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Résumé en francais et mots-clés

La vaccination ADN a I’aide de plasmides codant pour des autoantigénes s’est
avérée efficace dans la protection contre plusieurs maladies auto-immunes. Le but de ce
mémoire ¢€tait dans un premier temps d’établir si un protocole de vaccination ADN
composé¢ de 3 injections de pCMV-CTLA-4-NP et de pVR-IL-12 a deux semaines
d’intervalle avait un effet protecteur contre le développement d’une hépatite auto-immune
chez la souris TTR-NP, un mod¢le murin transgénique de la maladie et précédemment
développé au laboratoire. Dans un deuxieme temps, le but était d’¢lucider, le cas
échéant, les mécanismes sous-tendant la protection conférée par la vaccination ADN.
Les hypothéses initiales étaient qu’une protection allait effectivement étre conférée par
la vaccination ADN et que celle-ci pouvait &tre attribuable a une déviation de la réponse
typiquement Thl de la maladie vers une réponse Th2, a un épuisement des cellules

immunitaires et/ou a I’activation et a I’induction de prolifération de cellules régulatrices.

Les résultats montrent que la vaccination ADN induit une protection transitoire
contre le développement d’infiltrations lymphocytaires au foie. Cette protection se ferait via
un épuisement des cellules CD4+, CD8+ et CD19+ se retrouvant a la rate et exprimant
PD-1 dans une plus forte proportion a 3 mois, et ne serait médiée ni par les lymphocytes T
régulateurs CD4+CD25+FoxP3+, ni par les cellules CD8+FoxP3+. Une déviation de la
réponse Thl vers une réponse Th2 demeure une explication supplémentaire plausible a la
protection conférée mais nécessiterait une caractérisation en situation plus physiologique
avant de pouvoir inférer sur son implication réelle. La vaccination ADN n’influe ni sur la
présence d’autoanticorps, ni sur les niveaux d’alanine aminotransférase, deux marqueurs de

la maladie.

Mots-clés : hépatite autoimmune, vaccination ADN, auto-immunité, bris de tolérance, foie
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Abstract and key words

DNA immunizations were proven effective in a range of autoimmune diseases. The
first goal of this master’s thesis was thus to evaluate if a protocol of 3 intramuscular
plasmidic injections of pPCMV-CTLA4-NP and pVR-IL-12, at 2 weeks apart, would protect
TTR-NP mice, a transgenic murine model previously developed in the laboratory, against
the development of an autoimmune hepatitis. The second goal was, if the protection was
indeed conferred by DNA vaccination, to elucidate the mechanisms underlying this effect.
The initial hypotheses were that DNA vaccination would indeed elicit a protection against
autoimmune hepatitis, and that this could be attributed to a skew from the typical Thl
response to a more tolerogenic Th2 response, to the exhaustion of the immune cells and/or

to the activation and the proliferation of regulatory T cells.

Results show that DNA vaccination induces a transient protection against
lymphocytic infiltrates in the liver. This protection is thought to be caused by the
exhaustion of the CD4+, CD8+ and CD19+ cells found in the spleen and expressing PD-1
in greater proportion at 3 months, and not to be mediated by CD4+CD25+FoxP3+ or
CD8+FoxP3+ regulatory T cells. An immunomodulation from a Thl to a Th2 response
could still be a plausible explanation by the protection conferred by the DNA vaccination,
but additional experimentations in a more physiological setting would be necessary to infer
on its real implication. DNA vaccination had no effect on autoantibodies or on alanine

aminotransferase levels, which are two biological markers of the disease.

Keywords : autoimmune hepatitis, DNA vaccination, autoimmunity, tolerance break, liver
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Systémes immunitaires inné et acquis

Constamment éprouvé par des éléments externes, le corps se doit de pouvoir se
protéger lorsque ces éléments s’avérent pathogénes ou potentiellement délétéres, sans pour
autant devenir nuisible aux cellules du soi ou aux €éléments ne présentant aucun danger.
Deux types de défenses ont évolué pour répondre a ce besoin: I'immunité innée et
I’immunité acquise. Bien qu’elles proviennent des mémes cellules souches issues de la
moelle osseuse, ces deux réponses se distinguent autant par leur rapidité et leurs

mécanismes d’action que par les cellules matures qui les composent (voir figure 1).

L’immunité innée est médiée par les cellules issues de progéniteurs myéloides ainsi
que par les cellules NK issues de progéniteurs lymphoides. Ces cellules sont les premiéres a
se rendre au site d’une agression mécanique ou pathogénique et produisent diverses
cytokines pro-inflammatoires afin de rapidement ¢liminer ou circonscrire le danger et de
signaler sa présence aux autres cellules du systéme immunitaire’. Les cellules de
I’immunité innée reconnaissent les éléments pathogéniques via des récepteurs appelés
« récepteurs de reconnaissance de motifs (RRM) » et liant des motifs structuraux conservés
appelés « motifs moléculaires associés aux pathogénes (MMAP)»>’. Les MMAP
comprennent entre autres les récepteurs de type Toll (RTT), les récepteurs de type RIG-1
(RTR), les récepteurs de type NOD (RTN) et les récepteurs de lectines de type C (RLTC).
Les RTT, présents a la surface membranaire et dans les endosomes, reconnaissent divers
¢léments bactériens tels les lipopolysaccharides (LPS) ou les flagellines et divers ¢léments
viraux selon leur type®®. Les RTR sont localisés dans le cytoplasme et reconnaissent la
présence d’ADN ou d’ARN d’origine virale®™. Les RTN forment une famille composée de
plus de 20 membres reconnaissant divers éléments pathogéniques intracellulaires™. Les

RLTC, quant 4 eux, reconnaissent surtout des motifs d’origines fongiques et bactériennes®®.
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Figure 1 Hématopoiése des cellules conventionnelles du systeme immunitaire. Les
cellules souches hématopoiétiques issues de la moelle osseuse se divisent en progéniteurs
des lignées lymphoides et my¢loides et sont a 1’origine de toutes les cellules de I’immunité

innée et acquise. Adapté de *°.

L’immunité innée fait également appel au systéme du complément, qui facilite la
phagocytose par opsonisation des pathogenes, aide au recrutement de cellules immunitaires
via ses propriétés chémoattractantes, et est capable d’induire la lyse cellulaire par la

. . 4
formation de pores sur la membrane plasmique”.



L’immunité acquise (ou adaptative) permet une réponse rapide et spécifique envers
des ¢léments pathogeénes préalablement rencontrés. Elle est basée sur la présentation
d’antigénes par des cellules présentatrices (CPA) et par les cellules T auxiliaires (Th pour
« T Helper »). Elle est constituée d’une voie cytotoxique médiée par les cellules T CD8+ et
d’une voie humorale médiée par les cellules B. Ces deux voies possédent des cellules
effectrices, permettant une réponse immédiate, et des cellules mémoires, permettant une
réponse ultérieure envers un antigéne donné. La spécificité de I'immunité acquise vient
cependant au colt d’une réaction plus lente que I'immunité innée, surtout lors d’une
premicre rencontre avec un ¢lément pathogeéne. Elle posséde également un plus lourd cotit
cellulaire en nécessitant une sé¢lection pour ne garder que des cellules fonctionnelles et ne
reconnaissant que des antigénes exogénes”.

Les cellules NKT, pour leur part, sont a cheval entre I’immunité innée et I’immunité
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acquise en possédant des capacités propres a ces 2 voies™ .

1.2 Cellules NK

Les cellules NK (pour Natural Killer) ont été décrites dans un premier temps comme
étant un nouveau type lymphocytaire ayant une activité cytotoxique et n’étant ni B ni T°".
De fait, les cellules NK proviennent d’un progéniteur lymphoide mais font partie du
systtme immunitaire inné. Elles sont impliquées dans les réponses antivirales et
antitumorales ainsi que dans la protection contre les bactéries et les pathogenes
intracellulaires et réalisent cette défense via leurs fonctions cytotoxiques en relachant des
granules de perforine ou de granzyme™ ou via leurs fonctions de production de cytokines,
notamment I’interféron gamma (IFNy)®. Elles sont capables d’effectuer leurs fonctions

lytiques sans stimulation préalable par un antigéne™.

On définit le stade de maturation des cellules NK selon qu’elles soient « éduquées »
(possédant une pleine capacité de réponse) ou non®’. Cette éducation serait régulée via des
récepteurs du CMH de classe 1 puisque les cellules NK déficientes pour ces récepteurs
demeurent hyporépondantes®® *°. Ces récepteurs, pouvant avoir des fonctions inhibitrices
ou activatrices, se répartissent en plusieurs familles, dont les KIR (pour Killer-cell

Immunoglobulin-like Receptor), présents chez les primates mais non fonctionnels chez les



rongeurs, les Ly49, présents chez les rongeurs mais non chez les primates, et les CD94-

40-43

NKG2, présents chez les rongeurs et chez les primates (une liste des récepteurs
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inhibiteurs et activateurs des cellules NK humaines et murines peut étre trouvée en™).

