or not performed in cases of isolated
PMR. Second, the sensitivity of TAB ranges from ~70% to
>90%, and GCA can be diagnosed on clinical grounds alone in
the absence of histological evidence, even if biopsy confirmation
of GCA is important to prevent unnecessary glucocorticoid
therapy over long periods." '” As a result, the true incidence of
GCA-related stroke could have been underestimated in our
study, but, like others,"® ¥ we chose to focus on biopsy-proven
patients with GCA in order to analyse patients for whom there
was no doubt concerning the diagnosis. Of note, the annual
incidence rate of GCA observed in our study was consistent
with the findings from a French study that reported a prevalence
of both biopsy-proven and not proven GCA of 9.4/100 000/year
in individuals aged >55 years old,*’ suggesting that our case-
collection procedure limited to biopsy-proven GCA certainly
did not influence our results excessively. Even though a gradient
between northern and southern countries concerning the inci-
dence of GCA has been reported,®® thus making it difficult com-
parisons, a Danish study evaluated the proportion of
biopsy-proven and not proven GCA cases, and showed that the
incidence rate for GCA in the population >50 years was 20.4/
100 000 overall, whereas it was 15.1/100 000 when only con-
sidering biopsy-proven GCA.>"

This population-based study demonstrated that GCA-related
stroke essentially affects the vertebrobasilar territory and mainly
occurs in old men with associated vascular risk factors.
Although rare, GCA symptoms must be searched for in elderly
patients with stroke, and optimal vascular prevention must be
conducted carefully in patients with GCA with a high vascular
risk.
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Historique de article : La différenciation des lymphocytes T helper (LTy) est une étape primordiale de la réponse immunitaire.

Disponible sur Internet le 12 juin 2010 Schématiquement, les LTy 1 vont stimuler la réponse immunitaire cellulaire en activant les différentes
cellules cytotoxiques ; les LTy 2 vont orienter la réponse vers une réponse humorale par coopération avec

Mots clés : les lymphocytes B (LB) qui sécrétent les anticorps et les lymphocytes T régulateurs (LTreg) sont des

Réponse immunitaire cellules immunosuppressives qui inhibent la réponse immunitaire. Récemment, a été découverte une

Lymphocytes Ty17 nouvelle population lymphocytaire : les lymphocytes T helper 17 (LTy17), caractérisés par leur capacité

Auto-immunité a sécréter de l'interleukine 17 (IL-17). Cette revue fait le point sur les connaissances actuelles de cette

population lymphocytaire, notamment sur leur genése, leur phénotype, leurs fonctions, leur réle dans la

réponse immunitaire anti-infectieuse ainsi que dans la pathogénie des maladies auto-immunes et auto-
inflammatoires et les nouvelles cibles thérapeutiques potentielles qui découlent de ces connaissances.

© 2010 Société nationale francaise de médecine interne (SNFMI). Publié par Elsevier Masson SAS.

Tous droits réservés.

ABSTRACT

Keywords: Differentiation of naive CD4* T helper (Ty) cells is a major step of the adaptative immune response.
Immune response When activated by pathogens in a specific cytokine environment, CD4* T cells differentiate into different
Ti17 Lymphocytes subsets of Ty cells with specific effector functions. Ty 1 lymphocytes orchestrate cellular immune res-
Auto-immunity ponse by producing interferon-y and stimulating cytotoxic cells whereas Ty2 cells orchestrate humoral

immune response by producing interleukin-4 (IL-4), IL-5 and IL-10, leading to immunoglobulin produc-
tion. Conversely, regulatory T cells (Treg) are capable of inhibiting immune response. Recently discovered,
Tu17 cells are characterized by their ability to produce IL-17 and play an important role in anti-infectious
and inflammatory immune responses. This review focuses on present knowledge about T};17 cells: their
induction, phenotype, functions, implications in host defense and human disease, and their potential to
represent possible therapeutic targets.
© 2010 Société nationale francaise de médecine interne (SNFMI). Published by Elsevier Masson SAS.
All rights reserved.
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IL-x interleukine-x TLR toll-like receptor

IL-1Ra  antagoniste du récepteur de I'IL-1 TNF-a  tumor necrosis factor-alpha
INF-y  interféron-gamma

LB lymphocyte B

2. Laréponse immunitaire et la différenciation des

LT lymphocyte T e s
lymphocytes T auxiliaires

LTyx lymphocyte T helper x
LTreg  lymphocyte T régulateur

MC maladie de Crohn Une des caractéristiques du systéme immunitaire des verté-
MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 brés est I'existence de lymphocytes qui participent a la réponse
NK natural killer immunitaire adaptative (Fig. 1). Cette réponse immunitaire éla-
NLR (NOD)-like receptor borée, spécifique d’Ag, est importante dans tous les domaines de

I'immunité : infection, hypersensibilité, auto-immunité, cancer et

NOD2  nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 5 SOl > - -
rejet de greffe. Ainsi, en cas d’infection, les agents pathogénes

PAMP  pathogen associated molecular patterns

PNN polynucléaires neutrophiles peuvenF é.tre f:lire’ctement détr’ui.ts par les cellules de la réponse
PNE polynucléaires éosinophiles immunitaire innée (polynucléaires, cellules NK, macrophages)
PR polyarthrite rhumatoide et/ou captés par des CPA qui vont présenter les.Ag infectiem; aux
PRR pattern recognition receptor LT. Les LT qui vont reconnaitre I'Ag et vont s’activer s’ils re¢oivent

RANK/RANKL receptor activator of NFxB/ receptor activator of NFxkB ~ un second sigAnal via des i}]teractions moléculaires avec les CPA, en
ligand particulier grace aux molécules de costimulation. Les LT CD4* naifs

RAR retinoic acid receptor activés vont ensuite se différencier en divers types de LT ayant des
ROR-vt  retinoic acid-related orphan receptor-gamma t fonctions effectrices distinctes, permettant de recruter différents
types cellulaires pour in fine, éliminer I'agent pathogéne respon-

SEP sclérose en plaques , SR
STAT  signal transducer and activator of transcription sable de I'agression initiale. Il y a plus de 20ans, Mossman et al.
TCR récepteur des cellules T [1] ont décrit deux populations de LT CD4* : les LTy 1 et LTy 2. C'est

I'environnement cytokinique qui va orienter la différenciation du

TGF-B  transforming growth factor-béta . ; h
LT naif (LTy0) vers la voie Ty 1 ou Ty2. Dans un environnement riche

PERIPHERIE

e PAMPs ; IFN-y Rl antitumorale
IL-2 Rl anti bactérienne
PAMPs ..
pt i TNE-a Rl anti virale

Autoimmunité
LT,1

B q ) Allergie
cmmr/rcn/ph‘ Rl anti parasitaire
CD80/CD86

; LT,:2
LT,,0
‘ IL-21 Rl anti bactérienne
IL-17AetF gy onii fongique
. IL-22 Autoimmunité
LT,17
z TGF-B
IL-10
THYMUS T 7 IL-35 Régulation de Ia RI
tireg Autoimmunité
@ Contact

nTreg

Fig. 1. Ladifférenciation des lymphocytes T auxiliaires (LTy). Lorsqu’un lymphocyte T naif (LTy0) est activé par la reconnaissance d’un antigéne présenté par une CPA, il peut
se différencier en plusieurs populations lymphocytaires : LTy 1, LTy2, LTy 17 ou LT régulateur induit (iTreg). Ces différentes populations de LT coordonnent divers types de
réponses immunitaires notamment via les cytokines qu'ils vont sécréter. Schématiquement, les LTy 1 vont stimuler la réponse immunitaire cellulaire en activant les cellules
cytotoxiques essentielles dans la réponse immunitaire antibactérienne et antitumorale, les LTy2 vont orienter la réponse vers une réponse humorale par coopération avec
les LB qui sécrétent les anticorps, les iTreg ou les LT régulateurs naturels d’origine thymique (nTreg) sont des cellules immunosuppressives qui régulent négativement la
réponse immunitaire. L'orientation de cette différenciation est fonction de I'environnement cytokinique. La CPA, notamment la cellule dendritique (DC), activée par des
PAMP reconnus comme des « signaux danger » par des récepteurs spécifiques, les PRR dont la famille des toll-like receptor (TLR) est la plus connue, oriente la différenciation
du LT et donc de la réponse immunitaire grace au type de cytokines sécrétées : Ty1 par I'l[FNvy et I'lL-12, T2 par I'lL-4, Ty 17 par le TGF-(3, I'lL-1[3, I'lL-23 et I'IL-6 ou Treg par le
TGF-(3.

CPA: cellule présentatrice d’antigéne ; Foxp3 : forkhead/winged-helix box protein 3 ; IL: interleukine ; IFN-vy : interferon-gamma; LTy : lymphocyte T helper ; PAMP : pathogen
associated molecular patterns; PRR: pattern recognition receptor; Rl: réponse immunitaire ; ROR-yt : retinoic acid-related orphan receptor-yt; STAT : signal transducer and
activator of transcription ; TGF-3 : transforming growth factor-$ ; TNF-a : tumor necrosis factor-alpha.
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Fig. 2. La différenciation des LTy17 et la dichotomie LTreg/LTy17. Aprés activation par une cellule dendritique (DC), les lymphocytes T naifs (LTy0) se différencient en
LTu17 sous I'action conjointe de I'lL-1 ou de I'lL-6 associé au TGF-3 sécrétés par la DC. Une boucle d’amplification est ensuite réalisée grace a la sécrétion autocrine d'IL-21.
Enfin, I'lL-23 permet la stabilisation et 'expansion de la lignée cellulaire Ty 17 en agissant sur le récepteur membranaire de I'I[L-23 (IL-23R) exprimé par les LTy 17 et induit
la sécrétion d'IL-17A, IL-17F et IL-22. Le facteur de transcription principal des LTy 17 est ROR-yt (produit du géne RORc): il va provoquer via STAT-3 la synthése d’'IL-17A et
F. STAT-3 est un facteur de transcription essentiel de la différenciation des LTy17 puisque la sécrétion d’IL-21 induite par I'IL-6 et le TGF-3 est entiérement dépendante de
STAT-3. Les LTy 17 expriment a leur surface CCR6, récepteur de la chémokine CCL20, qui est capitale pour le recrutement des LTy 17 sur le site de I'inflammation. En présence
de TGF-(3 sans IL-6 dans I'environnement cellulaire, les LTy 0 se différencient en LTreg. Cette dichotomie entre LTreg et LT;;17 a été bien démontrée chez la souris.

CCR6: C-C chemokine receptor 6; IL: interleukine ; Foxp3 : forkhead/winged-helix box protein 3; LTy : lymphocyte T helper; ROR-yt : retinoic acid-related orphan receptor-y ;
STAT : signal transducer and activator of transcription ; TGF-3 : transforming growth factor-p.

en IL-12, les LT{O vont se différencier en LTy 1 qui, sous la dépen-
dance des facteurs de transcription T-bet et STAT-4, sécrétent de
I'lEN-y et de I'IL-2. Les LTy 1 sont principalement impliqués dans
la réaction immunitaire a médiation cellulaire: ils conduisent a
I'activation des LT cytotoxiques et des macrophages qui participent
alaréaction immunitaire antitumorale, antivirale et contre les bac-
téries intracellulaires. Dans un milieu riche en IL-4, les LT0se
différencient en LTy2, qui sécrétent principalement de I'IL-4, de
I'IL-5 et de I'lL-10 sous I'influence du facteur de transcription GATA-
3. Les LTy 2 sont impliqués dans la réaction immunitaire humorale
qui participe notamment a la sécrétion d’anticorps spécifiques, a
I'atopie et a la réponse immunitaire antiparasitaire, via I'activation
des polynucléaires éosinophiles par I'IL-5.

Cette dualité Ty1/Ty2 fut bouleversée en 2005avec la des-
cription d’'une nouvelle population lymphocytaire T CD4": les
LTy 17, caractérisés par leur capacité a produire une cytokine forte-
ment pro-inflammatoire, I'lL-17 [2,3]. Les travaux réalisés sur les
LTy 17 ont montré leur implication dans la réponse immunitaire
anti-infectieuse (notamment vis-a-vis des bactéries extracellu-
laires et des champignons) et aussi dans plusieurs pathologies
dysimmunitaires telles que la PR, le psoriasis, les maladies inflam-
matoires chroniques de I'intestin et I'asthme [4].

Cette mise au point a pour but de résumer les connaissances
actuelles sur les LTy17 : leur différenciation, leurs fonctions, leur
role dans la physiopathologie de la réponse immunitaire anti-
infectieuse et dans les pathologies dysimmunitaires, ainsi que les
nouvelles possibilités thérapeutiques qui découlent de la connais-
sance des LTy17.

3. Les LTy17: différenciation et fonctions

Depuis leur découverte, de nombreux travaux réalisés sur les
LTy17 chez 'homme et la souris ont permis de mieux connaitre

leurs caractéristiques et notamment les étapes de leur diffé-
renciation et leurs fonctions effectrices. Malgré de nombreux
points communs entre les LTy17 murins et humains, il existe-
rait pour certains auteurs quelques différences que nous allons
préciser.

3.1. Différenciation des LTy 17 chez la souris

Plusieurs cytokines vont jouer successivement un role dans la
différenciation et I'expansion des LTy 17 chez la souris (Fig. 2). Tout
d’abord, un environnement cytokinique riche en IL-6 et TGF-3 va
induire la différenciation des LTy0 en LTy 17, phénoméne amplifié
en présence de cytokines inflammatoires comme I'IL-1(3, I'lL-18 et
le TNF-a [5,6]. La présence d’IL-6 et de TGF-3 est indispensable a
la différenciation Ty17 comme cela a été montré in vitro et in vivo
en utilisant des modéles animaux dont les génes pour ces deux
cytokines avaient été invalidés. L'[L-6 et le TGF-3 vont induire une
sécrétion autocrine d’IL-21 qui va entrainer I'expression de CCR6,
récepteur de la chémokine CCL20, du récepteur de I'lL-23 (IL-23R)
et du facteur de transcription ROR-yt dans les LT en différencia-
tion vers les LTy 17. Ensuite, I'lL-23 secrétée par les macrophages et
les cellules dendritiques stimulés par les cytokines inflammatoires
(IL-1B et IL-6) permet la stabilisation et I'expansion de la lignée cel-
lulaire Ty 17 en se fixant a I'lL-23R exprimé par les LTy17. La liaison
IL-23/IL-23R va induire la sécrétion des cytokines caractéristiques
des LTy17: IL-17A, IL-17F et IL-22 [7,8].