Le récepteur NKp46*, fait partie du groupe des récepteurs naturels de cytotoxicité
(RNC) spécifiques aux cellules NK*> ° et est considéré comme le récepteur principal pour
leur fonction lytique*’. Le groupe des RNC comprend également les récepteurs NKp30*® et
NKp44*. NKp30 et NKp46 sont ubiquitairement présents a la surface des cellules NK,
qu’elles soient activées ou non*, alors que NKp44 n’est présent que sur les cellules NK
activées™. Les cellules NK possédent également des récepteurs inhibiteurs et leur activité
est médiée par I’intégration des signaux provenant des récepteurs inhibiteurs et activateurs.
Elles ont également un rdle de régulation dans I’immunité acquise soit par interaction

directe, soit par relache de cytokines.

Une des hypotheses actuelles est que les cellules NK pourraient étre impliquées
dans la protection contre certaines pathologies auto-immunes, une diminution de leur
nombre ayant été observée notamment lors de sclérose en plaques (SP), de lupus

érythémateux disséminé (LED)’' et de diabéte de type 1 (DT1)*%

1.3 Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont des cellules dont I’hématopoi¢se ainsi que la maturation
s’effectuent toutes deux dans la moelle osseuse’. En période feetale, ils sont également
générés par le foie*. Les lymphocytes B passent par une phase de sélection négative ou les
cellules liant des composants du soi sont éliminées™. Ils expriment a leur surface des
récepteurs des cellules B (RCB) liant leur antigéne via 2 immunoglobulines
transmembranaires identiques (appelées chaines lourdes) et 2 immunoglobulines plus
courtes identiques entre elles (appelées chaines légéres!). La structure des domaines
constants des chaines lourdes différencie les cellules B en 5 isotypes : IgD, IgM, IgG, IgA
et IgE*. Les IgG peuvent étre divisées en 4 sous-classes qui peuvent elles-mémes étre sous-
divisées et les IgA peuvent étre divisées en 2 sous-classes®. Les RCB sont associés avec les
composantes de signalisation Iga et Igp>*. Bien qu’il ait longtemps été considéré que les

lymphocytes B avaient une activité dépendante des RCB et d’autres qui en étaient



indépendantes, il apparait maintenant qu’une stimulation via les RCB soit nécessaire a leur
survie et que toute action des cellules B en serait par conséquent indirectement
dépendante™™’. Une liaison antigénique multivalente est nécessaire pour induire une
signalisation antigéne-dépendante par les RCB** *’; le CD19 exprimé par les cellules B a

un réle dans I’amplification de ce signal®.

Le dernier stade effecteur des cellules B est la cellule plasmacytoide, qui est issue
de cellules B ayant rencontré leur antigéne via les RCB et qui peut sécréter des anticorps™.
Les lymphocytes B sont également des ces CPA non professionnelles et peuvent présenter

des antigénes via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) I1°"- %,

De récentes études montrent que les cellules B pourraient étre impliquées dans le
maintien de maladies auto-immunes (MAI) médiées par les lymphocytes T puisque leur
déplétion s’avére étre une thérapie efficace entre autres contre la SP%, le DT1%* et Iarthrite
rhumatoide (AR)®. Cette contribution serait indépendante de la production d’anticorps
puisque ’efficacité du traitement ne correle pas nécessairement avec une diminution des

66, 67

taux d’autoanticorps Certaines cellules B pourraient également avoir un role

régulateur, notamment via leur capacité a sécréter de I’interleukine (IL)-10%*%.

1.3 Lymphocytes T

Les lymphocytes T sont des cellules du systtme immunitaire acquis pouvant étre
classées en cellules T conventionnelles et non conventionnelles. Tous les lymphocytes T
expriment des récepteurs des cellules T (RCT) formés de 2 chaines membres de la
superfamille des immunoglobulines®. Les cellules conventionnelles expriment des RCT
formés d’une chaine a et d’une chaine B et comptent pour 90-99% des cellules T du sang
périphérique alors que les cellules non conventionnelles expriment des RCT formés d’une
chaine y et d’une chaine & et comptent pour 1-10%". La diversité des RCT est générée par
un réarrangement des segments géniques V et J chez les cellules conventionnelles et des

segments géniques V, D et J chez les cellules non conventionnelles®.



Les RCT des cellules T conventionnelles et non conventionnelles sont associés a la
membrane avec CD3g, un dimére de chaines polypeptidiques participant a la transduction

du signal initié par la liaison des RCT avec leur antigéne”.
1.3.1 Lymphocytes T auxiliaires

1.3.1.1 Généralités

Les lymphocytes T auxiliaires (Th pour T Helper) sont des cellules conventionnelles
exprimant CD4. Elles ont été classées en différentes catégories selon les cytokines qu’ils
produisent, puis selon le facteur de transcription propre au développement de leur lignée.
Une de ces premicres classifications a étre établies fut la différenciation en cellules de
types 1 (Thl) et 2 (Th2)". D’autres lignées de lymphocytes T auxiliaires ont été
découvertes depuis lors et il a été démontré qu’il existe une certaine plasticité chez ces
cellules permettant a celles déja différenciées dans une lignée d’exprimer des cytokines
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propres a une autre lignée dans certaines circonstances (revu en ).

1.3.1.2 Lignées Th1 et Th2

Il est connu que la présence d’IL-12 induit une différenciation vers la lignée Th1™,
tout comme la présence d’interférons de type I chez I’humain’, mais non chez la souris’*.
Les cellules Thl sont impliquées dans la défense contre les pathogenes intracellulaires et
produisent notamment de 1’IL-2 et de I’'IFNy’’. Les lymphocytes Thl peuvent induire la
production d’anticorps IgM, IgG2a et IgG3”.

Le facteur initiant un engagement vers la lignée Th2 est encore inconnu : bien que la
présence d’IL-4 ait longtemps été¢ considérée comme celle induisant la lignée Th2 étant
donné ses capacités in vitro'°, des résultats plus récents démentent son implication
systématique’’, méme si certaines infections semblent cependant nécessiter la présence
d’IL-4 afin d’éliciter une réponse Th2 efficace’®. Une étude récente montre que Stat5 et
GATA3 seraient nécessaires au développement de la lignée Th2”. Les cellules Th2 sont
impliquées dans la défense contre les pathogénes extracellulaires et produisent entre autres

de I'IL-4"° et de I'IL-10*". Tout comme pour les cellules de la lignée Thl, les cellules Th2



peuvent induire la production d’anticorps d’isotypes IgM et IgG3 par les lymphocytes B, en

plus de promouvoir la production d’IgG17.

1.3.1.3 Interleukine 2

Incluant la séquence de signalisation, I’interleukine-2 (IL-2) humaine est un
polypeptide monomérique de 153 acides aminés®' alors que I’IL-2 murine est un

polypeptide de 169 acides aminés* ™

qui se retrouve le plus souvent sous forme
dimérique™. Les IL-2 murine et humaine partagent 70% d’homologie au niveau de leur

séquence nucléotidique™.

L’IL-2 est majoritairement produite par les lymphocytes T CD4+ activés, mais
¢galement par les lymphocytes T CD8+ et les cellules dendritiques (CD) activés ainsi que
par les cellules NK et NKT (revu en *). Seules trois classes de cellules expriment les trois
sous-unités du récepteur de I’IL-2 (IL-2R) : les lymphocytes T régulateurs ainsi que les
lymphocytes T CD4+ ou CD8+%. L’IL-2 posséde de multiples roles, antinomiques, étant
pro- ou anti-inflammatoire selon le contexte. Notamment, elle soutient I’expansion clonale
des lymphocytes T CD8+%, est impliquée dans le développement de lymphocytes T

mémoires®’ ainsi que dans la différenciation des cellules T effectrices®™

, permet la
production thymique de cellules T régulatrices” et promeut leur homéostasie®' et influe sur
la contraction des réponses immunitaires’’. Bien qu’elle soit nécessaire au développement
d’une réponse T in vitro, il ne semble pas que ce soit le cas in vivo puisqu’il a été démontré
que des souris déficientes en IL-2 ou en IL-2R sont en mesure de monter une réponse
immunitaire efficace’. Plusieurs expériences ont démontré que les souris n’exprimant pas

I’IL-2 ou I'IL-2R développent des les premicres semaines de vie des atteintes auto-

immunes®.

1.3.1.4 Interleukine 4

Identifiée pour la premiére fois en 1982 comme facteur de croissance des cellules B
puis comme facteur stimulant les cellules B, I’interleukine-4 (IL-4) est une glycoprotéine se
retrouvant naturellement a D’état monomérique’. Principalement produite par les
lymphocytes T CD4+"* de type Th2', I'IL-4 agit sur les cellules B et T, les macrophages,

les précurseurs hématopoiétiques et les cellules stromales™. Chez les cellules B, elle est



notamment impliquée dans la croissance cellulaire’, dans [Iinduction ou dans
1’augmentation de I’expression de CMH II°, dans la promotion de la réponse antigénique’’,
dans la commutation de classe en induisant la production d’IgE” ainsi que d’IgG1%, en
plus d’auto-entretenir ses effets en augmentant le nombre de ses récepteurs a la surface

. 100
cellulaire ™.

L’IL-4 agit également comme stimulant ou comme costimulant de croissance chez
les cellules T ainsi que chez les cellules mastocytaires, en plus d’induire par costimulation

101

la prolifération de cellules hématopoiétiques (revu en ). Elle est de plus impliquée dans le

maintien des fonctions effectrices des cellules Th2 mucosales'%.