Le principal facteur de transcription des LTy17 est le ROR-t,
produit du géne RORc. Il va stimuler via STAT3, un autre facteur de
transcription, la synthése d’IL-17A et F. D’autres facteurs de trans-
cription comme ROR-q, interferon regulatory factor 4 (IRF4) et aryl
hydrocarbon receptor (AHR) jouent un réle synergique avec ROR-
vyt dans la différenciation Ty17 mais ce dernier reste néanmoins le
facteur de transcription le plus spécifique des LTy17 [9,10].
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Il existe chez la souris une dichotomie entre les LTreg
CD4*CD25Mg"Foxp3* cellules immunosuppressives et les
LTy17 pro-inflammatoires: la présence de TGF-B seul dans
I'environnement cellulaire génére des LTreg, tandis qu’associée a
de I'lL-6, apparaissent des LTy 17. De plus, le facteur de transcrip-
tion Foxp3, spécifique des LTreg est capable d’inhiber le facteur de
transcription des LTy17, ROR-yt [11]. Cette dichotomie LTreg et
LTy 17 pourrait étre trés importante dans la genése des maladies
auto-immunes.

3.2. Différenciation et phénotype des LTy17 chez ’homme

La genése des LTy17 humains et murins différe en certains
points. Il a été montré que les LTy0 humains ne se différenciaient
pas en LTy17 en présence d’IL-6 et de TGF-3 [12], la présence d’IL-
6 et de TGF-[3 étant capable d’induire I'expression de ROR-yt mais
pas la sécrétion d’IL-17 [13]. Chez 'homme, la différenciation de
LTyO0en LTy17 est obtenue sous I'action conjointe de I'lL-6 et I'IL-
1B [12] ou de I'lL-1f3 et I'IL-23 [14]. Néanmoins ces résultats sont
discutés par d’autres auteurs qui ont montré que les milieux utilisés
apportaient tout de méme du TGF-[3 « caché », présent notamment
dans les plaquettes, et que méme a faible concentration, cette cyto-
kine était indispensable pour la différenciation Ty17. En faveur
de cette hypothése, de récents travaux ont démontré que la pré-
sence de TGF-f3 dans le milieu de culture en association avec de
I'IL-13, de I'IL-6 ou de I'IL-21 permettait d’induire la différenciation
des LTyO0en LTy17 [8,15].

Les LTy 17 humains proviennent d’un précurseur CD4*CD161*
présent dans le thymus, le sang périphérique et de cordon ombi-
lical. Ces LT CD4*CD161%, qui expriment de maniére constitutive
ROR-yt et IL-23R, peuvent se différencier en LTy1, LTy2ou en
LTy 17 selon I'environnement cytokinique. La présence combinée
d’IL-23 et d’IL-1f3 dans leur environnement favorise leur différen-
ciation en LTy1 ou LTy17. L'ajout de TGF-f3 inhibe I'expression de
T-bet mais pas de ROR-yt: ainsi, seuls des LTy17 sont générés
[16,17]. Le TGF- ne provoque donc pas directement la diffé-
renciation en LTy17 mais y joue un role indirect en inhibant la
différenciation en LTy1. A I'inverse, les LTy0n’exprimant pas le
CD161 sont incapables de se différencier en LTy17, méme en pré-
sence d’'IL-23 et d’IL-13.

Par ailleurs, il existe chez 'homme une population double posi-
tive (IFN-y et IL-17) dénommée lymphocytes Ty1/Ty 17 exprimant
fortement ROR-yt et T-bet, alors qu’il n’existe aucune popu-
lation double positive IL-4et IL-17. En présence d’IL-12, ces
deux populations produisent de I'lFN-y en plus de I'lL-17 avec
une augmentation de I'expression de T-bet et une diminu-
tion de l'expression de ROR-yt. Il semble donc exister chez
I’homme une certaine plasticité entre les populations Ty1, Ty17 et
Ty1/Ty17 plutdt qu’entre LTreg et LTy17 comme observé chez la
souris [18].

Les principales caractéristiques phénotypiques des
LTy 17 humains sont résumées dans le Tableau 1 : forte expression
de CCR6, CCR4, CCR2, IL-23R et ROR-yt et absence d’expression de
CCR5. A l'inverse, les LTy 1 expriment faiblement CCR6 et fortement
CXCR3 [18-22].

3.3. Fonctions effectrices des LTy17

Les LTy17 sont caractérisés par leur capacité a sécréter dif-
férentes cytokines, essentiellement pro-inflammatoires : I'lL-17A,
I'lL-17F et I'IL-22 (Fig. 3). Ills participent a la réponse anti-
infectieuse, notamment vis-a-vis des pathogénes non pris en
charge par les LTy 1 ou les LTy 2 et jouent un réle dans I'émergence
ou I'entretien de pathologies dysimmunitaires.

3.3.1. IL-17AetF

L'IL-17A (ou IL-17) est le chef de file des six cytokines de la
famille des IL-17, qui se compose des IL-17A a F. Elle est sécrétée
de facon prédominante par les LTy17 mais aussi par les lympho-
cytes vy, les PNN, les PNE, les monocytes et les lymphocytes T
CD8 [23,24]. L'IL-17F est la seconde cytokine de la famille des IL-
17 produite par les LTy17. Elle présente 50% d’homologie avec
I'lL-17A [25]. Elle est également produite par les macrophages
[23,24,26].

L'IL-17 est produite a la fois par des cellules de I'immunité innée
et de I'immunité adaptative, pouvant servir de lien entre les deux
types d’'immunité. L'IL-17RA est lerécepteur de I'lL-17A : il est forte-
ment exprimé par les cellules hématopoiétiques et plus faiblement
par les ostéoblastes, les ostéoclastes, les cellules endothéliales et
épithéliales. L'IL-17F interagit avec son récepteur I'lL-17RC qui est
a l'inverse exprimé faiblement par les cellules hématopoiétiques
et fortement par les cellules non hématopoiétiques [23,26].

L'IL-17A et Fontdes propriétés inflammatoires et agissent sur un
grand nombre de cellules. L'[L-17A et F stimulent la granulopoiése
et augmentent le recrutement, I'activation et la migration des
PNN et des macrophages. Elles induisent la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (IL-1(, IL-6, TNF-a), de G-CSF, de GM-CSF,
de chémokines (CXCL1, granulocyte chemotactic peptide 2 [GCP2],
CXCL8 ou IL-8, CXCL10, CINC, MCP-1), de prostaglandine E2, de
meétalloprotéases et ont un role synergique avec le TNF-a pour pro-
mouvoir I'inflammation [23,24]. En outre, I'IL-6 et I'lL-1[3 induisent
une production d’IL-23 par les monocytes ou les cellules den-
dritiques, permettant une surproduction d’IL-17 créant ainsi une
boucle d’amplification de la réponse Ty17 [27].

L'IL-17 contribue aussi a la formation des centres germinatifs
au sein desquels les lymphocytes B (LB) vont subir des mutations
somatiques pour améliorer la spécificité des anticorps qui seront
ensuite produits [28]. La source de I'lL-17 est le LTy17 et non le LT
folliculaire helper. Les LT folliculaires helper expriment les molé-
cules CXCR5*, CCR7* et ICOS* et sont spécialisés dans I'interaction
avec les LB (via ICOS notamment) dans le centre germinatif pour
achever la différenciation B [29].

3.3.2. IL-22

L'[L-22, membre de la famille de I'lL-10, est sécrétée par les
LTy17 en réponse a une stimulation par I'lL-23, mais aussi par les
LT activés et les cellules NK [23] (Fig. 3). Le récepteur de I'lL-22 est
un hétérodimére composé de I'lL-22R1 et I'I[L-10R2. A I'inverse de
I'lL-17R, I'lL-22R n’est pas exprimé par les cellules immunitaires
mais est exprimé de facon ubiquitaire par des cellules épithé-
liales et endothéliales. L'IL-22 a un réle protecteur anti-infectieux
au sein des épithéliums. Ainsi, I'lL-22 provoque la sécrétion de

Tableau 1
Principales caractéristiques phénotypiques des LTy 1, LTy2, LTy 17 et LTy 1/Ty 17 humains.
CD4 IL-4 IL-17 IFN-y ROR-yt T-bet CCR6 CXCR3 IL23-R CD161
LTy17 e - i +/— Fort Faible i e
LTyl + - + — + Faible Fort -
LTy2 + + = = =
LTy17/1 e % 4 4 4 Fort Fort i e
+: expression du marqueur ; — : absence d’expression du marqueur.

CD4: cluster of differentiation 4 ; CD161 : cluster of differentiation 161 ; CXCR3 : chemokine (CxC motif) receptor 3 ; IL-4 : interleukine-4 ; IL-23R : récepteur de I'lL-23 ; INF-y:
interféron-gamma ; ROR-yt : retinoic acid-related orphan receptor-gamma t ; TGF-3 : transforming growth factor-béta.
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Fig.3. Lesprincipales fonctions des cytokines sécrétées parle LTy 17. L'IL-17A et 'lL-17F sont sécrétées de facon prédominante par les LT; 17 mais aussi par les lymphocytes Tyd
(LT+3d), les polynucléaires neutrophiles (PNN), les polynucléaires éosinophiles (PNE), les monocytes (Mc) et les lymphocytes T CD8. L'IL-17A et F augmentent le recrutement,
I'activation et la migration des PNN et des macrophages via la stimulation de la granulopoiése et la synthése de chémokines (CXCL1, GCP2, CXCL8 ou IL-8, CXCL10, CINC,
MCP-1) par les PNN, macrophages et par les cellules épithéliales (cellules bronchiques, coliques, synoviales. . .) activés par I'lL-17. L'[L-17A et F provoquent la synthése par
ces cellules de cytokines pro-inflammatoires (IL-1(3, IL-6, TNF-at), de G-CSF et de GM-CSF qui stimulent la granulopoiése, et de prostaglandine E2 et de métalloprotéases qui
vont augmenter I'inflammation locale et la destruction des tissus. Des boucles d’amplification vont entretenir la réponse inflammatoire : les cytokines inflammatoires (IL-6 et
IL-1) sécrétées par les cellules stimulées par I'lL-17 au niveau du foyer inflammatoire vont induire une production d’IL-23 par les monocytes et les cellules dendritiques, ce
qui va provoquer une surproduction d’IL-17 par les LTy 17. L'IL-17 contribue aussi a la formation des centres germinatifs au sein desquels les LB vont subir des mutations
somatiques pour augmenter la spécificité des anticorps qu'ils sécrétent. L'IL-22 est synthétisée par les LTy 17 mais également par les cellules natural killer (NK) et les LT activés.
L'IL-22R est exprimé de fagon ubiquitaire par des cellules épithéliales et endothéliales. L'IL-22 a un role protecteur anti-infectieux au sein des épithéliums en provoquant la
sécrétion de produits antimicrobiens comme les 3-défensines par les cellules épithéliales. Elle augmente a la fois la prolifération et la résistance transépithéliale des cellules
épithéliales.

CCLx : chemokine (C-C motif) ligand ; CXCLx : chemokine (CxC motif) ligand ; G-CSF : granulocyte-colony stimulating factor ; GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor; IL: interleukine ; MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1; PGE2 : prostaglandine E2 ; TNF-a : tumor necrosis factor.

produits antimicrobiens comme les [3-défensines par les cellules
épithéliales. L'IL-22 est essentielle dans les mécanismes épithé-
liaux de défense contre les infections pulmonaires a Klebsiella ou
digestives a Citrobacter. En effet, I'lL-22 augmente a la fois la pro-
lifération et la résistance trans-épithéliale des cellules épithéliales
[30]. L'IL-22 aurait aussi un role dans le psoriasis car elle favorise
I'’hyperplasie épidermique [23].

Le caractére pathogéne de I'lL-22sécrétée par les LTy17 est
trés variable. Dans le modeéle expérimental de la sclérose en
plaques, I'encéphalite allergique expérimentale, I'IL-22 faciliterait
la destruction de la barriére hémato-méningée et I'inflammation
méningée [31]. A I'inverse, I'lL-22 jouerait un rdle protecteur dans
diverses modéles animaux de pathologies auto-immunes notam-
ment hépatite, myocardite ou colite [32-34].

L'[L-22joue un réle important dans la protection des
muqueuses, cependant son roéle exact est complexe. Le carac-
tére inflammatoire ou protecteur de cette cytokine est fonction des
autres cytokines et médiateurs présents dans I’environnement.

3.3.3. IL-21

L'IL-21 est sécrétée par les LTy 17 activés par I'IL-6 et le TGF-3, les
LT folliculaires helper et les cellules NK. Le récepteur de I'lL-21 est
un hétérodimeére composé de la chaine commune (v.) des récep-

teurs de classe I et de I'I[L-21R. L'IL-21R n’est exprimé que par les
cellules hématopoiétiques et est exprimé fortement par les LB, les
LT, les cellules NK et certaines cellules myéloides. L'IL-21 participe
a I'expansion des LTy 17, favorise la prolifération et la différencia-
tion des LT CD8, la commutation de classe IgG1 et IgG3 dans le LB
activé, et I'activation de la cytotoxicité des NK [23].

3.3.4. Autres cytokines et chémokines

Les LTy 17 sont également impliqués dans la réponse inflamma-
toire via la production de TNF-a. Ils favorisent la résorption osseuse
via la sécrétion de RANKL [7].

Les LTy 17 sont aussi capables de produire la chémokine CCL20,
ligand de CCR6, permettant leur propre recrutement sur le site
de 'inflammation [14] comme cela a été montré dans plusieurs
modéles expérimentaux de maladies auto-immunes. Le blocage de
cette voie ou l'invalidation du géne de CCR6diminue fortement
I'intensité de la maladie auto-immune [35].

3.4. Régulation de la réponse Ty17

Les DC stimulées par certains agents microbiens vont sécréter
de I'lL-12 et de I'lL-23. En fonction de la cytokine dominante, la
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différenciation se fera vers la voie Ty1ou Ty17. Plusieurs PAMP
(signaux danger d’origine microbienne) ont été identifiés comme
inducteurs de la sécrétion d’IL-23 par la DC: les peptidoglycanes
(des molécules exprimées par le Candida albicans) les lectines de
type C et le zymosan, via TLR2, NOD2 et les récepteurs des lectines
de type C comme dectin-1 [36,37].

A Tinverse, plusieurs cytokines jouent un réle négatif dans
le développement des LTy17. Les cytokines induisant les voies
Tylet Ty2, comme I'IFN-y et I'IL-4, vont réguler négative-
ment la différenciation Ty17 [4,7]. L'IL-27 est aussi un puissant
inhibiteur des LTy17. L'IL-27 inhibe le développement de mala-
dies auto-immunes induites par les LTy17 comme I’encéphalite
auto-immune expérimentale [38,39]. L'IL-2 inhibe aussi le déve-
loppement des LTy 17 murins. En inhibant I'expression de ROR-yt
et en stimulant I'expression de Foxp3 via STAT5, I'IL-2 induirait le
développement de LTreg [10] mais ces données restent controver-
sées chez 'homme [14]. De récents travaux montrent que I'acide
rétinoique produit par les cellules dendritiques des muqueuses
pourrait inhiber le développement des LTy17 au profit des LTreg.
Ainsi les cellules dendritiques CD103* des muqueuses et des
organes lymphoides de I'intestin qui produisent de I'acide réti-
noique et du TGF-f3 sont de puissants inducteurs de LTreg. Cela
pourrait expliquer la relative faible infiltration des muqueuses
intestinales par les LTy17. Il existerait donc a ce niveau un équilibre
subtil entre la tolérance vis-a-vis des germes commensaux (role
des LTreg) et les défenses anti-infectieuses vis-a-vis des germes
considérés comme pathogénes (role des LTy17) [40].

Enfin, les LTy17 humains semblent moins sensibles a I'action
suppressive des LTreg que les autres populations lymphocy-
taires [18]. De plus, les LTy17 résistent a I'action suppressive du
TGF-3 [16]. Les LTy 17 auraient donc la capacité d’échapper a cer-
tains des mécanismes de tolérance périphérique, favorisant ainsi
I’émergence et I'entretien de pathologies inflammatoires et auto-
immunes.

4. Les LTy17: role dans les défenses anti-infectieuses

Le type de pathogénes induisant une réponse Ty 17 n’est pas trés
clair. En effet, il a été démontré que des germes aussi variés que :
Propionobacterium acnes, Helicobacter pylori, Citrobacter rodentium,
Aspergillus fumigatus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumo-
niae, Bacteroides spp., Borrelia spp., Mycobacterium tuberculosis et
Candida albicans induisaient une réponse Ty17 avec une forte pro-
duction d'IL-17 [23,41]. L'importance de la réponse Ty17 dans les
infections virales et parasitaires reste controversée. Il semblerait
que les LTy17 jouent un role dans les défenses contre les infections
par des pathogénes qui nécessitent une forte réaction inflam-
matoire, en faisant le lien entre immunité adaptative et innée.
Au cours de l'infection par Mycobacterium tuberculosis, il existe
une réponse Ty 17 précoce nécessaire a 'afflux de LTy 1 au niveau
pulmonaire pour contrdler I'infection [41]. Les preuves les plus
convaincantes du role de la réponse Ty 17 ont été obtenues en utili-
sant des modeéles animaux dans lesquels un des génes essentiels a
cette réponse était invalidé, tels les génes de p19, sous-unité de I'IL-
23,del'lL-17 ou du récepteur de I'lL-17A. Contrairement aux souris
sauvages, ces souris dont la réponse Ty17 est inhibée ne peuvent
pas détruire les pathogénes qui les infectent et meurent apreés infec-
tion a Candida, Klebsiella ou Toxoplasma gondii [42-44]. Le role
primordial de I'lL-17 dans la réponse anti-infectieuse est I'initiation
et la stimulation de la granulopoiése et le chimiotactisme des PNN.
Le mécanisme par lequel les agents infectieux déclenchent pré-
férentiellement une réponse Ty17 est trés certainement dd aux
propriétés des pathogénes eux-mémes qui stimulent les cellules de
I'immunité innée pour produire des cytokines particuliéres comme
I'IL-23. Cette réponse semble prédominante en cas d’infection fon-
gique puisque les patients qui ont un déficit génétique pour la

réponse IL-23/IL-17 ne peuvent pas contrbler ce type d’infection
[45]. Néanmoins certains auteurs ont montré que I'inflammation
médiée par une sécrétion dérégulée d’IL-17 induisait I'activation de
LTy 17 pathogénes qui entretenaient une inflammation chronique
sans permettre I'éradication des champignons [46].

5. Les LTy17: implication dans les maladies auto-immunes

Ces derniéres années, de nombreux travaux ont démontré
I'implication des LTy 17 dans plusieurs maladies inflammatoires ou
auto-immunes. La plupart des travaux ont été réalisés dans la PR,
la sclérose en plaque, les maladies inflammatoires digestives et le
psoriasis [4,14,47-50].

5.1. La polyarthrite rhumatoide

Dans les modéles expérimentaux de la PR, comme celui de
l'arthrite au collagéne, I'l[FN-y était jusqu’'a récemment considéré
comme responsable de I'activation de la réponse immunitaire
contre les articulations [51,52] méme si certains travaux contra-
dictoires attribuaient a I'l[FN-y un effet protecteur [53,54] (Fig. 4).
L'IFN-y est produit par les LTy 1, qui se différencient grace a I'action
de I'lL-12 et I'IL-18, sécrétées par les monocytes ou les cellules den-
dritiques activés. Les travaux réalisés montraient que les sécrétions
d’IL-12, élément clé dans cette activation, étaient trés augmentées.
En réalité, il existait une confusion entre I'lL-12 et I'lL-23. Ces deux
cytokines sont des hétérodimeéres composés de deux sous-unités :
p35 et p40 pour I'IL-12, p19 et p40 pour I'lL-23 [55]. Or les dosages
qui étaient supposés montrer une élévation de I'lL-12 étudiaient
la partie commune de ces deux cytokines, la sous-unité p40. De
récentes études ont confirmé le réle princeps de I'lL-23 en montrant
que les souris, dont les génes p40 ou p19 étaient invalidés, étaient
protégées de I'arthrite au collageéne alors que les souris invalidées
pour le géne p35, I'autre sous-unité de I'lL-12, développaient des
arthrites plus sévéres. Ainsi, I'arthrite au collagéne n’est pas due a
une réaction immunitaire de type Ty1 via I'I[L-12 et I'l[FN-y mais de
type Ty17 via I'lL-23 [56]. Al'inverse, I'lL-12 et I'lEN-+y ont plutdt un
effet protecteur en inhibant la production d’IL-17 [4].

L'importance de I'lL-17 dans le développement des arthrites a
été confirmée dans des modéles animaux : des souris dont le géne
de I'lL-17 a été invalidé développent moins d’arthrites que les sou-
ris sauvages, et un traitement par anticorps neutralisant I'lL-17 ou
par récepteurs solubles de I'lL-17 diminue l'intensité de I'atteinte
articulaire [57-59].

L’équipe de Pierre Miossec a montré que I'lL-17 était significati-
vement augmentée dans le sérum et le liquide synovial de malades
atteints de PR comparativement a des patients souffrant d’arthrose
[47]. Dans une étude prospective chez 60 patients atteints de PR,
menée sur une période de deux ans, il a été rapporté qu'une forte
expression des ARNm de I'lL-17, du TNF-a et de I'[L-13 était prédic-
tive d'une progression plus rapide des lésions articulaires évaluées
par imagerie par résonnance magnétique (IRM) [60]. 11 a été montré
in vitro que I'lL-17 activait les monocytes, chondrocytes, macro-
phages, fibroblastes et ostéoblastes, entrainant la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1f3, le TNF-c, I'lL-6 et
I'lL-23. L'IL-6 et I'lL-23 favorisent le développement des LTy17 et
créent une boucle d’amplification qui conduit a I'activation per-
pétuelle des LT, phénoméne probablement capital dans la genése
de la réaction auto-immune [61].

L'IL-17 entraine aussi la sécrétion de chémokines par les cellules
de la synoviale telles que CXCL1, -2, -5, -8 et CCL12 et -20 qui per-
mettent le recrutement de LT, LB, monocytes et PNN au niveau de
la membrane synoviale [61,62].

Les LTy 17 jouent aussi un role direct dans la destruction articu-
laire. En effet, I'lL-17 favorise la sécrétion par les chondrocytes, les
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Fig. 4. Role des LTy17 dans la physiopathologie de la PR. L'IL-17 produite par les LT;;17 est augmentée dans le sérum et le liquide synovial de malades atteints de PR. Elle
active les monocytes, chondrocytes, macrophages, fibroblastes et ostéoblastes, entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1(3, le TNF-c, I'lL-6 et
I'lL-23. L'IL-6 et I'lL-23 favorisent le développement des LTy 17 et créent une boucle d’amplification qui conduit a I'activation perpétuelle des LT, phénoméne probablement
capital dans la genése de la réaction auto-immune. L'[L-17 entraine aussi la sécrétion par les cellules de la synoviale de chémokines telles que CXCL1, 2, 5, 8et CCL12 et
20 qui permettent le recrutement de LT, LB, monocytes et PNN au niveau de la membrane synoviale, favorisant 'emballement de la réponse inflammatoire au niveau de
I'articulation. L'[L-17 favorise aussi la sécrétion par les chondrocytes, les cellules dendritiques et les macrophages de métalloprotéases et de monoxyde d’azote, responsables
de la destruction cartilagineuse. De plus, I'lL-17 augmente I'expression de la molécule receptor activator of NFkB (RANK) a la surface des précurseurs des ostéoclastes. Les
LTu17 exprimant a leur surface receptor activator of NFxB ligand (RANKL) sont donc capables d’activer directement les ostéoclastes responsables de la résorption osseuse.

CCL12 : chemokine (C-C motif) ligand ; CXCL1 : chemokine (CxC motif) ligand ; LT : lymphocyteT; LB: lymphocyteB; LTy17 : lymphocyte T helper 17 ; PNN : polynucléaires

neutrophiles ; PR: polyarthrite rhumatoide ; RANK : receptor activator of NFkB.

cellules dendritiques et les macrophages de métalloprotéases et de
monoxyde d’azote, responsables de la destruction cartilagineuse.
De plus, I'lL-17 augmente I'expression de la molécule RANK a la
surface des précurseurs des ostéoclastes. Or, les LTy 17 expriment
a leur surface RANKL et sont donc capables d’activer directement,
via le systéme RANK/RANKL, les ostéoclastes responsables de la
résorption osseuse [7,61,63].

5.2. Exemple de la maladie de Crohn

La MC a longtemps été considérée comme une maladie auto-
inflammatoire a médiation essentiellement Ty1, avec production
par les monocytes/macrophages de la lamina propria d’IL-13, d'IL-
6et de TNF-a [64]. Mais la découverte des LTy17 a bouleversé
la connaissance de la physiopathologie de la MC ce qui offre de
nouvelles possibilités thérapeutiques. Comme pour la PR, il a été
montré que I'lL-23 et non I'lL-12 jouait un role essentiel dans la
physiopathologie de la MC [65,66]. L'IL-23, sécrétée par les CPA
en réponse a des stimulations provenant d’agents pathogénes ou
non, joue un role critique dans I'activation de nombreuses cel-
lules, tout particuliérement sur les LTy17 qui vont alors produire
de I'IL-17. En faveur du role de I'lL-23 dans la pathogénie de cette
maladie, une étude de cohorte a rapporté un polymorphisme du
récepteur de I'lL-23 (Arg381GIn) associé a la MC et a la rec-
tocolite ulcéro-hémorragique [67]. La voie Ty17 semble dong, la
encore, beaucoup plus impliquée dans la physiopathologie de la
MC que la voie Ty 1. La production d’IL-17A et F par les LTy17 dans
le tube digestif de patients atteints de MC va exercer des effets

inflammatoires, principalement en stimulant la production de ché-
mokines par les cellules épithéliales et endothéliales, comme la
CCL20 sécrétée par les cellules épithéliales [68] ou le G-CSF par les
cellules mésothéliales [69]. Les PNN et les autres cellules immuni-
taires ainsi recrutés vont amplifier I'inflammation locale. De plus,
I'lL-17A et F entrainent la libération de métalloprotéases, d’'IL-6 et
d’IL-8 par les myofibroblastes de la paroi digestive responsables de
I'inflammation locale et de la destruction de I’épithélium intestinal
[70].

Cependant, certains auteurs ont montré I'implication d’une
population LTy1/Ty17et non pas LTy17 pure. En effet, I'IFN-vy
est comme I'lL-17 retrouvé a des taux élevés dans la muqueuse
intestinale des patients atteints de MC. En outre, 40% des LT
CD4* producteurs d’IL-17 extraits du sang et du tube digestif de
patients atteints de MC sécrétent également de I'lFN-y (population
LTy1/Ty17), ce qui permet d’expliquer la réaction granulomateuse
que I'on observe dans la MC [18].

Cependant, ces hypothéses restent controversées car les tra-
vaux d'autres chercheurs réalisés dans des modéles expérimentaux
de maladies intestinales inflammatoires suggérent plutét que
I'inflammation et la destruction cellulaire seraient dues a I'IFN-vy
sécrété par les LTy1et que I'lL-17 sécrétée par les LTy 17 jouerait
un role protecteur. En faveur de cette hypothése, O’Connor et al.
ont montré dans un modéle de maladies intestinales inflamma-
toires chez la souris, que I'IL-17 protégeait contre I'inflammation
induite par les LT et que I'invalidation du géne de I'l[L-17 induisait
une spectaculaire aggravation de la maladie intestinale chez ces
souris [71].
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5.3. Autres maladies dysimmunitaires

Il est possible d’imaginer un rdle théorique des LTy17 dans la
plupart des maladies inflammatoires chroniques. Suite a une agres-
sion endogéne ou exogéne ou a une anomalie génétique, les CPA
(cellules dendritiques ou macrophages) seraient stimulées via leurs
TLR ou NLR et sécréteraient de forts taux d'IL-23 associés a d’autres
cytokines inflammatoires dont I'IL-6. Si I'environnement local est
aussi riche en TGF-f3 produit par des LTreg ou d’autres cellules
immunosuppressives, les LTy0 pourraient se différencier en LTy 17.
La production exagérée d’IL-23induirait ensuite I'activation des
LTy 17. Ces derniers secréteraient alors de I'IL-17 et de I'lL-22 qui
stimuleraient la sécrétion de chémokines de différentes natures par
les cellules épithéliales et endothéliales locales. Le recrutement et
I'activation de cellules cytotoxiques comme les polynucléaires et
les macrophages sur le site induirait alors un état inflammatoire
chronique. On peut également supposer que, si cette inflamma-
tion s’associe a la présentation d’auto-Ag provenant des cellules de
I'organisme détruites, cette réponse Ty 17 puisse étre a I'origine de
maladies auto-immunes.

A ce jour, des travaux ont montré I'implication des LTy17 dans
la pathogénie de plusieurs maladies dysimmunitaires: sclé-
rose en plaque, psoriasis, asthme, sclérodermie, spondylarthrite
ankylosante, arthrites réactionnelles, lupus érythémateux dis-
séminé, maladie de Wegener, syndrome de Gougerot-Sjogren
[4,14,47-50,72-76].

Malgré le récent engouement au sujet des LTy 17, ces cellules
ne sont pas les seules impliquées dans la survenue de mala-
dies auto-immunes. Les LTy 17 agissent probablement de maniére
séquentielle et synergique avec d’autres cellules immunitaires clés
telles quele LTy1.Lerole des LTy 17 serait de faciliter 'emballement
de la réponse immunitaire et le recrutement dans les tissus cibles
de cellules inflammatoires et d’autres populations lymphocytaires
comme les LTy1 [11,23]. Ce schéma peut-étre trop simpliste est
néanmoins l'objet de controverses actuelles, notamment concer-
nant le role inflammatoire ou protecteur des LTy17.

6. Les LTy17: de quelles cibles thérapeutiques
dispose-t-on?

La meilleure connaissance de la différenciation des LTy17 et de
leur role en auto-immunité va permettre le développement de nou-
veaux traitements ciblant le LTy 17. Certains traitements bloquant
la différenciation des LTy 17 avaient déja démontré leur efficacité
dans des essais cliniques, avant méme la découverte de ces lym-
phocytes.