1.3.1.5 Interleukine 10

Décrite en 1989 comme « facteur inhibant la production de cytokines par des clones
Thl »'®, il a par la suite été démontré que I’IL-10 agissait également sur un registre étendu
de cellules T, B et NK, ainsi que sur des cellules de la lignée myéloide (revu en '*™). Les

quelques 178 acides aminés des séquences des IL-10 murines et humaines partagent une

105, 106 107,

identité¢ d’environ 73% et adoptent des structures dimériques similaires a I’'IFNy

198 'L’IL-10 peut étre produite par les cellules T, B et NK, les CDs, les macrophages, les

mastocytes, les éosinophiles et les neutrophiles (revu en '

) et différents mécanismes sont
responsables de son expression selon la cellule productrice. I semblerait cependant qu’elle
soit constitutivement transcrite dans plusieurs types cellulaires'', en forte corrélation avec
I’activation d’ERK, de la voie MAPK''"" "% bien que cette voie ne soit pas la seule
impliquée' .

L’IL-10 inhibe la production des principales cytokines et chémokines pro-
inflammatoires par les monocytes et les macrophages et augmente la production de leurs
antagonistes en plus de s’auto-inhiber (revu en '®). Elle exerce une activité inhibitrice sur
les CD pro-inflammatoires, induit I’apoptose des CD plasmacytoides''* et induit les
cellules T anti-inflammatoires via les CD tolérogéniques'"”. L’expression de CMH II''°
ainsi que 1’expression de la protéine anti-apoptotique bcl-2 et la capacité de prolifération'"”
sont augmentées chez les cellules B par I'I[L-10 mais la plupart des études tendent a

démontrer un rdle limité de I’IL-10 sur les fonctions des cellules B'*. A cause de ses effets



inhibiteurs sur les CPA, I'IL-10 entraine indirectement une diminution de prolifération et

de production de cytokines chez les cellules T CD4+'"* '

. Des effets antinomiques ont été
observés chez les lymphocytes T CD8+ : de fagon directe, I’'IL-10, en combinaison avec de
faibles doses d’IL-2, augmente la prolifération des T CD8+ activées, alors que de facon
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indirecte, elle contribue a leur anergie via son action inhibitrice sur les CPA .

Une augmentation de production d’IL-10 correle avec une rémission chez des
modeéles murins de maladies auto-immunes associées aux lymphocytes T'*' alors qu’elle
corréle avec une exacerbation du LED, une maladie associée aux lymphocytes B'*.
L’administration d’IL-10 méne quant a elle a des résultats contradictoires semblant
indiquer I’importance du moment d’expression de la cytokine pour l’obtention d’une

. . r o 104
immunomodulation tolérogénique'*.

1.3.1.6 Interleukine 12

123
et

Originellement identifiée comme « natural killer cell stimulatory factor »
comme « cytotoxic lymphocyte maturation factor »2 PIL-12 est un hétérodimére
principalement produit par les cellules phagocytaires du systtme immunitaire inné,
majoritairement les macrophages'”’, en réponse a une stimulation bactérienne ou
parasitaire, et dans une moindre mesure par les cellules B'*® 7. L’IL-12 est formée de
deux protéines glycosylées, p40 et p35, liées de fagon covalente'” : incluant sa séquence
signal de 22 acides aminés, p40 est une protéine de 328 acides aminés alors que p35 est une

a: : -2 124
protéine de 219 acides aminés

. Le géne codant pour la p40 murine posséde 70%
d’homologie avec sa contrepartie humaine, alors que ce rapport est de 60% pour le géne de
p35'%%. L’IL-12 murine est active sur les cellules humaines et murines, alors que I’inverse

: . 128
n’est pas vrai pour son homologue humaine .

L’IL-12 induit la différenciation des cellules CD4+ ThO en cellules Thl et cause une
importante production d’IFNy par les cellules CD4+ Thl et par les cellules CD8+'*. Elle
augmente ¢galement la formation de synapses immunologiques chez les lymphocytes T
cytotoxiques et permet une réponse immunitaire efficace suite a une présentation

peptidique de faible affinité, ce notamment avec des peptides du soi'>’.
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1.3.1.7 Interféron gamma

Découvert en 1965"°

, ce troisiétme membre de la famille des IFNs et seul
représentant des IFNs de type 2 posséde principalement une fonction immunomodulatrice,
en opposition avec la fonction majoritairement antivirale des IFNs de type 1 (IFNa et
IFNB)"" 32 L’IFNy n’est produit que par les lymphocytes T ainsi que par les cellules
NK'** et se trouve trés majoritairement sous forme homodimérique'** '**, la seule qui soit
biologiquement active'**. Les IFNy murins et humains partagent une homologie d’environ
60% au niveau de 1’ADNc et d’environ 40% au niveau de la séquence des acides aminés'™.

Chez les lymphocytes T, I'IFNy est produit par toutes les cellules CD8+ et, chez les

cellules CD4+, par les cellules Tyl et TyO (revu en 132

). Son expression génique peut étre
modulée a la hausse par I’IL-12'* et inhibée de facon indirecte par 'IL-10'%. L’IFNy
produit suite a une stimulation in vifro n’étant pas significativement utilisé par les cellules,

il est possible de le détecter en milieu cellulaire longtemps aprés la fin de la réponse’*°.

1.3.2 Lymphocytes T cytotoxiques

Tout comme les lymphocytes Th, les T cytotoxiques doivent passer par les étapes de
sélection négative et de sélection positive afin de limiter la circulation de clones
autoréactifs. Les cellules T CD8+ exercent leur activité cytotoxique en milieu
inflammatoire suite 4 une présentation antigénique par les CMH I a leurs RCT". Les T
cytotoxiques sont le plus souvent associés a une défense contre les pathogeénes
intracellulaires, ceux-ci induisant majoritairement une présentation par les CMH I'*". IIs
peuvent cependant également étre dirigés contre des pathogénes extracellulaires suite a un
phénoméne dit de « présentation croisée », qui implique la présentation par des CMH I

d’antigénes normalement présentés par des CMH 11'*.

Une costimulation via CD40 et CD28 ainsi qu’une aide des lymphocytes CD4+ Thl
est la plupart du temps nécessaire a [Dactivation des CD8+ cytotoxiques'®’. Les
lymphocytes T cytotoxiques activés produisent entre autres de I’IL-2, de I'IFNy et du
TNF-a, des cytokines pro-inflammatoires, en plus de posséder une activité¢ cytolytique

s s SO N
médiée par la sécrétion de Fas et de perforine'’.
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1.3.3 Lymphocytes T régulateurs

Dés la fin des années 60, des études ont démontré que des cellules T de souris
tolérogéniques pour un antigéne exogéne donné pouvaient supprimer la production
d’anticorps spécifiques de cet antigéne chez des souris receveuses aprés transfert adoptif' *°.
Des études subséquentes ont démontré que seules des reconstitutions immunitaires a partir
de populations enrichies en cellules aujourd’hui reconnues comme étant des CD4+
arrivaient a inhiber complétement 1’apparition de pathologies alors que les populations
enrichies en cellules aujourd’hui connues comme étant des CD8+ n’y parvenaient pas'*'.
Quelques 10 ans plus tard, une sous-population des cellules T CD4+ exprimant également
la chaine alpha du récepteur de I’'IL-2 (CD25) a été identifiée comme étant a I’origine de la
fonction suppressive préalablement observée'**. Le facteur de transcription « Forkhead Box
P3» (FoxP3) a par la suite été¢ identifié comme étant propre a ces lymphocytes T

régulateurs (Tregs)143 144,

Les Tregs peuvent directement supprimer ’activation, la prolifération ainsi que les
fonctions effectrices de plusieurs cellules dont les lymphocytes T auxiliaires et
cytotoxiques, les cellules NK et NKT, les lymphocytes B et les cellules dendritiques'®. Les
Tregs dits «naturels » ont une origine thymique et se développent en situation

146197 alors que les Tregs dits « induits » sont produits artificiellement'*,

physiologique
notamment in vitro a 1’aide de cellules CD4+ stimulées avec du TGF-B ou de I’acide
rétinoique'* ou in vivo par I'injection sous-immunogénique d’un ligand ayant une forte
affinité pour le RCT de cellules T naives, le tout dans des conditions évitant 1’activation des

APC'®,

Les Tregs exercent un role direct dans la prévention de I’auto-immunité en limitant
la réaction des clones autoréactifs ayant pu échapper a la sélection négative. Il a été
démontré qu’une déplétion périphérique des Tregs ou un défaut de FoxP3 entraine
1’apparition d’auto-immunité chez des modéles murins'*” °* ! Chez I’humain, un défaut
génétique li¢ au facteur de transcription FoxP3 entraine des auto-immunités multiples
connues sous le terme de « syndrome d’immunodéficience, de polyendocrinopathies et

d’entéropathies liées au chromosome X »'>> 1%,
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1.3.4 Cellules NKT

Les cellules NKT sont des lymphocytes T non conventionnels possédant des
récepteurs généralement associés aux cellules NK?, dont les KIR et Ly49'™* et
reconnaissant des antigénes lipidiques liés a des molécules CD1d, qui sont structurellement
proches des CMH I '*°. Ces antigénes lipidiques peuvent étre d’origine pathogéne ou
endogéne durant une réponse inflammatoire’® . Elles possédent des RCT dont la
structure les définit en 2 types : le type I (ou invariable, iNKT) exprime un RCT invariable
formé de Val4Jal8 chez la souris et de Va24Jal8 chez les humains tandis que le type II

(ou variable, VNKT) exprime un RCT variable® "% 1%

. Elles ont un développement
thymique'® et passent par une phase de sélection positive'®'. Tout comme pour les cellules
NK, les NKT peuvent sécréter des cytokines pro- et anti-inflammatoires, et contribuent
donc également a réguler la réponse immunitaire des autres cellules®.

Les cellules iNKT, qui composent plus de 80% des NKT totales chez I’humain et

-1 162
chez la souris’™® '°

, sont les plus caractérisées et les plus étudiées a ce jour. Elles
nécessitent un transport endosomal de CD1d et des fonctions lysosomales intactes par les
cellules présentatrices alors que les vNKT nécessitent le plus souvent une présentation via
des CD1d possédant des queues écourtées et défectueux pour le transport lysosomal'®. Les
premiers ligands connus des iNKT ont été un a-galactosylcéramide dérivé d’éponges

164165 " muis des a-glucuronylcéramides microbiens similaires'® '*’. Le premier

168

marines
ligand a été 1égérement modifié pour en faire le produit communément appelé aGalCer ™ et
utilis¢ pour former les premiers tétrameres spécifiques aux NKT murines et humaines.
L’utilisation de 1’aGalCer a permis d’émettre les premicres hypothéses quant a la

spécificité des cellules NKT pour les antigénes lipidiques®.

Chez la souris, les iNKT forment 0,5% des lymphocytes T du sang et des ganglions
périphériques et elles représentent environ 2,5% des cellules T des ganglions spléniques,
mésentériques et pancréatiques. C’est cependant dans le foie qu’elles ont la concentration la
plus élevée, en comptant pour jusqu’a 30% des cellules T*. L’expression de CXCL16 par
les cellules endothéliales des sinusoides hépatiques (CESH) serait impliquée dans leur

. . . . 169
survie via une interaction avec CXCR6 ™.
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1.4 Tolérance des cellules T

Bien que les lymphocytes T soient incontestablement un redoutable atout dans la
défense contre les pathogénes, il n’en demeure pas moins qu’ils peuvent étre une arme a
double tranchant et se doivent par conséquent d’étre finement controlés afin qu’ils ne
s’attaquent pas aux cellules saines du soi. Deux mécanismes assurent ce controle : la

, o . i s 170
tolérance centrale ainsi que la tolérance périphérique ™.

1.4.1 Tolérance centrale

1 puis la

Apres avoir passé les premieres phases de sélection, la sélection béta
sélection positive' %, les quelques 5 a 10% de thymocytes restants entrent dans une nouvelle
phase de sélection, la sélection négative, qui élimine les cellules réagissant aux antigénes
du soi' "', Ces antigénes peuvent étre présentés aux thymocytes par différentes CPA : les
cellules épithéliales thymiques (CET) médullaires (mCET) et corticales (cCET), les cellules
dendritiques (CD) thymiques, les macrophages ainsi que les cellules B thymiques'”’. Les
CET ont la propriété d’exprimer des antigénes normalement restreints a certains tissus de
I’organisme, une capacité nommée « promiscuous genetic expression »''°. Cette capacité
est notamment due au facteur de régulation de transcription Aire (pour autoimmune

177,178

regulator) , qui est exprimé au thymus, principalement dans les mCET mais également

dans une moindre proportion dans les CD thymiques' .

La sélection négative n’est cependant pas toujours entierement efficace, et des
clones autoréactifs peuvent étre relachés dans la circulation, normalement sans

. A S ~1.170, 180, 181
conséquence dommageable grace aux autres mécanismes de contréle” ™ 7 .

1.4.2 Tolérance périphérique

Il a été démontré que des clones autoréactifs, pour la plupart de faible affinité pour
leur autoantigéne, échappent réguliérement au controle de la tolérance centrale'®. La
tolérance périphérique permet d’éviter une réponse auto-immunitaire lorsque ces cellules
quittent le thymus, et ce par des moyens intrinséques et extrinséques aux lymphocytes. Les
moyens intrinséques comprennent l’ignorance et 1’anergie alors que les extrinseques

impliquent une modulation de la réponse immunitaire par des cellules tierces.
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1.4.2.1 Facteurs intrinséques

La présence de clones autoréactifs en circulation ne garantit pas qu’ils
rencontreront leurs autoantigénes, ceux-ci pouvant par exemple se retrouver dans des sites

immunoprivilégiés, en séquestration intracellulaire ou trop faiblement exprimés en surface
pour permettre 1’activation des lymphocytes'®, d’oul la notion d” « ignorance »'**.
L’anergie est un état d’inactivation fonctionnelle généralement considéré comme

irréversible'®. Il peut étre causé soit par manque de signaux de costimulation via CD28'*®"

'8 soit par des signaux inhibiteurs via I’antigéne 4 associ¢ aux lymphocytes T

cytotoxiques (CTLA4)"" ™! ou via le récepteur de mort cellulaire programmée (PD-1)"".

Des études ont montré qu’en absence de signaux de danger, les cellules dendritiques
immatures induisent I’anergie des cellules T auxquels elles présentent des antigénes'®' ™",
La présentation antigénique par des cellules dendritiques tolérogéniques matures, exprimant

de hauts taux de CCR7 et de CMHII, entraine également I’anergie des cellules T'**'%°.

1.4.2.2 Facteurs extrinséques

Certaines cellules ayant une spécificité pour des autoantigénes peuvent se

140, 196, 197 les 198-201

différencier en cellules régulatrices telles les CD8+ suppressives Tregs
ainsi que les cellules B régulatrices®™ 2. Ces cellules permettent le maintien d’une
tolérance active en périphérie en étant capables d’effectuer leur fonction en présence des

antigeénes a I’origine de la réaction immunitaire.

Le milieu cytokinique permet également une régulation extrinseéque indirecte en
agissant sur des cellules qui ont une action directe sur les lymphocytes T. Un exemple de ce
type de régulation serait le cas précédemment mentionné des cellules dendritiques pouvant
étre tolérogéniques ou activatrices selon le profil cytokinique les entourant. Les cellules
NKT ont la possibilit¢ d’entre autres sécréter de 1I’'IL-4 et de I'IFNy et pourraient par
conséquent contribuer a moduler la réponse vers un profil plus tolérogénique ou plus

29, 203

cytotoxique . Des études ont démontré qu’une modulation de leur activité pouvait

notamment prévenir ’apparition de certaines atteintes auto-immunes telles le diabéte™,

I,ARZOS ou I,EAEZOG, 207
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1.5 Epuisement cellulaire

Décrit pour la premiére fois en 1993°% 1’épuisement est un état différent de
I’anergie®®” qui se traduit principalement chez les cellules par la perte progressive des
fonctions effectrices et par 1’expression de récepteurs inhibiteurs. Cet état permet la
contraction de la réponse immunitaire aprés sa phase effectrice et nécessite un controle
rigoureux : déclenché trop hativement, il peut mener a la chronicité de certaines infections

208, 210

virales et trop tardivement, il peut mener a des immunopathologies, et notamment a

: : 211,212
des atteintes auto-immunes” .

L’¢épuisement des cellules T CD8+ se traduit par la perte hiérarchique des fonctions
effectrices. La production d’IL-2 et de granzyme B ainsi que la capacité a proliférer sont les
premicres fonctions a étre inhibées, suivies par la production de TNF-o puis par la

213,214

production d’IFNy (revu en ). Généralement réversible, cet état peut cependant mener

a la délétion des cellules lorsque prolongé®'”.

1.5.1 Programmed-death 1

La protéine transmembranaire de mort cellulaire programmée 1 (PD-1) est un des
principaux récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules en épuisement’”. Identifiée en
1992 par Ishida et al.*'’, ce récepteur partage 23% d’homologie avec la séquence en acides
aminés du récepteur négatif de costimulation CTLA-4 mais, a I’instar de ce dernier, se
trouve sous forme monomérique a la surface cellulaire®'” *'®. PD-1 peut étre exprimée a la
surface des cellules T, B et dendritiques myéloides®'” et posséde deux ligands, les protéines

220, 221
2440,

transmembranaires PD-L1 et PD-L . PD-L1 est exprimé de fagon constitutive sur les

cellules T et B, les macrophages ainsi que sur les CD et a été détecté dans d’autres cellules
non-lymphoides alors que PD-L2 n’est exprimé que par les macrophages activés ainsi que

par les CD (revu en %) .