6.1. Blocage de la genése des LTy17

Tous les inhibiteurs des cytokines indispensables a leur diffé-
renciation vont bloquer les effets des LTy 17 et pourraient donc, en
théorie, étre indiqués dans le traitement des maladies dans les-
quelles les LTy17 jouent un role majeur.

6.1.1. Inhibition de I'lL-1

L’anakinra, analogue de I'lL-1Ra, qui inhibe les effets de I'lL-1 est
indiqué dans la PR et a une certaine efficacité dans le traitement
de la maladie de Still de I'adulte, du syndrome de Schnitzler,
des arthrites juvéniles, de certaines dermatoses neutrophiliques
et syndromes auto-inflammatoires héréditaires [77]. Deux autres
inhibiteurs de I'IL-1, le rilonacept et le canakinumab ayant une
demi-vie supérieure a celle de I'anakinra sont en cours de dévelop-
pement. Les cytokines inflammatoires comme I'IL-1amplifient la
différenciation Ty17. Ces inhibiteurs de I'action de I'IL-1 devraient
dong, en théorie, diminuer la différenciation des LTy17.

6.1.2. Inhibition de 'lL-6

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé
contre le récepteur de I'IL-6 ce qui lui permet d’agir a la fois sur le
récepteur membranaire et le récepteur soluble de I'lL-6. Il a montré
son efficacité dans le traitement de la PR [78] seul ou en associa-
tion avec le méthotrexate [79,80]. Il parait également prometteur
dans d’autres pathologies telles que la MC [81]. L'inhibition de I'[L-
6 devrait en théorie bloquer la différenciation des LTy 17 et favoriser
celle des LTreg.

6.1.3. Inhibition de I'lL-23

L'ustekinumab (CNTO-1275) est un anticorps monoclonal
humain spécifique de la sous-unité p40, commune aux IL-12et
23. Son efficacité et sa tolérance ont été rapportés dans deux
essais de phase IIl au cours du psoriasis modéré a sévére [82,83].
L'ustekinumab est également prometteur pour le traitement de
la MC [84]. L'IL-23 étant indispensable a I'activation et la sta-
bilisation des LTy17 et a la sécrétion d’'IL-17, les inhibiteurs de
I'lL-23 devraient en théorie diminuer de facon drastique la voie
Tu17.

6.1.4. Inhibition de I'lL-21

L'IL-21 étant indispensable a I'expansion des LTy17, le blocage
de cette cytokine par des anticorps anti-IL-21 ou anti-IL-21R ou
par des inhibiteurs de Jak3, une kinase essentielle de la voie de
transduction de I'lL-21, pourrait étre intéressant dans le traitement
de certaines maladies auto-inflammatoires médiées par les LTy17
[85].

6.2. Blocage des fonctions effectrices des LTy17

Les fonctions effectrices des LTy 17 peuvent étre inhibées par des
inhibiteurs de I'lL-17 et de I'IL-22.

6.2.1. Inhibition de I'lL-17

L'IL-17A et F sont des homodimeéres constitués de deux glyco-
protéines reliées par un pont disulfure. Ces deux cytokines sont
sécrétées par le LTy17 qui peut également synthétiser un hétéro-
dimére : I'lL-17A/F. L'IL-17A est la plus puissante, I'hétérodimere
AJF intermédiaire et I'lL-17F est la moins puissante en termes de
capacité d’induction de sécrétion de cytokines inflammatoires par
les cellules épithéliales et mésenchymateuses. De plus, il semble
que I'lL-17A et F jouent des roles distincts en pathologie. L'IL-
17A semble prédominante dans le modéle d’arthrite au collagéne
et d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale. Quant a I'IL-
17F, son réle semble prépondérant dans la pathogénie de la MC.
Il semble donc logique de chercher a inhiber I'[L-17A dans la PR
et la SEP et I'lL-17F dans la MC [85]. Or, il existe deux récep-
teurs pour I'lL-17A et F: I'lL-17RC qui lie indifféremment I'lL-17A
et I'lL-17F chez 'homme et I'[L-17RA dont I'affinité est beaucoup
plus élevée pour I'lL-17A que I'lL-17F. Dans des modéles précli-
niques, différents inhibiteurs de I'lL-17 (anti-IL-17RA, anti-IL-17RC
et récepteur soluble de type IL-17RC) ont montré leur effica-
cité dans le traitement de maladies inflammatoires, notamment
la SEP et la PR. Différentes molécules sont en cours de déve-
loppement chez 'homme : I’AIN457, un anticorps anti-IL-17 est
en cours d’essai de phase Il dans la PR, la MC, le psoriasis, la
spondylarthrite ankylosante et les uvéites antérieures. Une pro-
téine de fusion composée de deux molécules du récepteur soluble
IL-17RC ainsi qu'un anticorps anti-IL-17RA seront bientdt testés
[85].

6.2.2. Inhibition de I'lL-22
L'inhibition de I'lL-22 via un anticorps anti-IL-22 ou un analogue
de I'IL-22BP, inhibiteur naturel de I'lL-22, pourrait étre intéressant
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en thérapeutique mais de plus amples données sont nécessaires
[85].

6.3. Nouvelles cibles thérapeutiques

Les facteurs de transcription qui controlent le développement
des LTy 17 sont également des cibles thérapeutiques prometteuses :
ROR-yt, STAT3, le récepteur de l'acide rétinoique, RAR et AHR
[85]. L'acide rétinoique, utilisé dans le traitement du psoriasis, a
récemment montré qu’il pouvait bloquer la différenciation Ty17 et
favoriser celle des LTreg [86].

Le blocage de CCR6est également une voie d’avenir puisque
cela bloquerait le recrutement des LTy 17 sur le site inflammatoire.
Le CCR6 est exprimé par les LTy17 mais pas par les LTy1 ou LTy2.
Cest le récepteur de la chémokine CCL20 qui est produite par le
LTy 17 lui-méme mais aussi par le synoviocyte ou le kératinocyte.
CCL20 est retrouvée a des taux élevés dans le liquide articulaire
de patients atteints de PR et dans la peau de patients atteints
de psoriasis et pourrait donc étre a I'origine de la migration des
LTy17 dans les articulations atteintes de PR ou dans les 1ésions de
psoriasis [20,87]. Dans un modéle murin d’arthrite, un anticorps
anti-CCR6 freine significativement le développement des arthrites
[20].

7. Conclusion

La découverte des LTy17et de leurs caractéristiques biolo-
giques a permis de faire progresser nos connaissances dans la
physiopathologie de la réponse immunitaire anti-infectieuse et
auto-immune. Le développement de thérapeutiques ciblant la dif-
férenciation ou les fonctions effectrices des LTy17 permettra de
traiter plus efficacement les maladies inflammatoires ou auto-
immunes avec une réponse Ty17 dominante sous réserve que
I'inhibition de la réponse anti-infectieuse ne soit pas trop délétére.

Conflit d’intérét
Aucun.
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H Key points
Giant-cell arteritis pathogenesis

Giant-cell arteritis (GCA) involves larges arteries, especially
aorta and extra-cranial branches of external carotid.
Histo-pathological lesions affect all the layers of the artery
leading to a segmental and focal panarteritis with a poly-
morphic cell infiltrate including T cells, macrophages and
multinucleated giant cells, a fragmented internal elastic
lamina and an intimal hyperplasia.

The pathophysiology of GCA is not fully understood. After
dendritic cell activation in the adventitia, CD4T cells are
recruited in the arterial wall and polarized into Th1 and
Th17 cells that produce IFN-y and IL-17. These cytokines
activate macrophages, giant cells and smooth muscle cells
inducing vascular remodeling leading to ischemic manifesta-
tions of GCA.

Macrophages infiltrating the adventitia produce IL-1B and IL-6
that are responsible for general symptoms encountered in GCA.
In this review, we discuss GCA pathogenesis, with emphasis on
the role of IL-6 as a promising therapeutic target.
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H Points essentiels

L'artérite a cellules géantes (ACG) est une vascularite affec-
tant les arteres de gros calibre, notamment I'aorte et les
branches extra-craniennes de la carotide externe.

Les lésions histologiques affectent les 3 tuniques de I'artére
réalisant une panartérite segmentaire et focale qui associe un
infiltrat cellulaire polymorphe constitué de lymphocytes T, de
macrophages et de cellules géantes multinucléées, une frag-
mentation de la limitante élastique et une hyperplasie intimale.
La physiopathologie de I'ACG n’est que partiellement connue.
Aprés I'activation des cellules dendritiques de I'adventice, les
lymphocytes T (D4 sont recrutés dans la paroi artérielle et se
polarisent en lymphocytes Th1 et Th17 qui produisent de
grandes quantités d'IFN-y et d’IL-17. Ces cytokines activent
les macrophages, les cellules géantes et les cellules muscu-
laires lisses aboutissant au remodelage vasculaire a I'origine
des manifestations ischémiques de la maladie.

Les macrophages de I’adventice produisent des cytokines
inflammatoires, I'lL-1B et I'lL-6, responsables des signes
généraux de I'ACG.

La meilleure connaissance de la physiopathologie de I'ACG
permet d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques.
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la maladie de Horton (MH) ou artérite a cellule géantes
(ACG) est classée, avec la maladie de Takayasu, dans le groupe
des vascularites des arteres de gros calibre [1]. Le terme
d’artérite temporale ne doit plus étre utilisé pour parler de
I’ACG puisque I'atteinte des artéres temporales nest pas spéci-
fique de la MH et peut se rencontrer dans d’autres vascularites
comme la périartérite noueuse ou les vascularites associées aux
anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (ANCA). La MH est
la vascularite la plus fréquente de I'adulte de plus de 50 ans. Le
pic d'incidence se situe entre 70 et 80 ans. La prévalence de la
MH varie selon les ethnies. Mémes si les données sont parfois

Glossaire

aCE Anticorps anti-cellules
endothéliales

ACG Artérite a cellules géantes

acL Anticorps anti-cardiolipines

ANCA Anticorps anti-cytoplasme des
polynucléaires neutrophiles

BAT Biopsie d’artere temporale

CCR Récepteur de chémokine
(famille cC)

()} Cluster de différentiation

CMH Complexe majeur d’histocom-
patibilité

ML Cellule musculaire lisse

CRH Corticotropine-releasing hor-
mone

CRP Protéine C réactive

CXCR Récepteur de chémokine
(famille CXC)

DC Cellule dendritique

HLA Human Leukocyte Antigen

ICAM-1 Intracellular Adhesion Mole-
cule-1

IFN-y Interferon gamma

IL-x Interleukine-x

LEI Limitante élastique interne

LT Lymphocyte T

Lymphocyte Th Lymphocyte T helper ou
auxiliaire

MH Maladie de Horton

MMP Métalloprotéase

MP Macrophage

PAMP Pathogen Associated Molecular
Pattern

PDGF Platelet-Derived Growth Factor

PPR Pseudopolyarthrite rhizoméli-
que

TCR T cell receptor

TR Toll like receptor

TNF-o Tumor necrosis factor alpha

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Mole-
cule-1

VDCA-2 Voltage Dependent Anion-
Selective Channel Protein 2

VEGF Vascular Endothelial Growth

Factor

contradictoires, la maladie est tres rare chez les africains, les
arabes, les hispaniques et les asiatiques [2—6]. Les prévalences
les plus élevées sont rapportées parmi les populations d’origine
scandinave comme dans le comté d’0lmsted dans le Minnesota
ol la prévalence a été estimée a 18,8 pour 100 000 habitants
[7]. En France, la prévalence de la MH était de 9,4 cas pour 100
000 habitants de plus de 55 ans dans une étude menée en Loire
Atlantique [8]. Ce gradient d’incidence Nord-Sud et la
fréquence accrue de la maladie dans les pays scandinaves
ont fait suspecter I'existence de prédispositions génétiques a
développer une MH. Plusieurs travaux font état d'une augmen-
tation significative de la prévalence des alleles HLA-
DRB170401, DRB170404 ou DRB1%0408, exprimés chez 60 %
des patients ayant une pseudopolyarthrite rhyzomélique (PPR)
ou une MH [9-11]. D’autres alleles HLA de classe | et Il ont été
associés a la MH [12]. Ces associations soulignent le role
prépondérant de I'immunité adaptative cellulaire au cours du
développement de la MH. Les alléles HLA sont en effet respon-
sables dune restriction des peptides présentés aux LT (D4" lors
de l'interaction CMH-II, peptide et récepteur T (TCR). Comme au
cours de la polyarthrite rhumatoide, il existerait au cours de la
MH un « épitope partagé ». En effet, une conservation de la
séquence d’acides aminés entre les positions 28 et 31 du 2°™®
domaine de la chaine B des molécules HLA de classe Il associées
ala MH (HLA-DRB1%0401, HLA-DRB170404 et HLA-DRB1%0408)
a été décrite [10]. D'autres génes ont été étudiés et des
polymorphismes des genes du tumor necrosis factor alpha
(TNF-ar) [11], de l'interleukine-6 (IL-6) [13], de la corticotro-
pine-releasing hormone (CRH) [14], de molécules d’adhésion
cellulaire (ICAM-1), du promoteur du géne de RANTES, du
récepteur de chémokine CCR5 ou du gene de I'antagoniste
du récepteur a I'lL-1 (IL-1Ra) [11] ont été liés a un risque accru
de développer une MH.

Certains travaux ont aussi décrit une variation cyclique et
saisonniere de l'incidence de la maladie, faisant donc évoquer
la participation d’'un facteur environnemental et notamment
infectieux dans le déclenchement de la maladie [15,16]. Il
s'agit souvent d'étude cas/témoin qui ont détecté, par PCR
ou Hybridation in situ, une augmentation de I’ADN de bactéries
ou de virus dans les artéres temporales de patients atteints de
MH : Cytomégalovirus, Parvovirus B19, Herpes Simplex Virus et
Chlamydia pneumoniae [17].