Divers modeéles murins ont démontré qu’une déficience en PD-1 provoque

I’apparition de maladies auto-immunes découlant d’une suractivation du systéme

. .. . - 211,212
immunitaire et variant selon la souche de souris™ "~ '~.
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1.6 Foie

1.6.1 Généralités

Situé entre les circulations portale et systémique, le foie est constamment exposé a
des antigenes alimentaires et a des endotoxines en provenance du tractus gastro-intestinal.
De cette situation découle un impératif immunogénique dichotomique : le foie se doit de
maintenir une réponse tolérogénique envers les antigénes exogeénes ne posant aucun danger,
tout en étant capable d’éliciter une réponse immunologique efficace contre ceux-ci en cas

de menace.

Les cellules immunitaires des foies humains et murins se composent
majoritairement de cellules du systéme immunitaire inné*> (figure 2 et figure 3). Les
lymphocytes hépatiques se composent de cellules lymphoides conventionnelles et non
conventionnelles’*: ces derniéres sont présentes en proportion relativement élevée dans le
foie comparé aux lymphocytes des autres organes et de la circulation sanguine et soulignent

le caractére immunologique unique de cet organe (Figure 2).

Les cellules résidentes capables de présenter des antigénes aux cellules du systéme
immunitaire acquis sont les CD, les cellules de Kupffer (CK), les cellules stellaires (ou

cellules d’Tto), les hépatocytes et les CESH*>

(Figure 3): les propriétés tolérogéniques du
foie en état physiologique sont en grande partie attribuables a une déficience de ces cellules
a fournir des signaux de costimulation aux lymphocytes T et nécessaires a leur activation
lors d’une présentation antigénique et/ou a leur production de médiateurs anti-

inflammatoires.
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NKT y&
NKT ap 6.50% NKT y&

19.50% iy ——8 3% e

£

Lympho- Lympho-
C‘étgs I CcD8+ cytes T
a 7% 0
72% aB 72% CD8+
38%
.——'—__'__/ /
cytes B
Lympho- 10%

cytes B 6%

Figure 2 Populations lymphoides hépatiques et sanguines chez I’humain. Les
différences populationnelles montrent clairement le caractére immunologique unique du
foie, qui posséde une plus grande proportion de cellules du systéme immunitaire inné et de
cellules dont le répertoire immunitaire est restreint que ce qui est normalement retrouvé

dans la circulation sanguine. Adapté de .

1.6.2 Immunologie hépatique

La stimulation constante des CK par les lipopolysaccharides (LPS) bactériens et les
différents antigénes alimentaires entraine chez ces cellules une relache de TNF-a, d’IL-10,
de TGF-p, d’oxyde nitrique et de prostaglandines E2 qui diminuent I’activation des cellules

CD4+ par les cellules présentatrices d’antigénes®®**

, ainsi qu’une production moindre
d’IL-6 et de TNF-o**®. En présence d’éléments plus pathogéniques, les CK sont cependant
capables d’activer efficacement des lymphocytes T et de relacher des quantités accrues de

. . . 2
cytokines pro-inflammatoires™".

Les CESH, tout comme les CD, semblent étre dans un état immature en situation
physiologique et induisent une immunomodulation des lymphocytes T auxiliaires in vitro
en limitant I’expansion et la production d’IFN-y des cellules Thl et en promouvant

I’expansion et la production d’IL-4 des Th2>'.
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Les CD plasmacytoides (pCD) du foie sont des cellules résidentes™” alors que les
CD myéloides (mCD) peuvent migrer vers des tissus lymphatiques™’. En condition
physiologique, la plupart des CD possédent un phénotype immature, probablement causé
par la présence des hauts taux constitutifs d’IL-10 et de TGF-B hépatiques. Ces CD
inactivées pourraient étre partiellement responsables de la tolérogénicit¢é du foie en
inhibant, via CTLA4 et PD-1, la prolifération et la production de cytokines des
lymphocytes cytotoxiques activés'' et en n’exprimant que peu de CMH III et de

molécules de costimulation®*,

Les cellules stellaires stockent environ 80% des réserves corporelles de
vitamine A**° et peuvent efficacement présenter des peptides aux lymphocytes T CD4+ et
CD8+%°. Elles peuvent également présenter des antigénes aux cellules NKT et promouvoir
la prolifération homéostatique de celles-ci via leur production d’IL-15%°. En réponse a un
stress cellulaire, les cellules stellaires se différencient en myofibroblastes produisant de la
matrice extracellulaire, ce qui leurs confére un role dans le développement de fibroses et de
cirrhoses™’. Une stimulation par ces cellules peut entrainer des réponses pro- ou anti-

inflammatoires selon le contexte?® 23%2%

Bien que les hépatocytes puissent activer les lymphocytes cytotoxiques par leur
expression constitutive du CMH I et les lymphocytes auxiliaires naifs par leur expression
de CMH 1II en conditions inflammatoires via les fenestrations des sinusoides®*’, cette
stimulation résulte le plus souvent en tolérance de la part des lymphocytes T CD8+ par
manque de signaux de costimulation et par une réponse Th2 de la part des T CD4+**!. La
présentation antigénique par les hépatocytes peut également entrainer une
immunomodulation des cellules déja dédiées a une réponse Thl en limitant leur production
d’IFN-y**!. Toutes les protéines de phase aigué ainsi que la plupart des composants du

complément sont également synthétisés dans le foie, principalement par les hépatocytes™*.
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Artére

hépatique

Veine
centro-

lobulaire

Figure 3 Représentation schématique de sinusoides hépatiques. Les CESH (beige),
fenestrées, forment des capillaires reliant 1’artére hépatique et la veine porte a la veine
centrolobulaire. Les cellules stellaires (rouge) résident dans 1’espace de Disse situé entre
les capillaires et les hépatocytes (brun). Les lymphocytes T (bleu), les cellules NK (jaune)
ainsi que les cellules NKT (vert) peuvent interagir avec les CESH, les cellules de
Kuppfer (violet) ainsi qu’avec des prolongements des hépatocytes sortant via les

fenestrations endothéliales. Issu de >>.

1.7 Hépatite auto-immune

1.7.1 Historique

Appelée dans un premier temps « hépatite chronique » par Kelsall en 1947** et
décrite par Waldenstrdm en 1950°** et par Kunkel en 1956** comme étant une cirrhose
hépatique chronique affectant surtout les jeunes femmes, [’hépatite auto-immune (HAI) a
par la suite été connue sous le terme d’« hépatite lupoide » di a la présence chez les

patients atteints de cellules avec un facteur antinucléaire préalablement observées chez des

246

patients atteints de LED**. La maladie s’avérant distincte du LED, elle acquit son

appellation actuelle d’« hépatite auto-immune » en 1965%*.
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1.7.2 Caractéristiques biochimiques, cliniques et génétiques

L’HAI consiste en un bris de tolérance immunitaire envers des autoantigénes
hépatiques menant a une destruction progressive du parenchyme hépatique®®®. Cette
maladie chronique se caractérise par une hypergammaglobulinémie, la présence
d’autoanticorps circulants mais non pathogéniques, une forte corrélation avec les
haplotypes HLA B8, DR3 et DR4'® **® 2% ¢t de faibles niveaux du facteur du complément
C4a'?° 11 est de plus courant de rencontrer d’autres atteintes auto-immunitaires chez les
patients atteints de la maladie ainsi que chez les membres de leur famille au premier

18,251
degré ™.

Les manifestations biochimiques et cliniques de la maladie sont multiples et varient
selon les patients: en plus des ¢léments mentionnés précédemment, elles peuvent
notamment inclure une élévation des transaminases hépatiques, une élévation de la
bilirubine, de la fatigue, de I’anorexie, une perte de poids, la présence d’ictére, et/ou de
Iarthralgie'® ***. Le diagnostic de la maladie s’effectue selon le systéme de pointage
développé par 1’ « International Autoimmune Hepatitis Group (IAIHG) » en 1993, puis
révisé en 1999 (Tableau 1) : un score supérieur a 15 avant traitement ou a 17 en cours de
traitement permet un diagnostic sans équivoque de la maladie alors qu’un score entre 10 et
15 avant traitement ou entre 12 et 17 aprés traitement permet d’établir que la maladie peut

étre considérée comme probable chez le patient'™ **.

Si en Amérique du Nord ainsi qu’en Europe, HLA-B8, HLA-DRB1*0301 (DR3) et
HLA-DRB1*0401 (DR4) sont associés a une susceptibilité envers I’HAI il n’en demeure

252-254 :
. De ceux-ci,

pas moins que d’autres alléles de susceptibilité ont été identifiés
mentionnons notamment DRB1*0405 et DRB1*1301, qui ont des facteurs de risque de
respectivement 10,4 et 16,3 dans des populations argentines alors que HLA-DRB1*0301 y
a un facteur de risque de 3,0”°. En Amérique du Nord et au Royaume-Uni, ce méme HLA-

DRB1*0301 est associé¢ 4 un facteur de risque de 3,39>°.

La présence d’alleles de susceptibilité propres a certaines populations ou ayant des
facteurs de risques différents d’une population a D’autre contribue positivement a

I’hypothéese de I’importance de facteurs environnementaux en plus des facteurs génétiques



Parameétres Pointage Parameétres Pointage

Sexe féminin +2

Ratio ALP:AST (ou ALT) Usage de drogues
<1,5 +2 Oui -4
1,5-3,0 0 Non +1
>3,0 -2 Consommation d'alcool

Globulines sériques ou IgG (fois la normale) <25 g/jour +2
>2,0 +3 > 60g/jour -2
1,5-2,0 +2 HLA DR3 ou DR4 +1
1,0-1,5 +1 Autre maladie auto-immune +2

ANA, SMA ou LKM1 Histologie du foie
>1:80 +3 Hépatite d'interface +3
1:80 +2 Infiltrats lymphocytaires prédominants +1
1:40 +1 Hépatocytes en rosettes +1
<1:40 0 Aucun des éléments précédents -5

AMA positif -4 Changements biliaires -3

Séropositivité pour d'autres autoanticorps Autres changements -3
PANCA, LC-1, SLA/LP, ASGPR, actine +2 Réponse au traitement

Marqueurs d'hépatites virales Compléte +2
Négatif +3 Rechute +3
Positif -3

Tableau 1 Systeme de pointage révisé de 'IAIHG pour le diagnostic de ’HAIL. Un
score supérieur a 15 avant traitement ou a 17 en cours de traitement permet un diagnostic
sans équivoque de la maladie alors qu’un score entre 10 et 15 avant traitement ou entre 12
et 17 aprés traitement permet d’établir que la maladie peut étre considérée comme

probable. Adapté de '®.

pour le déclenchement de la maladie. En plus d’augmenter la prédisposition a la maladie,
certains alléles influenceraient également le cours de celle-ci : par exemple, HLA-BS est
associ¢ a une sévérité accrue de la maladie et a un plus haut risque de nécessit¢ de
transplantation hépatique et DRB1*0401-DRB4*0103 a un risque accru de développer

d’autres affections auto-immunes>*" 2>,

Comme c’est le cas pour plusieurs autres MAI, les patients atteints d’HAI ont une
susceptibilité¢ accrue de développer d’autres MAIL. L’HAI de type 1 est notamment associée

a un risque accru de colite ulcéreuse, de maladie de Crohn, de vascularite, d’AR, de
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thrombocytopénie, d’alvéolite fibrosante ainsi que d’anémie hémolytique alors que I’HAI
de type 2 est entre autres liée a un risque accru d’entéropathie auto-immune, de thyroidite,

251,254

de diabéte, de vitiligo et de syndrome lymphoprolifératif auto-immun . Elle est de plus

présente chez de 10% a 20% des patients atteints de polyendocrinopathies auto-immunes —

candidoses — dystrophies ectodermiques (PEACDE)>*.

1.7.3 Histologie

De par ses manifestations cliniques et biochimiques proches de celles du LED, une
biopsie hépatique est nécessaire a ’établissement d’un diagnostic d’HAI'®. Les biopsies de
patients atteints de la maladie montrent classiquement une hépatite d’interface (une
inflammation des espaces portaux et péri-portaux) avec infiltrats nécrotico-inflammatoires
lymphoplasmocytaires, avec ou sans infiltrats intralobulaires; d’autres types de
manifestations histologiques, telles que des nécroses périportales en pont, des hépatocytes
multinucléés ou en rosettes ou des lésions des canaux biliaires peuvent cependant
également étre rencontrées'™ " 27 28§ la grande majorité des cellules infiltrantes sont
des lymphocytes T CD4+, il peut également y avoir présence de cellules T CD8+, de

cellules B et de plasmocytes dans les infiltrats®’.

1.7.4 Pathogenese

L’HAI demeure une maladie dont 1’étiologie nous est encore inconnue et dont les

. . . s 248,254
conséquences peuvent s’avérer fatales lorsque non traitée™

. Il est cependant clair qu’il
s’agit d’une maladie multifactorielle comportant des facteurs de prédisposition génétiques
et environnementaux puisque certains alléles sont plus fortement représentés parmi
certaines populations de patients atteints de la maladie, mais que la possession de ces

alléles ne meéne pas nécessairement au développement de la maladie.

Une des hypotheses quant a la pathogenése de I’HAI repose sur le concept de
mimétisme moléculaire. Cette hypothése présuppose une réaction croisée ou un agent
exogeéne entrainerait le développement d’une réaction immunitaire qui se retournerait
ensuite contre des autoantigénes similaires. Cette théorie est renforcée par le fait que de

telles similarités ont en effet été trouvées dans le cadre de plusieurs maladies auto-
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immunes : par exemple, des lymphocytes autoréactifs envers la protéine basique de la
my¢line ciblent également des épitopes du virus d’Epstein-Barr, des virus de I’influenza de

9 et des autoanticorps anti-gangliosides se

type A et du papillomavirus humain lors de SP
lient a des épitopes de C. jejuni lors du syndrome de Guillain-Barré*®’. Concernant ’'HAI,
les autoanticorps anti-cytosol hépatique (anti-LC1), dirigés contre la formiminotransférase
cyclodéaminase (FTCD), ont une réaction envers des épitopes similaires a certains du virus
humain de I’herpés de type 6 tandis que les anticorps anti-microsomes du foie et du rein
(anti-LKM1), dirigés contre le cytochrome P450 2D6 (CYP2D6), reconnaissent des
épitopes similaires a certains de I’herpés simplex de type 1 et du virus de I’hépatite C
(VHC)*'%. Cette hypothése reste cependant difficile a prouver chez 1’humain puisque

I’agent pathogéne ayant potentiellement pu causer la maladie a de fortes chances d’avoir

¢été ¢liminé longtemps avant le diagnostic.

Une autre hypothése suppose que suite a une lyse cellulaire induite par la présence
d’un élément pathogeéne, une présentation d’autoantigénes normalement non exposés au
systéme immunitaire permettrait I’activation de clones autoréactifs dans un contexte pro-
inflammatoire®®. Une dérive de la réponse immunitaire ainsi engendrée permettrait
également d’¢largir le répertoire des autoantigénes reconnus, un mécanisme connu sous le

terme d’étalement épitopique (« epitope spreading »)*®.

D’autres hypothéses quant a la pathogenese de la maladie incluent notamment un

267, 2 /
67-268 une présence accrue de T CD4+

role des oestrogénes™ ou de certains médicaments
et d’anticorps chez les femmes® et une implication des Tregs®®" *°. Une étude récente a
également montré que des lymphocytes T possédant des RCT capables de reconnaitre 2
antigenes, soit un étant un épitope viral et I’autre étant un autoantigéne non similaire, sont
capables de briser la tolérance périphérique et d’éliciter une réaction auto-immune apres

271

infection virale™ . Un tel mécanisme pourrait aussi participer a la pathogenése de ’HAL

1.7.5 Types

Deux types d’HAI peuvent étre distingués en fonction de la nature des autoanticorps
retrouvés chez les patients: le type 1 est caractérisé¢ par la présence d’anticorps anti-

muscles lisses (SMA), anti-noyaux (ANA) et/ou anti-antigénes solubles hépatiques
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(SLA)'™® 2727 alors que le type 2 est caractérisé par la présence d’anti-LKM1 et/ou anti-
LC1'" 27277 Des anti-SLA peuvent cependant également étre retrouvés chez des patients
de type 2°%. Seuls les anticorps du type 2 ainsi que les anti-SLA ont des cibles
déterminées : les anticorps anti-LKMI1 ciblent des épitopes linéaires et conformationnels du
CYP2D6™* *™ alors que les anti-LC1 reconnaissent des épitopes linéaires et
conformationnels de la FTCD***?"" une enzyme impliquée dans le métabolisme du folate
et hautement exprimée dans les hépatocytes® " 2**. Pour ce qui est des SLA, ils sont dirigés
contre trois épitopes d’une ribonucléine de transfert de 422 acides aminés (tRNPEe<))281
82 Les anti-LKM1 peuvent également étre retrouvés lors d’infections chroniques par le
VHC ou par le virus de I’hépatite D (VHD), d’hépatites médicamenteuses ou de
PEACDE™ alors que les anti-LC1 peuvent étre également rencontrés chez des patients
infectés par le VHC**. Quant aux anti-SLA, ils peuvent également étre retrouvés chez des

patients atteints de cholangite auto-immune ou lors d’infections par le VHC™> ¢,

Les antigeénes cibles des SMA et des ANA sont, pour leur part, hétérogénes et non

clairement définis>>*

. Les SMA sont dirigés contres des éléments du cytosquelette tels que
I’actine, la tubuline, la vimentine, la desmine ou la squelettine283 et peuvent se retrouver
dans d’autres atteintes auto-immunes, hépatiques ou non”*. Les ANA peuvent étre, quant &
eux, dirigés contre les centromeres, des ribonucléoprotéines, la cycline A, les histones ou

287, 288

d’autres antigeénes et peuvent également se retrouver lors de cirrhoses biliaires

primitives, de cholangites sclérosantes primitives, d’hépatites virales, d’hépatites
médicamenteuses ainsi que de cirrhoses d’origines alcooliques et non alcooliques®™> 2*.
Les autoanticorps sont un des signes distinctifs de la maladie mais ne contribuent pas a la

destruction hépatique.