La MH est une panartérite inflammatoire a cellules géantes, non
nécrosante, de topographie segmentaire et focale, touchant les
artéres de gros calibre, préférentiellement les branches de la
carotide externe et en particulier I'artére temporale super-
ficielle. Cependant, tous les gros troncs artériels (carotides,
aorte, sous-clavieres) peuvent étre touchés [18]. La présenta-
tion histologique classique de la MH est une artérite a cellules
géantes avec un infiltrat inflammatoire granulomateux, habi-
tuellement localisé a la jonction intima-média, constitué de
lymphocytes T (LT) en majorité (D4, de macrophages (MP) et
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FIGURE 1

Biopsie d’artere temporale au cours de la maladie de Horton (MH)

A, B. Biopsie d'artere temporale d'un patient atteint de MH. Coloration au May Grinewald Giemsa. Fragmentation de la média et hyperplasie intimale responsable d'une
sténose de la lumiere vasculaire. Panartérite avec infiltrat constitué de cellules mononuclées prédominant a la jonction adventice/média et présence de cellules géantes
multinucléées (B). C, D, E, F, G, H. Etude immunohistochimique de I'infiltrat cellulaire affectant la paroi artérielle d’une artére temporale de patient atteint de MH. Toutes les
coupes de I'artere temporale ont été réalisées au niveau de la méme lésion. Les cellules positives marquées par les différents anticorps utilisés apparaissent colorées en
brun : CD3 pour les LT (C), CD68 pour les MP (D), IFN-y pour les LTh1 (E), IL-17 pour les LTh17 (F), Foxp3 pour les Treg (G) et CD20 pour les lymphocytes B (H). Adv : adventice ;

Med : média ; Int : intima. Grossissement : x 40.

de cellules géantes multinucléées. Les lymphocytes B sont
quasi-inexistants dans la paroi artérielle (figure 1). Cependant,
50 % seulement des biopsies de I'artere temporale (BAT) ont
cet aspect typique. Dans les autres biopsies, I'infiltrat inflam-
matoire chronique est constitué de lymphocytes et de quelques
polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles sans cellules
géantes. Il faut noter qu'il n’existe jamais de nécrose au cours
de la MH. L'observation de lésions de nécrose fibrinoide affec-
tant la paroi de I'artere temporale ou les vasa vasorum doit
faire exclure le diagnostic de MH. La topographie des atteintes
rend compte des manifestations ischémiques de la maladie :
céphalées, claudication de la machoire, baisse d’activité
visuelle, nécrose du scalp ou de la langue et manifestations
neurologiques centrales. Ces manifestations ischémiques s'ac-
compagnent de signes généraux (asthénie, fievre, perte de
poids, anorexie), reflet de lintense réaction inflammatoire
associée. La MH s’associe dans 27 3 56 % a un tableau de
pseudopolyarthrite rhizomélique (PPR), dont la physiopatholo-
gie est commune avec celle de la MH [19]. Le traitement de la
MH est une corticothérapie prolongée par voie orale. Ce traite-
ment est efficace mais son sevrage est long. La durée de
traitement, de 18 mois en moyenne, explique I'importante
morbi-mortalité due a la corticothérapie prolongée [20].

tome 41 > n°10 > octobre 2012

Cette revue décrit de facon détaillée les avancées dans la
connaissance de la physiopathologie et plus particulierement
de I'immunopathologie de I'ACG qui permettent d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Modéle physiopathologique de I'artérite a
cellule géantes

La MH affecte les arteres de gros calibre, principalement I'aorte
et les artéres supra-aortiques, qui possedent une importante
limitante élastique interne (LEI) et des vasa vasorum, vaisseaux
de trés petit calibre cheminant dans I'adventice pour assurer la
vascularisation de la paroi artérielle. A l'inverse, les artéres
intracraniennes ont une paroi plus fine, avec moins de tissu
élastique et pas de vasa vasorum. Ces différences anatomiques
expliquent que ces artéres soient exceptionnellement atteintes
au cours de la MH [21].

Les 3 phases de la physiopathologie de la maladie
de Horton

Le modele physiopathologique de la MH peut se diviser en

3 phases (figure 2) :

- larupture de tolérance et I'activation des cellules dendritiques
(D) ;
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FIGURE 2

Modele physiopathologique de la maladie de Horton

1. Artere normale : les cellules dendritiques (DC) résidentes de I'adventice sont a I'état immature. Elles expriment CCR6 et des TLR dont la nature varie en fonction du type
d’artere. 2. Activation des DC par un signal « Danger » (PAMP : pathogen associated molecular pattern) par I'intermédiaire des TLR. Les DC changent de morphologie,
expriment CCR7 et CD83 et produisent des chémokines (CCL19, CCL20 et CCL21) qui vont recruter les LT CD4 via les vasa vasorum et piéger les DC dans la paroi artérielle. Les
DC expriment fortement le CMH-II et les molécules de costimulation CD80 et (D86, ce qui leur permet d’activer les LT CD4 reconnaissant I'antigene qu'elles ont apprété au
sein de leurs molécules de CMH-I1. 3. Infiltration lymphocytaire T oligoclonale et polarisation Th1 et Th17. Les DC produisent des cytokines qui vont favoriser la polarisation des
LT en LTh1 et LTh17. En présence d'IL-12, les LT (D4 se polarisent en LTh1 producteurs d'IFN-y. En présence d'IL-1B, d'IL-6 et d'IL-23, les LT CD4 se polarisent en
LTh17 producteurs d'IL-17. Les macrophages (MP) infiltrent a leur tour I'adventice et sont activés par les cytokines lymphocytaires, notamment I'lFN-y. 4. Les MP de
I'adventice produisent de grandes quantité d'IL-1p et d'IL-6 qui sont responsables des signes généraux de la MH et qui vont entretenir des boucles d'amplification aboutissant
a la pérennisation de la réponse inflammatoire. Dans la média, les MP et les cellules géantes produisent des facteurs de croissance : le VEGF provoque une néoangiogenése
qui va accroitre le recrutement des cellules inflammatoires, le PDGF est responsable de la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses aboutissant a
I'hyperplasie intimale. Sont aussi produits des métalloprotéases (MMP), du monoxyde d'azote (NO) et des radicaux libres oxygénés (0~) qui vont détruire la média et la
limitante élastique interne. Ce remodelage vasculaire est & I'origine des manifestations ischémiques de la MH. DC : cellule dendritique ; CCL : chémokines ; CCR : récepteur de
chémokine de la famille CC; CMH-II : complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il ; IFN-y : interféron-gamma ; IL : interleukine ; LT : lymphocyte T ; MMP :
métalloprotéases ; MP : macrophage ; PAMP : pathogen associated molecular pattern ; PDGF : platelet-derived growth factor ; RO : radicaux libres oxygénés ; TLR : toll like
receptor ; VEGF : vascular endothelial growth factor.
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- le recrutement, I'activation et la polarisation des LT ;
« le recrutement des MP et le remodelage vasculaire.

Rupture de tolérance et activation des cellules
dendritiques résidantes de I’adventice

Dans l'adventice des artéres saines se trouvent des DC myé-
loides a [I'état immature, définies par un phénotype
$100°CD11¢"CCR6CD83 ™ CMH-II" [22-25]. Comme dans tous
les autres tissus, ces DC immatures ont un réle de sentinelle et
phagocytent les antigénes de I'environnement proche. Elles
participent a I'induction de tolérance vis-a-vis de ces antigenes
et a I'immunoprotection dont bénéficie |a paroi artérielle. Lors-
qu’elles recoivent un signal « Danger », par le biais de récepteurs
spécialisés que sont les Toll Like Receptor (TLR), les DCacquiérent
un phénotype mature (5100*CD11¢*CCR7*CD837CD80/86 " CMH-
119" et produisent alors des cytokines et des chémokines qui
sont responsables du recrutement et de la polarisation des LT. La
nature du signal « Danger » n’est pas connue avec précision mais
I'hypothese infectieuse est la plus probable [15-17]. Une forte
expression du CMH-Il et de molécules de costimulation (CD80 et
(D86) va permettre aux DC devenues matures d’activer les LT
recrutés dans la paroi artérielle. Au cours de la PPR, les DC
acquiérent aussi un phénotype mature mais infiltrent unique-
ment I'adventice alors qu’au cours de la MH, les DC infiltrent
toutes les tuniques artérielles [24,25].

En utilisant un modele murin humanisé de MH dans lequel des
artéres temporales humaines sont greffées dans des souris
affectées de déficit immunitaire sévere (SCID), I'équipe de C.
Weyand a montré que la déplétion en cellules (D83" (DC
matures) permettait de diminuer les Iésions de vascularite,
I'infiltrat lymphocytaire T et la production d’interféron-gamma
(IFN-y), démontrant ainsi le role primordial des DC de I'adven-
tice dans la physiopathologie de la MH [25]. L'injection de TNF-
o, d’adjuvant complet de Freund (ligand du TLR2) ou de
lipopolysacharide (LPS) (ligand de TLR4) induisait |'activation
des DC immatures des arteres de sujets sains greffées aux
souris SCID. Par la suite, les LT autologues transférés étaient
recrutés dans la paroi artérielle et étaient responsables du
développement de la vascularite [25]. Parmi les différents
signaux « Danger » testés, le LPS, ligand du TLR4, avait permis
d’obtenir la plus forte activation des DC : expression d'un
phénotype mature (CD83%), forte production de chémokines
(CCL18, CCL19 et CCL21) et de cytokines (IL-18) [25].
L’expression des TLR dans la paroi des arteres humaines saines
et de gros calibre a été étudiée chez 37 patients de facon post-
mortem [26]. Les TLR sont exprimés de facon quasi-exclusive
par les DC myéloides qui se situent a la jonction adventice/
média. Dans toutes les artéres, la plupart des TLR (TLR1 a 9) sont
exprimeés : TLR2 et 4 de facon ubiquitaire, TLR7 et 9 de facon
inconstante, alors que les TLR1, 3, 5, 6 et 8 sont exprimés de
facon variable, conférant une véritable carte d’identité a cha-
que territoire artériel. Le profil d’expression des TLR de I'artere
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temporale est différent de celui des autres gros vaisseaux : les
TLR2, 4 et 8 sont fortement exprimés dans |'artere temporale a
I'inverse des TLR1, 5 et 6 dont I'expression est faible. L'aorte et
surtout la carotide sont deux artéres dont le profil d’expression
des TLR est le plus proche de celui de I'artére temporale. Ces
données pourraient expliquer le tropisme de la MH pour le
territoire carotidien externe [26].

A la différence d’une réponse immunitaire classique, les DC
matures ne migrent pas dans le ganglion de drainage satellite
de l'artére au cours de la MH. Elles sécrétent les chémokines
CCL19 et CCL21 et expriment leur récepteur (CCR7), ce qui a pour
effet de les piéger dans |'adventice [24].

Recrutement des LT (D4 et leur polarisation

La déplétion en LT CD4™ dans le modele de souris SCID greffées
avec des artéres de sujet atteint de MH entraine une diminution
des Iésions de vascularite, alors que cet infiltrat se maintient
indéfiniment en I'absence de déplétion [27]. Ces résultats sont
en faveur d’un réle essentiel des LT (D4 dans la physiopatho-
logie de la MH. L'analyse du réarrangement du gene du TCR des
LT CD4" infiltrant la paroi des artéres de sujets atteints de MH a
mis en évidence une restriction oligoclonale du répertoire T. Ces
résultats suggerent fortement |'existence d’une présentation
antigénique par les DC matures aux LT CD4" qui vont ensuite
proliférer de facon clonale [28-30]. De plus, des clones iden-
tiques de LT CD4" ont été isolés des BAT droite et gauche chez
des patients atteints de MH [30].

Les LT CD4" sont absents des parois des arteres de sujets sains.
Les LT CD4" sont recrutés suite a I'activation et la maturation des
DC de I'adventice qui produisent certaines chémokines : CCL18,
CCL19, CCL20 et CCL21 [17,23]. Les LT (D4" infiltrent d’abord
I'adventice, via les vasa vasorum qui expriment fortement les
molécules d’adhésion nécessaires a la diapédese : intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) et vascular cell adhesion mole-
cule-1 (VCAM-1) [17,23].

I a été montré que la nature du signal danger activant les DC de
I'adventice influait sur la nature des chémokines et des LT CD4*
qui infiltrent la paroi artérielle. Ainsi, Iactivation par un ligand
du TLR4 (LPS), favorise la production de CCL20 qui provoque une
infiltration par des LT CD4" exprimant CCR6, le récepteur de
(CL20. Ces LT CD4*CCR6" proliferent et infiltrent toutes les
tuniques artérielles aboutissant a une panartérite [31]. De
facon intéressante, CCR6 est un récepteur fortement exprimé
par les LT helpher 17 (LTh17), a la différence des LTh1 qui
expriment CXCR3, le récepteur des chémokines CXCL9, CXL10 et
CXCL11 [32]. A l'inverse, I'activation des DC par un ligand de
TLR5 provoque une infiltration par des LT (D4*CCR6™ qui n'en-
vahissent pas toutes les tuniques de l'artére et provoquent
simplement une périartérite [31].

Une fois recrutés dans la paroi artérielle, les LT (D4 sont activés
par les DC qui leur présentent un antigéne dont la nature est
actuellement inconnue. L'environnement cytokinique local,
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riche en IL-12, IL-18, IL-23, IL-6 et IL-1P va favoriser la pola-
risation lymphocytaire Th1 et Th17. Les LTh1, générés en
présence d'IL-12 et d’IL-18, produisent de I'lFN-y alors que
les LTh17 se polarisent en présence d'IL-6, d'IL-1B et d'IL-
23 et produisent de I'lL-17. L'IL-17 est une cytokine fortement
pro-inflammatoire qui a été récemment impliquée dans plu-
sieurs maladies auto-immunes et auto-inflammatoires telles
que la sclérose en plaques, la maladie de Crohn ou la poly-
arthrite rhumatoide [33,34]. Le pourcentage de LTh17 circulants
est augmenté dans le sang des patients atteints de MH
comparativement a des sujets sains [35-38]. La paroi artérielle
des patients atteints de MH est massivement infiltrée par les
LTh1 et les LTh17 (figure 1). La sensibilité aux corticoides est
différente pour ces deux sous-populations lymphocytaires.
Sous l'effet de la corticothérapie, le pourcentage de LTh17 et
leur présence dans la paroi artérielle diminuent significative-
ment alors qu’aucune modification n’est notée concernant les
LTh1. En effet, la corticothérapie entraine une diminution de
I'expression des cytokines Th17 (IL-1B, IL-6 et IL-23) mais ne
modifie pas la production de cytokines Th1 (IL-12) par les
monocytes circulants et infiltrant les artéres de sujets atteints
de MH [35]. C. Weyand a émis I'hypothese que deux voies
distinctes d’activation lymphocytaire T, impliquant deux types
de DC, interviendraient dans la MH. Une premiere voie,
impliquant des DC productrices d'IL-6, d’IL-23 et d'IL-1pB, abou-
tirait a une polarisation Th17, a la production d’IL-17 qui
activerait les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les fibroblastes. Cette voie serait inhibée par la
corticothérapie. A l'inverse, une voie Th1 impliquant des DC
productrices d’IL-12 et d’IL-18 aboutirait a la production d’IFN-y
activant les macrophages, les cellules endothéliales et les
cellules cytotoxiques. Cette voie Th1, indépendante de la
précédente, serait résistante a la corticothérapie et a I'origine
des manifestations vasculaires chroniques de la MH [35,39].
Cette hypothese impliquant deux voies distinctes n’est proba-
blement que partiellement vraie puisque la différentiation
lymphocytaire Th1, Th17 ou Treg n’est pas un processus défi-
nitif, ces sous-populations pouvant se redifférencier en d'autres
sous-types lymphocytaires, ce qui définit le concept de plas-
ticité [40-42]. Plutot que I'existence de deux voies distinctes
dérivant de deux types de DC, I'hypothese la plus probable est
qu’il n’y ait qu’un type de DC et que les LTh17 se différencient
secondairement en LTh1 en raison de la persistance d'une
production d’IL-12 malgré la corticothérapie [40]. Des argu-
ments en faveur de cette hypothese ont été apportés par des
travaux utilisant un modéle expérimental de colite inflamma-
toire dans lequel les LTh17, par le biais de la production d’IL-17,
induisaient la sécrétion d’IL-12 et d'IL-23 par les cellules mu-
queuses résidentes, aboutissant alors a la différentiation des
LTh17 en LTh1 producteurs d’IFN-y [43]. Les LTh17 sont donc
capables d’induire leur propre polarisation en LTh1 et il est donc
possible que la « disparition » des LTh17 de la paroi des arteres

de patients atteints de MH au profit des LTh1 corresponde a
I'histoire naturelle de la MH. Confortant cette hypothese, nos
travaux récents montrent que les LT CD4"CD1617CCR6", précur-
seurs des LTh17 chez 'homme [44], sont fonctionnellement
modifiés au cours de la MH, se différenciant préférentiellement
en LTh17 en comparaison a ceux des sujets sains [36]. Ces LT
(D4"(D1617CCRG™ infiltrent de facon massive la paroi artérielle
au cours de la MH et produisent a la fois de I'lL-17 et de I'IFN-y.
(D161, molécule de la famille des lectines, est un marqueur
spécifique de la lignée Th17 [32,44]. Aussi, I'expression de ce
marqueur par des LTh1 dans les BAT de sujets atteints de MH
suggere fortement que ces LTh1 se sont différenciés a partir de
LTh17 par plasticité [36], comme cela a été récemment mis en
évidence au cours de I'arthrite juvénile [45].