Bien que les deux types d’HAI soient a prépondérance féminine, le type 2 I’est
davantage, avec neuf fois plus de patients de sexe féminin que de sexe masculin, contre

trois fois plus pour le type 1%°

. L’age moyen au diagnostic différe également pour les deux
types d’HAI, mais demeure dans les deux cas pédiatrique : il est de 10 ans pour le type 1 et
de 6,5 ans pour le type 2%°"-*”. Le diagnostic de la maladie n’est cependant pas restreint a

1’age pédiatrique et peut s’effectuer a tout age'®.
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1.7.6 Thérapies

L’HAI est traitée par immunosuppression, mais des thérapies non

immunosuppressives peuvent également y étre associées (revues en >

). La thérapie
standard est la prise de predniso(lo)ne, en monothérapie ou en concomitance avec de
I’azathioprine®*. Cependant, d’autres thérapies, potentiellement mieux supportées et avec
moins d’effets secondaires, ont émergé avec les années; c’est notamment le cas de la
cyclosporine, qui peut étre utilisée durant les 6 premiers mois de traitement et qui a

I’avantage de limiter les changements corporels induits par les hautes doses de médication

standard en début de traitement>’.

La prise de médication permet normalement une normalisation clinique et
biochimique dans les 3 a 6 mois suivant le début de la thérapie, mais les améliorations

. . o \ A fnc254
histologiques sont, elles, généralement plus lentes a étres observées

. La thérapie peut
s’accompagner de plusieurs effets secondaires, le plus souvent cosmétiques a court terme,
mais également potentiellement plus graves, tels le diabéte, 1’ostéopénie ou I’hypertension
dans le cas d’une monothérapie a la predniso(lo)ne, a long terme®'. De plus, les effets
cushingoides (i.e. similaires a ceux rencontrés lors d’un syndrome de Cushing, dii a une
hyperproduction de glucocorticoides par le cortex de la glande surrénale et pouvant
entrainer des changements corporels visibles tels une augmentation de volume au niveau du
visage et du cou, des vergetures cutanées et de I’hirsutisme) des stéroides tendent a

21 1°HAI étant une maladie affectant

diminuer 1’adhérence au traitement des patients
souvent les jeunes femmes, une modification de I’image corporelle par la médication peut
avoir des répercussions dépassant le simple cadre physique pour étre de nature plus
psychologique. Si la thérapie standard demeure un choix de prédilection pour plusieurs, il
convient de prendre en considération qu’il pourrait ne pas convenir a tous les patients et de

prendre une décision en fonction d’une vue globale du patient, et non centrée uniquement

sur la maladie.
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1.7.7 Modéles murins

1.7.7.1 Souris S-100

Un des premiers modeles murins expérimentaux utilisé dans I’étude de ’'HAI a été
la souris S-100, générée a partir de souris C57Bl/6 auxquelles étaient injectées par voie IP
du surnageant d’homogénats de foies syngéniques centrifugés a 100 000 g (S-100) et de
I’adjuvant (initialement avec du polysaccharide de Klebsiella pneumoniae™* puis avec de

’adjuvant complet de Freund (ACF)**

). Ce mod¢le biologique montrait une hépatite
transitoire d’une durée de 6 mois, avec une é¢élévation des transaminases et un score
histologique maximaux a 4 semaines postinjection. Ces résultats étaient spécifiques a la
souris, des rats Lewis ne montrant aucun signe d’inflammation aprés une injection
similaire. L’histologie des souris montrait la présence de nécroses hépatiques ainsi que

d’infiltrats inflammatoires périvasculaires.

D’autres similitudes avec I’HAI montrées par ce modele étaient I’influence de la
génétique (les souris C57BIl/6 s’avérant plus susceptibles a la maladie que les souris CH3
ou BALB/c) ainsi que la présence d’autoanticorps (ici des anti-€pitopes du S-100).
Prometteur a ses débuts, ce modele s’est avéré non spécifique suite a une étude contredisant
les témoins négatifs utilisés dans les études précédentes et montrant que I’administration
d’ACF induisait a elle seule non seulement 1’inflammation observée au foie, mais
également des inflammations spléniques et pulmonaires®™. Il a cependant permis des
découvertes potentiellement applicables a I’HAI, notamment en démontrant I’importance
que pourraient avoir les Tregs dans la résolution de la maladie en identifiant des cellules
régulatrices parmi les splénocytes qui pouvaient supprimer la fonction des cellules

autoréactives in vitro>”.

1.7.7.2 Concanavaline A

La concanavaline A (ConA) est une lectine mitogeéne issue de la Canavalia
ensiformis. Son action sur le systéme immunitaire est a la fois directe et indirecte : elle
provoque une activation polyclonale des lymphocytes T, ce qui entraine a son tour une

. . . o o . 296, 297
relache massive de cytokines et méne a une activation des cellules environnantes™ “".
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L’injection IV par voie caudale de ConA provoque chez les souris une hépatite transitoire
ainsi qu’une augmentation dose-dépendante des transaminases sériques dans les 8 heures

. .. )
suivant D’injection®”®.

Les dommages hépatiques causés chez les souris semblent
indépendants de leur génétique puisque les BALB/c montrent des atteintes similaires aux

C57B1/62%%7,

L’atteinte hépatique est médiée dans ce modele par les lymphocytes T

296, 298-300

puisqu’aucune inflammation n’est observée chez les souris athymiques et SCID et

qu’'un traitement préalable des souris avec de la cyclosporine A ou du FK506, deux

. ;. .. r : 296
immunosuppresseurs, prévient 1’apparition de dommages hépatiques

. La présence de
cellules NK, NKT ainsi que de CK est également nécessaire au développement d’une
atteinte hépatique dans ce modele, car leur déplétion se solde par une absence d’atteinte

hépatique®®-3"".

Bien qu’ayant I’avantage de la rapidité et présentant certaines caractéristiques de
I’HAI, ce modéle ne comporte pas de réaction spécifique contre des antigénes hépatiques,
n’implique pas de développement d’autoanticorps, ne semble pas influencé par la génétique
et ne présente qu’une atteinte hépatique temporaire, ce qui en fait un modele difficilement

représentatif pour I’étude de la maladie.

1.7.7.3 Souris IFNy

L’équipe de Toyonaga et al. a présenté un modele de souris transgénique chez
lequel I’expression génique de I’IFNy est régulée par un promoteur hépatique, le composant
sérique de I’amyloide P***. La production hépatique de la cytokine pro-inflammatoire y est
suffisante pour déclencher une inflammation nécrotique intralobulaire a partir de la
3° semaine, suivie par une infiltration lymphocytaire dans la région portale a partir de la
5° semaine, par la présence de fibrose a partir de la 26° semaine et par une prolifération
ductale a partir de la 37° semaine. Une élévation des transaminases sériques est observée

chez ces souris a partir de la 4° semaine.

Bien que ce modéle permette le déclenchement spontané d’une hépatite chronique et
une inflammation spécifique au foie, on peut lui reprocher son manque de spécificité envers

des antigénes hépatiques et I’absence d’autoanticorps, qui sont pourtant une des
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caractéristiques menant au diagnostic de ’'HAIL. De plus, les males de ce modele
développent autant d’atteintes hépatiques que les femelles, ce qui est en opposition avec la
prépondérance féminine observée chez les patients atteints d’HAIL Etant donné qu’il a été
démontré que certains males murins étaient résistants au développement d’HAI de par un
nombre accru de Tregs en circulation””’, il demeure probablement plus prudent au stade
actuel de préférer voir une prépondérance féminine dans les modéles animaux de la

maladie.

1.7.7.4 Souris Alb-GP-33

La souris transgénique Alb-GP-33 exprime [’épitope majeur CD8+ de la
glycoprotéine 33 (GP33) du virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) sous le
contrdle du promoteur d’albumine (Alb-GP33), ce qui lui assure une forte expression
hépatique, mais également une expression de 100 a 1000 fois plus faible au thymus®®.
Environ 90% des clones autoréactifs de cette souris ne passent de ce fait pas 1’étape de la
sélection négative de la tolérance centrale et les 10% restants n’arrivent pas a déclencher

d’atteintes hépatiques.

Afin de briser la tolérance des clones autoréactifs ayant échappé a la délétion, les
créateurs de ce modele ont tenté¢ d’effectuer un transfert adoptif de cellules T naives
arborant un RCT transgénique spécifique a la GP33 et d’infecter les souris avec du LCMV
puisqu’il exprime naturellement la GP33, et ce dans un contexte potentiellement plus pro-
inflammatoire. Cependant, aucune de ces 2 méthodes n’a causé¢ d’¢élévation des
transaminases sériques, laissant deviner que les cellules étaient toujours dans un état
d’ignorance. Suite a ce constat d’échec, les auteurs ont donc décidé de croiser la souris avec
une autre souche murine exprimant un antigéne de I’hépatite B afin de la rendre plus
sensible aux cytokines pro-inflammatoires. Ils ont par la suite de nouveau effectué un
transfert adoptif de cellules ayant un RCT transgénique spécifique a la GP33, mais cette
fois-ci en concomitance avec une infection au LCMV, ce qui a su provoquer une atteinte

hépatique transitoire.