Alinverse des LTh1 etdes LTh17 pro-inflammatoires, sont décrits
des LT immunorégulateurs : les Treg, définis par le phénotype
(D4"CD25"9"Foxp3* [46]. Les Treg sont quasi-absents de I'in-
filtrat lymphocytaire T présent dans la paroi artérielle au cours de
la MH (figure 1) et leur pourcentage est diminué dans le sang
circulant des patients atteints de MH. En revanche, leur fonction
suppressive n'est pas altérée. Ce déficit quantitatif de la réponse
T réqulatrice, incapable de contrebalancer les réponses Th1 et
Th17, favorise probablement la pérennisation de la réaction
inflammatoire au cours de la MH [36].

Remodelage vasculaire

Deux aspects de la physiopathologie de la MH expliquent les
symptomes : I'intense réaction inflammatoire responsable des
signes généraux et le remodelage vasculaire responsable des
manifestations ischémiques de la maladie [47].

L'importante infiltration par des LTh1 et des LTh17 est respon-
sable de la production de grandes quantités d’IL-17 et d’IFN-y.
Le role de I'lL-17, plus récemment mise en évidence, est moins
bien connu que celui de I'IFN-ydans la MH. L'IFN-y active les MP
recrutés dans la paroi artérielle. Cette activation chronique va
entrainer la formation de cellules géantes multinucléées, carac-
téristiques de la MH. CCL2, ligand de CCR2 semble jouer un réle
primordial dans le recrutement des MP au cours de la MH
[48,49]. CCL2 est produite non seulement par les leucocytes
infiltrant la paroi artérielle, notamment dans les Iésions granu-
lomateuses, mais aussi par les cellules musculaires lisses (CML)
de la média [48]. L'hypothése d'un role important de CCL2 dans
la physiopathologie de la MH est confortée par la corrélation
entre la survenue de rechutes de MH au cours de la premiere
année de suivi et le niveau d’expression de CCL2 dans la paroi
artérielle [48].

Les MP situés dans l'adventice, stimulés par I'IFN-y, vont
produire des cytokines inflammatoires, I'lL-1B et I'lL-6, qui
amplifient la réponse inflammatoire locale et sont a I'origine
des signes généraux de la MH : asthénie, fievre, amaigrisse-
ment, anorexie et élévation des protéines de I'inflammation
[17,23,50-52].
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Les MP infiltrant la média, activés par I'lFN-y, synthétisent des
composants déléteres pour la paroi artérielle, notamment des
radicaux libres dérivés de I'oxygene a I'origine de phénomenes
de péroxydation lipidique, du monoxyde d’azote produit par la
NO-synthase inductible et a l'origine de la nitratation des
protéines endothéliales et des métalloprotéases (MMP) a I'ori-
gine de la destruction de la matrice extra-cellulaire et de la
fragmentation de la LEI [17,47]. Les MMP sont des enzymes
protéolytiques capables de digérer I'élastine et sont a I'origine
de la destruction de la média. Seules les MMP-2 et MMP-9 sont
détectées dans la paroi des arteres affectées de MH, principale-
ment au niveau des MP et des cellules géantes situés dans les
granulomes a proximité de la LEI [53-55]. Dans une large étude
comparant 50 BAT de sujets atteints de MH a 97 BAT normales,
seule la MMP-9 était associée a la fragmentation de la LEI,
I'hyperplasie intimale et la sténose de la lumiére vasculaire
alors que la MMP-2 était détectée de facon identique entre les
deux groupes [56].

Les MP activés par I'lFN-y et les cellules géantes vont également
produire des facteurs de croissance : le platelet-derived growth
factor (PDGF) et le vascular endothelial growth factor (VEGF)
[57]. Le PDGF provoque lactivation et la prolifération des CML
a l'origine de I'hyperplasie intimale. Le VEGF aboutit & une
importante néovascularisation favorisant le recrutement de
nouvelles cellules immunitaires dans la paroi artérielle [58].
Les CML de la média sont des composants majeurs de la paroi
artérielle. Elles ont une fonction contractile et participent aux
phénoménes de réparation tissulaire grace a leur capacité de
migration et de prolifération [31]. Au cours de la MH, les MP et les
LT s'accumulent dans la média ou les CML constituent la cible
directe des médiateurs toxiques produits par les LT et les MP. Les
CML ne sont pas seulement des cibles du processus inflamma-
toire mais participent activement a sa génération et a son
entretien : les CML de la média et celles qui ont migré et proliféré
dans l'intima produisent des MMP-2 et MMP-9, a l'origine de la
destruction de la média et de la fragmentation de la LEI [31,59].
Les phénomenes de néoangiogenese et d’hyperplasie intimale
sont directement responsables des manifestations ischémiques
de la maladie [58]. Les vasa vasorum, normalement confinés a
I'adventice, sont également présents dans la média et I'intima au
cours de la MH et leur présence est corrélée avec la fragmenta-
tion de la LEI et la présence de cellules géantes. En effet, les
facteurs de croissance produits par les MP et les cellules géantes
(PDGF et VEGF) favorisent la prolifération et la migration des CML
vers I'intima a I'origine des phénomenes de néoangiongenese et
d’hyperplasie intimale [57]. La MMP-9 est détectée au niveau
des CML de la média et joue probablement un réle fondamental
dans les processus d’invasion de I'intima par les CML, en facilitant
la destruction de la LEI et la dissociation des CML [31].

Les cellules endothéliales (CE), qui constituent une barriere
entre le compartiment sanguin et les tissus, jouent un role
crucial dans la régulation de la vasomotricité, de I'hémostase,
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de l'angiogénése et des phénomenes inflammatoires. Les
molécules produites par les LT et les MP au cours de la MH
agissent sur les CE qui sécrétent a leur tour des cytokines et
expriment des molécules d’adhésion qui vont contribuer au
recrutement de cellules immunitaires. En effet, 'analyse des
vasa vasorum et des néovaisseaux issus de biopsies d’artére
temporale de patients affectés de MH a mis en évidence une
forte expression de molécules d’adhésion ICAM-1, ICAM-2,
P-selectine, E-sélectine et VCAM-1 par les leucocytes et les
CE [60]. De plus, la concentration sérique d’'ICAM-1 soluble est
corrélée a l'activité de la MH [61].

Role de la réponse immunitaire humorale

Dans une moindre mesure que la réponse immunitaire a
médiation cellulaire, il est possible que la réponse immunitaire
humorale soit également impliquée dans la physiopathologie
de la MH. En effet, quelques lymphocytes B sont parfois
détectés dans les BAT de patients atteints de MH, en particulier
dans I'adventice (Figure 1H) [36,62,63] ou ils sont associés a
des plasmocytes, notamment chez les patients ayant une
atteinte visuelle [64]. Témoignant du possible réle de I'immu-
nité humorale, la présence de différents types d’auto-anticorps
a été rapportée au cours de la MH mais sans que leurs roles
pathogéniques soient clairement démontrés. Ainsi, des anti-
corps anti-cardiolipines (aCL) ont été détectés chez 20 a 50 %
des patients affectés de MH, mais a taux faible, sans anticorps
anti-B2glycoprotéine | et sans association avec une augmenta-
tion du risque ischémique [65-69]. Ces aCL disparaissent aprés
3 mois de corticothérapie [69,70]. Des anticorps anti-cellules
endothéliales (aCE) ont été détectés chez 33 % des patients
atteints de MH [71]. Ces aCE ne sont pas spécifiques de la MH
carils ont été aussi trouvés chez des sujets sains [72] ou atteints
de maladie auto-immune [73]. Cependant, au cours de la MH,
ces aCE seraient des IgG dirigées contre des auto-antigénes
spécifiques exprimés par les CE et les CML, tels que la vinculine, la
lamine A/C, I'annexine V, le voltage dépendent anion-selective
channel protein 2 (VDCA-2) et d’autres protéines impliquées
dans le métabolisme énergétique cellulaire [74]. Plus récem-
ment, des anticorps dirigés contre la chaine lourde de la ferritine
humaine ont été détectés chez 92 % des patients affectés de MH
ou de PPR non traitée, mais aussi chez 29 % des patients affectés
de lupus et seulement 1 % des sujets sains [75].

Role du vieillissement dans la physiopathologie de
la maladie de Horton

L'age constitue le principal facteur de risque de développer une
MH. Le processus de vieillissement s’accompagne d’une mod-
ification du systéme immunitaire inné et adaptatif et d’'un
remodelage de la paroi vasculaire [76]. Tous les acteurs cellu-
laires impliqués dans la MH sont affectés par le vieillissement :
DG, LT, CE et CML [76]. Le vieillissement est responsable d’une
diminution du nombre de LT naifs et d’un enrichissement en LT
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mémoires et effecteurs, d'une diminution de la diversité du
répertoire T et d'une accumulation de LT CD4°CD28 et
(D8"(D28 qui sont des LT sénescents dont la fréquence est
inversement corrélée a la réponse vaccinale [77-80]. Les DC sont
également modifiées par le processus de vieillissement : |'ex-
pression des TLR est maintenue mais la réponse suite a leur
stimulation est diminuée et la migration des DC vers les organes
lymphoides secondaires est altérée [81,82]. Parallelement, les
sujets agés sont davantage exposés aux infections : augmenta-
tion de la charge infectieuse et réactivation d’infections latentes
virales ou bactériennes. Les cellules immunitaires survivant a ce
processus de vieillissement sont moins bien régulées et pro-
duisent spontanément des cytokines. En effet, une augmenta-
tion de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B,
IL-6 et TNF-o) par les DC, les MP, les CE et les fibroblastes
sénescents a été observée [76,83]. Ce phénomene, dénommé
« inflamm-aging », serait a I'origine d’un état inflammatoire
chronique facilitant le développement de maladies auto-im-
munes et de I'athérosclérose au cours du vieillissement. En
effet, la MH est caractérisée par le développement d'une
réaction immunitaire non contrélée, médiée par les DC et
les LT, dans un tissu normalement immunoprotégé qu’est la
paroi artérielle. Avec le vieillissement, le tissu vasculaire subit
des modifications (dégénérescence de la média, dépots calci-
ques, hyperplasie intimale, altération des fibres élastiques,
altération des protéines de la matrice [84-87]) qui, combinées
a cet état pro-inflammatoire, favoriseraient la présentation
d’auto-antigénes aux LT par les DC et donc le déclenchement
de la MH [76].

IL-6 : une cytokine clé et une cible thérapeutique au
cours de la maladie de Horton

Le role de I'lL-6 est particulierement important dans la physio-
pathologie de la MH. Cette cytokine intervenant dans la promo-
tion de la phase aigué de la réaction inflammatoire est
augmentée dans le sérum de patients atteints de MH non
traitées ; sa concentration est corrélée avec l'activité de la
maladie ainsi qu'avec la vitesse de sédimentation et la protéine
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Conclusion

La cause exacte de la MH demeure inconnue mais les méca-
nismes immunopathologiques aboutissant au remodelage vas-
culaire sont de mieux en mieux connus et permettent
aujourd’hui d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques
qui permettront peut-étre de diminuer la dose et la durée
de la corticothérapie recue par ces malades, encore responsa-
ble d’une importante morbi-mortalité.
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ABSTRACT

Giant cell arteritis (GCA) is a granulo-
matous large-vessel vasculitis that usu-
ally affects the aorta and/or its major
branches, especially the branches of
the carotid arteries. Histo-pathologi-
cal lesions are observed in all layers of
the artery leading to segmental and fo-
cal panarteritis with a polymorphic cell
infiltrate that includes T cells, macro-
phages and multinucleated giant cells,
a fragmented internal elastic lamina
and intimal hyperplasia. The patho-
physiology of GCA is complex and not
Sfully understood. In this review, we dis-
cuss the immunological aspects of GCA
pathogenesis with a particular empha-
sis on T cell responses. Upon dendritic
cell activation in the adventitia, CD4 T
cells co-expressing CD161 are recruit-
ed in the arterial wall and polarised
into Thl and Thl7 cells that produce
IFN-y and IL-17, respectively. These
cytokines activate macrophages, giant
cells and vascular smooth muscle cells,
thus inducing vascular remodelling
which leads to the ischaemic manifesta-
tions of GCA. Macrophages infiltrating
the adventitia produce IL-1§5 and IL-6,
which are responsible for the general
symptoms encountered in GCA.

Introduction

Giant cell arteritis (GCA) is a large-
vessel vasculitis which usually af-
fects the aorta and its major branches
(1, 2). The term temporal arteritis is
not a suitable alternative for GCA be-
cause temporal arteries are not always
involved, and because other types of
vasculitis can affect them. GCA is the
most common vasculitis in adults over
50 years (3, 4). The peak incidence is
observed between 70 and 80 years (3,
4). The prevalence of GCA depends
on ethnic backgrounds. The disease
seems to be very rare in African, Ara-

S-65

bic, Hispanic and Asian countries (5-
9). The highest prevalence is observed
in Scandinavian countries and in Olm-
sted County, Minnesota, and reaches
18.8 cases per 100,000 people (10).
This North to South incidence gradi-
ent and the highest frequency of GCA
in Scandinavian ethnic groups suggest
that GCA has a genetic background. A
number of factors have been thought
to increase the risk of GCA. These
include haplotypes of human leuko-
cyte antigen (HLA) class I and IT (11),
particularly the HLA-DRBI1%*0401,
DRB1*%0404 or DRB1*0408 haplo-
types, expressed by 60% of patients
affected by polymyalgia rheumatica
(PMR) or GCA (12-14). Similarly to
rheumatoid arthritis, a shared epitope
exists in GCA: a conserved sequence
of amino-acids between position 28
and 31 of the 2" domain of the GCA
associated HLA class-II (3 chain (HLA-
DRB1*0401, HLA-DRB1¥0404 and
HLA-DRB1*0408) has been described
(13). Other genes have been studied
and polymorphisms of tumour necrosis
factor-alpha (TNF-a) (14), interleukin-
6 (IL-6) (15), corticotropin-releasing
hormone (CRH) (16), intracellular ad-
hesion molecule 1 (ICAM-1), NLRP1
rs8182352 polymorphism (17), regu-
lated and normal T cell expressed and
secreted (RANTES/CCLS5) promoter,
CCRS5 or IL-1Ra (14) have been linked
to an increased risk of developing
GCA. Such associations underline the
preponderant role of adaptive immu-
nity in GCA pathogenesis. However,
no pathognomonic genetic feature has
been associated with GCA.

Some studies have also reported sea-
sonal variations or a cyclic pattern,
suggesting the involvement of a trig-
gering environmental factor (3, 18).
Several studies have investigated the
potential role of viruses and/or bacteria



REVIEW

Pathogenesis of giant cell arteritis / M. Sams

Fig. 1. Temporal artery biopsy affected by GCA. May Griinewald Giemsa staining (A, B) showing granulomatous inflammatory infiltration, fragmenta-
tion of the media and intimal hyperplasia leading to stenosis (A). Cellular infiltration is composed of mononuclear cells, especially at the media-adventitia
junction where multinucleated giant-cells are observed (B). Immunohistochemistry analyses of a TAB from a patient affected by GCA (C, D, E, F, G, H).
Positive cells appear in brown, showing an infiltration of the arterial wall by T cells (CD3 staining, [C]), macrophages (CD68 staining, [D]), Th1 cells (IFN-y
staining, [E]), Th17 cells (IL-17 staining, [F]). Very few Treg cells (Foxp3 staining, [G]) and no B cells (CD20 staining, [H]) are observed. Adv: adventitia,

Med: media; Int: intima. Magnification x 40.

in the pathogenesis of GCA. Case-con-
trol studies have reported the detection
of viral and/or bacterial DNA by PCR,
immunohistochemistry or in situ hy-
bridisation in temporal artery biopsies
(TAB) from patients with GCA: cy-
tomegalovirus, parvovirus B19, herpes
simplex virus and Chlamydia pneu-
moniae, for example (19). However,
these results have not been confirmed
by larger studies. More recently, some
authors reported evidence of the im-
plication of a Burkholderia-like strain
(Burkholderia pseudomallei-like): this
attenuated newly-identified species of
Burkholderia has been isolated from
temporal arteries of GCA subjects,
through 16S rRNA analysis followed
by multilocus sequence typing. Bur-
kholderia lipopolysacharide (LPS) has
also been detected in TAB and serum of
GCA patients. Culture of a GCA TAB
was positive for Burkholderia pseu-
domallei-like species that were injected
into mice and triggered inflammation
of pulmonary blood vessels (20).

GCA is a focal and segmental panarteri-
tis with non-necrotising granulomatous
inflammation, affecting large vessels,
especially the aorta, the external carotid
and its branches such as the temporal

artery. However, all large arteries can be
affected (21). GCA classical histology
is characterised by a granuloma associ-
ated with infiltration by T lymphocytes
(mainly CD4* T cells) and macrophages,
and the presence of multinucleated giant
cells, which are usually located at the in-
tima-media junction. B cells are usually
absent in TAB from GCA patients (Fig.
1). However, only about 50% of routine
biopsy samples show all these typical
features. In the others, only a chronic
inflammatory reaction, featuring lym-
phomononuclear cells but no giant cells
is noticed. Fibrinoid necrosis in the tem-
poral artery layers or in the wall of vasa
vasorum is not usual in GCA lesions and
should rule out the diagnosis.

Arterial topography of the inflamma-
tory process accounts for ischaemic
symptoms of the disease such as head-
ache, jaw claudication, visual loss, scalp
or tongue necrosis, central nervous sys-
tem ischaemic complications. Systemic
symptoms (fever, asthenia, anorexia
and weight loss) are the consequence
of chronic inflammation. In 27 to 56%
of cases, GCA is associated with PMR,
which has a common pathogenesis (22).
The treatment of GCA is based on glu-
cocorticoids that are very effective but
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difficult to stop. The mean duration of
treatment is 18 months, which is respon-
sible for a high level of morbidity and
mortality in this elderly population (23).
In this review, the pathogenesis of
GCA is detailed, especially its immu-
nopathology with emphasis on new
therapeutic targets and the role of
CD4*CD161* T cells.

Pathophysiological model of GCA
GCA affects only large arteries such as
the aorta and its major branches (be-
fore visceral arteries). These arteries
have a prominent internal elastic mem-
brane and vasa vasorum. The architec-
ture of the artery plays a major role in
the pathogenesis of the disease. When
cervical arteries penetrate through the
dura, they become thinner, have less
elastic tissue and lose their vasa vaso-
rum. Intracranial arteries are thus very
rarely affected by GCA (24).

1. The three events in

the pathogenesis of GCA

The pathogenesis of GCA can be di-

vided into three phases (Fig. 2):

e Activation of vascular adventitial
dendritic cells (DC) via TLR stimu-
lation
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Fig. 2. Pathogenesis of GCA.

1. In healthy artery, dendritic cells (DC) of the adventitia are immature, express CCR6 and display particular TLR profiles, depending on the type of artery.
2. The detection of PAMPs (pathogen associated molecular pattern) or other danger signals by TLR induce DC activation. Burkholderia pseudomallei-like
LPS could trigger DC activation. Activated DC modify their morphology, express high levels of MHC class-1I, costimulatory molecules such as CD80 and
CD86, CCR7 and produce cytokines and chemokines such as CCL19, CCL20 and CCL21 which recruit, activate and induce CD4* T cell differentiation.
Recruited T cells mainly expressing CCR6 and CD161 are polarised into Th17 cells (in the presence of IL-6, IL-1f3 and IL-23) and/or Th1 cells (IL-12 and
IL-18). These proinflammatory cytokines do not allow Treg generation, which leads to a chronic inflammatory response. Th17 cells produce IL-17, which
triggers IL-23 and IL-12 production by resident cells, thus stabilising the Th17 lineage (IL-23) and increasing Th1 polarisation (IL-12). Glucocorticoids are
able to decrease the production of Th17 cytokines but have no effect on Thl cell polarisation. Anti-IL-6R (tocilizumab) can inhibit Th17 polarisation and
increase Treg generation, correcting the Th17/Treg imbalance.

3. The arterial wall is infiltrated by oligoclonal Th1 and Th17 cells producing IFN-y and IL-17, respectively. Thereafter, macrophages are recruited through
CCL2 production. They are activated by cytokines secreted by T cells, especially IFN-y.

4. Macrophages of the adventitia produce large amounts of IL-13 and IL-6 which are responsible for the general symptoms of GCA. IL-1f3 and IL-6 also
initiate positive feedbacks that amplify local inflammation. In the media, macrophages produce growth factors: VEGF triggers neovascularisation, which
increases immune-cell homing, while PDGF induces the migration and proliferation of vascular smooth muscle cells thus generating intimal hyperplasia.
IFN-vy-activated macrophages also synthesise reactive oxygen species (O"), nitric oxide (NO) and matrix metalloproteinases (MMP), which induce media
destruction and internal elastic lamina digestion. Vascular remodelling is responsible for the ischaemic manifestations of GCA.

DC: dendritic cell; CCL: chemokines; CCR: chemokine receptor (CC family); CD: cluster of differentiation; MHC-II: major histocompatibility complex;
IFN-y: interferon-gamma; IL: interleukin; MMP: metalloproteinase; O reactive oxygen species; PAMP: pathogen associated molecular pattern; PDGF:
platelet-derived growth factor; TLR: toll like receptor; VEGF: vascular endothelial growth factor.
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e Recruitment and activation of CD4*
T cells

e Recruitment of macrophages (MP)
and vascular remodelling

a. Activation of vascular adventitial
dendritic cells (DC) via TLR
stimulation

Immature myeloid DC, defined by a

S100*CD11¢*CCR6*CD83-MHC-II*"

phenotype are physiologically localised

in the adventitia of arteries (25-28) and
involved in immune surveillance. These
cells play the role of immune sentinels
and therefore, through the expression of
toll-like receptor (TLR), have the abil-
ity to either sense danger signals and
trigger adaptive immunity or to regu-
late localised and possibly systemic in-
flammatory responses in the absence of

a danger signal (29). The detection of

a danger signal via the TLR of adven-

titial DC induces their activation, fol-

lowed by the phenotypic modifications

(S100*CD11c*CCR7*CD83*CD80/

86*MHC-II"e") and the production of

pro-inflammatory cytokines and chem-
okines responsible for the homing of

CD4* T cells. Upon activated, DC ex-

press high levels of MHC class-II and

co-stimulatory molecules responsible
for T lymphocyte stimulation and their
recruitment in the wall of the artery. In

TAB from patients affected by PMR

only, DC are activated but their pres-

ence is restricted only within the ad-
ventitia, whereas they infiltrate all the
layers of the artery in GCA TAB, high-
lighting the pathological continuum

between PMR and GCA (27, 28).

Using a humanised model of GCA,

in which human temporal arteries are

grafted into SCID mice, Weyand’s team
showed that the depletion of activated

DC through an anti-CD83 antibody was

able to reduce vasculitis, T cell infiltra-

tion and IFN-y production, thus dem-
onstrating the major role of adventitial

DC in the pathogenesis of GCA (28).

The danger signal in GCA has still not

been identified but some data suggest

on an infectious trigger recognised via

TLR (3, 18, 19, 30). In healthy tem-

poral arteries grafted into SCID mice,

the injection of TLR ligands such as

Freund complete adjuvant (TLR2 lig-

and) or LPS (TLR4 ligand) induced
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DC activation followed by vasculitis
due to the activation of autologous T
cells injected thereafter and recruited
in the arterial wall (28). Among the dif-
ferent danger signals tested, LPS trig-
gered the strongest activation of DC:
CD83 expression, chemokine (CCL18,
CCL19, CCL20) and cytokine (IL-18)
production (28). The various locations
of the artery lesions in GCA may be ex-
plained by the different profiles of TLR
expression by adventitial DC. This
hypothesis was confirmed by post-
mortem TLR gene expression studies
in large arteries from 37 patients (31).
TLR were expressed almost exclusive-
ly by myeloid DC located at the adven-
titia-media junction. In all the arteries,
most of the TLR (TLR1 to 9) were
expressed: TLR2 and 4 ubiquitously,
TLR7 and 9 infrequently, and TLR1, 3,
5, 6 and 8 were selectively expressed
in some patterns, so that each vessel
exhibited a distinct TLR profile. No-
tably, the temporal artery profile was
different from that of other vessels:
TLR2, 4 and 8 were highly expressed,
whereas TLR1, 5 and 6 expression was
low. The TLR expression profile in the
aorta and carotid arteries was the most
comparable to that in the temporal ar-
tery. These data can explain the tropism
of GCA for the external carotid and its
branches (31).

Unlike the classical immune response,
activated DC do not migrate into lymph
nodes in GCA. They produce CCL19
and CCL21 as well as their receptor
(CCR7), and are thus trapped in the
wall of the artery (27).

b. Recruitment, activation and
polarisation of CD4* T cells
CD4* T cell depletion in the model of
SCID mice engrafted with arteries from
GCA patients led to a significant de-
crease in vasculitis lesions, while when
there is no depletion the inflamma-
tory process persists (32). These results
highlight the essential role of CD4* T
cells in the pathogenesis of GCA. Stud-
ies focusing on T-cell receptor (TCR)
V genes in the arterial wall of GCA
patients have shown a restricted oligo-
clonal repertoire, which strengthens the
hypothesis of local proliferation and
activation of CD4* T cells by mature
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DC (33-35). Furthermore, analyses of
CD4* T cells recovered from right and
left temporal arteries of the same GCA
patient revealed identical TCR profiles,
thus providing strong evidence of an
antigen-driven immune response in
GCA (35).

Notably, CD4* T cells are absent from
the wall of healthy arteries; they are
recruited after DC activation and
maturation in response to the produc-
tion of different chemokines: CCL18,
CCL19, CCL20 and CCL21 (19, 26).
CD4* T cells first infiltrate the adven-
titia through vasa vasorum, whose en-
dothelial cells highly express adhesion
molecules like intracellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) (19,
26). It has been shown that the type of
danger signal that activates adventitial
DC determines the type of chemo-
kines produced and consequently the
subsets of CD4* T cells infiltrating
the arterial wall. Activation of TLR4
by LPS triggers production of CCL20
leading to the recruitment of activated
CCR6*CD4* T cells that proliferate and
trigger panarteritis (36). Interestingly,
CCRG6 s particularly expressed by Th17
cells, whereas Th1 cells do not express
CCR6 but strongly upregulate CXCR3,
the receptor for CXCL9, CXCL10 and
CXCLI11 (37). When DC are activated
by a TLRS ligand, only CCR6CD4+ T
cells are recruited in the arterial wall.
These T cells are unable to infiltrate all
the layers of the artery, thus triggering
periarteritis that is different from GCA
lesions (36).

Once recruited in the arterial wall,
CD4* T cells are activated by DC that
present a still unidentified antigen. The
high concentrations of proinflamma-
tory cytokines such as IL-12, IL-18,
IL-23, IL-6 and IL-1p in the microen-
vironment, lead to Th1 and Th17 com-
mitment of CD4* T cells. Thl cells,
generated in the presence of IL-12 and
IL-18, produce IFN-y, whereas Thl7
cells, generated in the presence of IL-6,
IL-1p and IL-23, produce IL-17. IL-17
is a potent proinflammatory cytokine
that has recently been implicated in
several autoimmune and autoinflam-
matory diseases such as multiple scle-
rosis, Crohn’s disease or rheumatoid
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arthritis (38, 39). The percentage of cir-
culating Th17 cells in the blood of pa-
tients affected by GCA is increased in
comparison with healthy controls (40-
42). The arterial wall is also strongly
infiltrated by Th1 and Th17 cells (fig-
ure 1). The response to glucocorticoids
for these two populations of T cells
seems to be different: after treatment
Th17 decreased in both the blood and
the arteries, whereas Th1 cells resist to
glucocorticoids (40), even though data
are sometimes contradictory (41). In-
deed, corticosteroids trigger a decrease
in Th17 cytokines (IL-1f3, IL-6 and IL-
23) but do not modify the production
of Th1 cytokines (IL-12) by monocytes
isolated from the blood or from TAB
of GCA patients (40). IL-17 expression
in TAB, measured by RT-PCR, has re-
cently been shown to be a predictor of
response to glucocorticoid treatment in
GCA (43). These results may suggest
the involvement of two distinct path-
ways in GCA pathogenesis (44). In the
first pathway, DC produce IL-6, IL-23
and IL-1p triggering Th17 polarisation
and IL-17 secretion, which activates
endothelial cells, vascular smooth
muscle cells (VSMC) and fibroblasts.
This pathway is inhibited by gluco-
corticoids. In the second pathway, DC
producing IL-12 and IL-18 lead to the
generation of Thl cells which secrete
IFN-y and activate macrophages, en-
dothelial cells and cytotoxic cells. This
pathway, which could be independent
of the first one, is resistant to glucocor-
ticoids and responsible for the chronic
manifestations of GCA (40, 44). This
hypothesis is probably not totally true
since it is now admitted that polarised T
cells, such as Th1, Th17 and regulatory
T cells (Treg) are not stable. In fact, due
to their plasticity, Th1, Th17 and Treg
cells can differentiate into each other,
depending on the cytokines produced
in their environment (45-47). Rather
than two independent pathways with
two different types of DC and T cells,
it is more likely that only one subset of
DC triggers Thl and Th17 polarisation
from a common CD4* T cell precur-
sor. Thereafter, under glucocorticoid
therapy, Th17 cells decrease whereas
Thl lymphocytes are maintained due
to the persistence of IL-12 producing

DC (45). In a recent study using an
IL-17-dependent colitis murine model,
Th17 cells were able to induce IL-12
production by resident cells leading to
the generation of Thl cells producing
IFN-vy (48). These results suggest that
Th17 cells are able to induce their own
polarisation into Thl cells. Therefore,
we cannot exclude the possibility that
the extinction of Th17 cells and the
persistence of Thl cells might be the
natural history of GCA.

Some results recently published by
our team argue in favour of the former
hypothesis. We have shown that
CD4*CD161* T cells, considered as pre-
cursors of Th17 cells in humans (49),
were functionally modified in GCA.
These CD4*CD161* cells isolated from
the blood of GCA patients produced
higher levels of IL-17 than those from
healthy controls (41). Furthermore,
whereas they represent about 10 to 20%
of circulating CD4+ T cells, the great
majority of T cells infiltrating the wall
of the artery of GCA patients expressed
CD161. Of note, CD4*CD161* T cell
recruitment in the artery is fostered by
the expression of CCR6, more than 90%
of these cells expressing CCR6 (41,
49). CD4*CD161* T cells infiltrate all
the layers of the artery during GCA and
produce both IL-17 and IFN-y (41).
However, these precursor cells need
to be further characterised as differ-
ent immune cells also express CD161.
Actually, CD161 is the human homo-
logue of the mouse NKI1.1, expressed
on NK cells and also some subsets of
T cells defined as NKT cells (50, 51).
In humans, NKT cells (type I) are -
galactosylceramide reactive and CD1d
restricted, using invariant TCR o chain
consisting of Va24-Jal8 with VP11
(50, 51). The percentage of NKT cells
among human circulating CD4* T cells
is <1% (50, 51). Other human cell pop-
ulations also express CD161 but are
restricted to conventional MHC mol-
ecules, exhibit a polyclonal TCR rep-
ertoire and have been named NKT-like
CD4* or CD8* T cells (50, 51). These
CD4+*CD161* T cells represent about
10 to 20% of circulating CD4* T cells,
express CCR6 and are characterised by
a T-cell memory phenotype (CD45RA"
CD45R0%) (30, 50, 51). It is now clear
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thathuman Th17 cells differentiate from
CD161*CD4* T cells that are not CD1d
restricted but dependent on MHC class
IT with a variant repertoire (49). CD161
is thus considered a specific marker of
the Th17 lineage. Therefore, expres-
sion of CD161 by IFN-y* T cells (Thl
cells) strongly supports the hypothesis
that these Th1 lymphocytes are double
positive (IL-17*IFN-y*) or were polar-
ised into Thl from a Th17 state (41),
due to the plasticity of T cell lineages
(45, 46), as recently demonstrated in
juvenile arthritis (52).

Regulatory T cells (Treg), defined by
a CD4+*CD25"e"Foxp3* phenotype are
immunosuppressive cells that may also
play a role in GCA pathogenesis (53).
Actually, Treg are very rare in the arte-
rial wall of arteries from GCA patients
(figure 1) and the percentage of Treg in
the peripheral blood of GCA patients is
lower than that in healthy controls (41).
However, their suppressive activity is
not altered (41). This deficiency in the
circulating Treg immune response in
GCA is unable to control the strong Th1
and Th17 immune responses and thus,
is probably involved in the sustained
inflammation observed in GCA. Other
types of immune dysregulation may
also explain immune activation in the
pathogenesis of GCA. It has recently
been reported that the physiological ex-
pression of PD-L1 by endothelial cells
of the vasa vasorum, which allows the
inhibition of activated or cytotoxic T
cells and have also been shown to trig-
ger Treg generation (54), was strongly
decreased, thus leading to a loss of the
immune privilege that characterises the
arterial wall. This hypothesis was con-
firmed by an accelerated vessel-wall
inflammation (55) in human artery-
SCID chimeras treated with a blocking
PD-L1 fusion protein.

c. Vascular remodelling

Two different clinical signs of GCA
are associated with two different proc-
esses: the inflammatory syndrome with
systemic production of IL-6 and IL-1
is responsible for general symptoms,
whereas vascular remodelling triggers
ischaemic manifestations (56).
Infiltration of the arterial wall by T
lymphocytes and their polarisation into
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Th1 and Th17 cells leads to the secre-
tion of high levels of IL-17 and IFN-
v. The exact role of IL-17 in vascular
remodelling is still not completely
defined (38). IFN-y activates macro-
phages that are recruited in the arte-
rial wall through CCL2 production (57,
58). Macrophage activation will lead to
the genesis of giant cells that are one of
the pathological GCA hallmark. CCL2
is produced by leukocytes in the arte-
rial wall, but also by VSMC of the me-
dia (57). The involvement of CCL2 in
the pathogenesis of GCA is supported
by the positive correlation between
the risk of relapse in the first year and
the level of expression of CCL2 in the
arterial wall (57). IFN-y-stimulated
macrophages of the adventitia produce
IL-1p and IL-6 which amplify the local
inflammatory response and are respon-
sible for the general signs encountered
in GCA: weakness, fever, weight loss,
anorexia and acute phase response (19,
26, 30, 59-61). Upon activation by
IFN-v, macrophages in the media pro-
duce reactive oxygen species causing
lipid peroxidation of phospholipids.
Nitric oxide (NO) is produced by the
induced NO-synthase and triggers ni-
tration of endothelial proteins. Matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9), pro-
duced by VSMC and macrophages, is
especially detected in granulomatous
areas in arteries affected by GCA and
is capable of destroying cellular matrix
proteins including elastin and causing
destruction of the media and digestion
of the internal elastic lamina (19, 56).
Macrophages activated by IFN-y and
giant cells produce also growth factors:
platelet-derived growth factor (PDGF)
and vascular endothelial growth factor
(VEGF) (62). PDGF triggers activation
and proliferation of VSMC leading
to vascular hyperplasia. VEGF is re-
sponsible for neoangiogenesis, which
increases the recruitment of other im-
mune cells (63).

VSMC of the media are major com-
ponents of the arterial wall. They have
contractile functions and are involved
in the healing and repair of wall dam-
age due to their ability to migrate,
proliferate and produce matrix (36).
During GCA, T cells and macrophages
infiltrate the media so that VSMC are
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the direct target of their toxic media-
tors. VSMC are not only targets of the
inflammatory process but are also im-
plicated in its generation since they
are able to migrate and proliferate in
the intima and to produce MMP-2 and
MMP-9 (36, 64). Neoangiogenesis and
intimal hyperplasia are directly respon-
sible for the ischaemic symptoms of
GCA (63). Vasa vasorum are normally
restricted to the adventitia. In GCA,
they are also present in the media and
the intima, which correlates with inter-
nal elastic lamina digestion and infil-
tration by giant cells.

Endothelial cells are the natural barrier
between blood and tissues. They are
involved in the regulation of vasomo-
tion, hemostasis, angiogenesis and in-
flammation. Activated by the cytokines
produced by macrophages and T cells,
endothelial cells of the vasa vasorum
and neovessels from TAB of patients
affected by GCA express high levels
of adhesion molecules such as ICAM-
1, ICAM-2, P-selectin, E-selectin and
VCAM-1 that are involved in the re-
cruitment of immune cells (65).

2. Activation of the humoral immune
response

The humoral immune response seems
to be less involved in GCA pathogen-
esis than does the cellular immune re-
sponse. A few B cells are sometimes
detected in TAB of GCA patients,
particularly in the adventitia (Fig. 1H)
(41, 66, 67) where they are associated
with plasma cells, especially in pa-
tients suffering from visual loss (68).
Autoantibodies may be detected dur-
ing GCA but their pathogenicity is not
demonstrated. Anticardiolipin (aCL)
antibodies are detected in 20% to 50%
of GCA patients, but at a low level,
without anti-p2glycoprotein I antibod-
ies and without any correlation with an
increase in the risk of ischaemic events
(69-73). Anti-endothelial cell antibod-
ies (AECA) have been detected in 33%
of GCA patients (74). AECA are not
specific to GCA, since they are also
detected in healthy controls (75) and
in other autoimmune diseases (76).
However, it has been shown that AECA
from GCA patients targeted specific
antigens expressed by endothelial cells
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and VSMC, such as vinculine, lamin A/
C, annexin V, voltage dependent anion-
selective channel protein 2 (VDCA-2)
and other proteins implicated in cellu-
lar energy metabolism (77). More re-
cently, auto-antibodies directed against
the heavy chain of human ferritin have
been detected in 92% of GCA patients
or PMR before treatment, but also in
29% of patients suffering from lupus
and in only 1% of healthy donors (78).

3. Aging in GCA pathogenesis

Age is an essential factor in the onset of
GCA. The aging process is associated
with modifications of the immune re-
sponse and vascular remodelling (79).
Multiple types of cells are affected by
aging: DC, T cells, endothelial cells and
VSMC (79). Immune aging triggers a
decrease in the number of naive T cells,
an increase in memory and effector T
cells, a decrease in the diversity of the
T cell repertoire and an enrichment in
CD4+*CD28" and CD8*CD28" senescent
T cells (80-83). DC are also affected by
aging: TLR expression is maintained
but DC activation and migration are
impaired (84, 85). Elderly people are
further exposed to infections, and la-
tent viral or bacterial infections can be
reactivated. Immune aging also alters
the regulation of immune cells that can
spontaneously produce cytokines: se-
nescent DC, macrophages, endothelial
cells and fibroblasts produce high lev-
els of IL-1f, IL-6 and TNF-a. (79, 86).
This process might generate a chronic
proinflammatory state leading to the
development of auto-immune diseases
and atherosclerosis. Aging also modi-
fies arterial tissues: medial degenera-
tion, calcium deposition, increased
stiffness, wall thickening, elastic fiber
fractures and biochemical modifica-
tions of matrix proteins (87-90). Com-
bined with this proinflammatory state,
these modifications could trigger im-
munisation against arterial auto-anti-
gens and lead to GCA (79).

4.1IL-6: a key cytokine and a
promising therapeutic target in GCA
IL-6 has been shown to be highly im-
plicated in GCA pathogenesis. Its con-
centration is increased in the serum of
untreated GCA patients, is decreased
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by glucocorticoid treatment and cor-
relates with disease activity, erythro-
cyte sedimentation rate and C-reactive
protein level (61). IL-6 is involved in
the regulation of the Thl17/Treg im-
mune balance by triggering Th17 po-
larisation instead of Treg generation
in the presence of TGF-f (91, 92). In
GCA, the excess of IL-6 modifies the
Th17/Treg immune balance in favour
of Th17 cells (40-42). Glucocorticoids,
the gold standard therapy for GCA, are
able to decrease IL-6 concentration and
impair Th17 polarisation (40, 41) but
do not restore a normal Treg immune
response, which might play a role in
the occurrence of corticodependence
or relapses when gluocorticoids are
tapered. In rheumatoid arthritis, inhi-
bition of the IL-6 pathway by tocili-
zumab, a humanised monoclonal an-
tibody directed against IL-6 receptor
(IL-6R), can correct the imbalance be-
tween Th17 and Treg cells by decreas-
ing the percentage of Th17 cells and
increasing the percentage of Treg (93).
IL-6 pathway inhibition seems to be a
promising therapeutic target in GCA.
Several patients affected by GCA have
already been treated with tocilizumab,
either at diagnosis or in cases of refrac-
tory disease. A remission was rapidly
obtained in almost all cases and no se-
vere adverse events were observed af-
ter a relatively short follow-up period
(5.1 to 8.3 months) (94-97).

Conclusion

The cause of GCA remains unknown
but mechanisms involved in the dis-
ease are now better characterised. Par-
ticularly, IL-6, which is involved in
the control of the Th17/Treg immune
balance, has a critical role in the patho-
genesis of GCA, thus allowing the de-
velopment of new therapeutic targets
in order to decrease the dose and the
duration of steroid treatment.
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Etude de la réponse immunitaire T au cours de I'artérite a cellules géantes

(maladie de Horton)

Ce travail de thése a été axé sur I'étude de la réponse immunitaire T chez des
patients atteints d’artérite a cellules géantes (ACG) et de pseudo-polyarthrite
rhizomélique (PPR). Plusieurs études cliniques successives interrégionales ont
permis d’inclure de nombreux patients (57 ACG et 27 PPR) des Centres Hospitaliers
(CH) Universitaires et des CH de l'interrégion Est. Les échantillons sanguins ont été
étudiés dans le laboratoire de l'unité INSERM U1098. Tout d’abord, nous avons
confirmé l'implication des lymphocytes Th17 dans la pathogénie de 'ACG et avons
montré pour la premiére fois leur implication au cours de la PPR. De plus, notre
étude des lymphocytes T (LT) CD4'CD161" a permis de mieux comprendre les
mécanismes de plasticité entre les réponses Th1 et Th17 au cours de ces deux
pathologies. Nous avons complété ces travaux par l'étude de la réponse T
régulatrice en montrant qu’il existe un déficit quantitatif en Treg au cours de 'ACG et
la PPR. Dans la suite de ce travail, nous avons mis en évidence, chez des patients
atteints de polyarthrite rhumatoide, que le blocage de la voie de signalisation de I'lL-
6 par un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de I'lL-6 permet de corriger
le déséquilibre de la balance Th17/Treg, en diminuant la réponse Th17 et en
augmentant simultanément la réponse T régulatrice, a I'inverse des corticoides qui
diminuent le pourcentage de Th17 sans corriger le déficit en Treg. Enfin, dans la
derniére partie de ce travail, nous avons montré pour la premiére fois que les LT

CD8* étaient également impliqués dans la pathogénie de 'ACG et la PPR.

Ces résultats ont permis de progresser dans les connaissances
physiopathologiques de 'ACG et la PPR en évoluant d’'un modéle articulé autour
d’'un déséquilibre de la balance Th1/Th2 vers celui d’'un déséquilibre de la balance
Th17/Treg et permettent de proposer des thérapeutiques mieux ciblées pour 'ACG
et la PPR.

Mots clés: artérite a cellules géantes, lymphocytes Th17, lymphocytes T
régulateurs, lymphocytes T CD8, interleukine-6

Laboratoire : Inserm UMR 1098, équipe « Immunorégulation et Immunopathologie »
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