29

De par sa nécessité de recourir a des conditions peu physiologiques et de par
I’éphémérité de I’hépatite qu’il induit, ce modele peut difficilement étre utilis¢ comme

modeéle valide d’HAI

1.7.7.5 Souris invalidée pour le TGF-$1

En 2001, I’équipe de Gorham et al. a proposé¢ un modele d’HAI a partir de souris
BALB/c invalidées pour le TGF-B1°*™. Ces souris développent spontanément dans leurs 2
premiéres semaines de vie des inflammations nécrotiques au foie et une augmentation de
leurs transaminases sériques. Dans ce mode¢le, les souris déplétées en cellules CD4+ ne
développent pas d’atteintes hépatiques et les souris malades montrent des taux en moyenne
7 fois plus élevés de cellules CD4+ que les contrdles. Les cellules CD4+ des souris malades
seraient des cellules effectrices ou mémoires produisant de grandes quantités d’IFNy et peu

d’IL-4 alors que celles des controles seraient d’un phénotype naif.

Ce modele montre bien I'influence de la génétique, car des souris 129/CF-1 et
C57Bl/6 invalidées pour le TGF-B1 ne développent pas d’atteintes hépatiques spontanées.
Cependant, autant les souris BALB/c que 129/CF-1 et C57Bl/6 développent des atteintes
pulmonaires et cardiaques. Les souris C57B1/6 développent en plus des atteintes aux

glandes salivaires ainsi qu’a I’intestin®®.

Si ce modele posséde les avantages de la spontanéité, de la spécificité génétique
ainsi que de I’implication des cellules CD4+ dans la pathogenese de ’atteinte hépatique, il
demeure aspécifique au foie, ne présente aucune spécificité antigénique ni aucun
autoanticorps et ne démontre aucune prépondérance féminine, ce qui en fait un modele

difficilement utilisable pour 1’étude de I’'HAL

1.7.7.6 Souris TTR-NP

La souris TTR-NP est un modéele murin d’hépatite auto-immune qui a été¢ développé
dans notre laboratoire®®®. Ce modéle présente plusieurs des caractéristiques humaines de la
maladie : une présence d’autoanticorps (ici des anticorps anti-NP), un phénotype
majoritairement Thl, une élévation des niveaux d’alanine aminotransférase (ALT) et la

présence d’inflammation intralobulaire, portale et/ou périportale. Cette souris transgénique
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sur fond C57B1/6 exprime la nucléoprotéine (NP) du LCMV sous contrdle du promoteur
modifié de la transthyrétine. Cette restriction permet a la NP de n’étre exprimée que dans
les hépatocytes, sans expression au thymus, et d’éviter de ce fait une délétion centrale des
clones potentiellement autoréactifs telle que vue chez le modéle Alb-GP-33. La maladie a
¢été dans un premier temps déclenchée dans ce mod¢ele par trois injections IM a 14 jours
d’intervalle d’un plasmide codant pour la protéine NP ainsi que pour la séquence sécrétoire
de CTLA-4 et d’un plasmide codant pour I’interleukine-12 (IL-12) murine. Le contexte
pro-inflammatoire induit par cette injection permet de briser la tolérance périphérique et
d’engendrer une réponse immunitaire envers la protéine NP exprimée au foie. Tel que pour
notre modele de xénoimmunisation par autoantigénes humains, des expériences
subséquentes ont permis d’établir qu’il était également possible de briser la tolérance
immunitaire chez les souris TTR-NP grace a I’injection IV d’un vecteur adénoviral codant
pour la NP et développé dans notre laboratoire. Dans le cadre de mon projet, la maladie a

¢été déclenchée chez la souris TTR-NP par des injections I'V.

1.7.7.7 Xénoimmunisation avec les autoantigénes humains de ’HAI de type 2

Un mode¢le basé sur un principe de mimétisme moléculaire a été proposé par notre

laboratoire en 2004°%

. Dans celui-ci, une atteinte hépatique chronique est provoquée grace
a une injection IM de plasmides codant pour la partie sécrétoire de CTLA-4 ainsi que pour
les 2 antigénes humains principaux de I’HAI de type 2, soit le CYP2D6 et la FTCD, a des
souris C57Bl/6 en concomitance avec des plasmides codant pour I'IL-12. Les
xénoantigénes partagent environ 80% d’homologie avec leurs contreparties murines. Si
dans un premier temps cette injection induit une réponse dirigée exclusivement vers le
xénoantigéne, cette derniére évolue progressivement vers une réponse contre les
autoantigenes murins et provoque des infiltrations hépatiques intralobulaires, portales et
périportales, majoritairement par des lymphocytes CD4+ ayant un profil Thl, mais
¢galement par des lymphocytes T CD8+ ainsi que par des macrophages. Le mod¢le montre

en outre une ¢lévation des transaminases sériques ainsi qu’une production d’autoanticorps

anti-LKMI1 et anti-LC1.
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Des études subséquentes ont permis d’établir que ce modele permettait ¢galement
de démontrer une influence de la génétique, les souris C57B1/6 étant plus susceptibles de
développer la maladie que les souris BALB/c et 129/sv*®. Une étude subséquente a
¢galement établi que les males xénoimmunisés possédaient de plus hauts taux de Tregs
dans le sang périphérique, la rate et le foie que les femelles ayant recu les mémes injections,
ce qui pourrait contribuer a expliquer la prépondérance féminine observée chez les patients

atteints d’HAI de type 2°7°.

Une variante de ce mod¢le consiste a déclencher la maladie par injection IV ou IM
d’un vecteur adénoviral codant pour les 2 xénoantigenes. Cette méthode permet d’étudier la
théorie de la pathogenese de I’HAI par mimétisme moléculaire viral en situation plus

physiologique®®>'?,

Encouragée par les résultats prometteurs du modéle de xénoimmunisation
développé dans notre laboratoire, Holdener et ses collégues ont élaboré une variante du
modele en déclenchant la maladie via un vecteur adénoviral codant pour le CYP2D6
humain®', et ce préférenticllement en injectant une premiére dose par voie IV et une
seconde par voie IP*'2. Ce modéle ne permet cependant pas une étude compléte de 'HAI de

type 2 puisqu’il n’implique pas de réponse contre la FTCD.

1.7.7.8 Modé¢le Alb-HA/CL4-TCR

Un des plus récents modeles d’HAI est celui présenté par Zierden et ses collégues,
qui ont croisé¢ des souris BALB/C transgéniques exprimant 1’hémagglutinine (HA) de
I’influenza grace au controle d’un promoteur modifi¢ de I’albumine (alb) permettant une
expression hépatique (souris Alb-HA) avec des souris dont les lymphocytes T CD8+
possédent un RCT spécifique pour 'HA (souris CL4-TCR)*". Contrairement a ce qui avait
été rencontré dans le modele Alb-GP33, I’expression de I’HA semble étre dans ce modele
circonscrite au foie et inexistante au thymus et il ne semble donc pas y avoir de délétion
thymique des clones autoréactifs. De plus, 1’hépatite chronique induite chez ce modéle ne
peut I’étre que chez les males, ce qui est contraire a ce qui est observé chez les patients
atteints d’HAI, chez qui on dénote une forte prépondérance féminine. Ceci pourrait

indiquer que la maladie est déclenchée chez ce modéle selon un mécanisme différent de
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celui chez I’humain et pourrait par conséquent poser des questions quant a la pertinence des
résultats obtenus pour 1’avancement des connaissances quant a I’HAI humaine. Ce mode¢le
se caractérise également par une accumulation accrue de Tregs au foie qui corréle avec une

augmentation des transaminases sériques.

1.8 Adénovirus

Les adénovirus (AdV) sont de larges virus non enveloppés d’ADN linéaire
bicaténaire dont les génomes d’~36 kb encodent pour une quarantaine de protéines®'*. Des
53 différents sérotypes d’adénovirus humains connus a ce jour et classés en 6 espéces de A

a G, I’adénovirus de sérotype 5 (AdVS5), de I’espece C, est un des plus caractérisés et des
plus utilisés comme vecteur adénoviral®'**!.

Les données de microscopie cryoélectronique ont démontré que 2 ¢éléments
structuraux principaux forment la particule adénovirale, soient la capside externe et le
noyau’'®>'*. La capside icosaédrique est formée de 252 capsoméres, soit de 240 hexons et
de 12 pentons (Figure 4). Les pentons sont prolongés par des fibres terminées par des
boutons; des acides aminés hautement conservés dans les faces latérales de ces derniers

sont responsables de la liaison de certains AdV, dont celui de sérotype 5, au récepteur

319-321

cellulaire CAR (coxsackie adenovirus receptor) . Cette protéine membranaire de

46 kDa, membre de la superfamille des immunoglobulines, n’a pas de fonction

314

physiologique connue a ce jour dans la cellule hote” *. Apres la liaison du virus au CAR, un

motif arginine-glycine-acide aspartique présent sur les bases de pentons est reconnu par les

322, 323

intégrines oy-Pi, oy-P3 ou o-Ps , ce qui induit une cascade de signalisation menant a

I’internalisation rapide du virus via des vésicules clathrinées’** **. Le virus est alors dirigé

326, 327 29

\ : : ‘g 328 . : 3
vers les endosomes ou est amorcée sa décapsidation’™ puis est transporté au noyau™" .
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Figure 4 Représentation schématique de I’AdV5 et de ses principaux éléments.
L’AdVS5 lie les récepteurs cellulaires CAR via ses boutons et les intégrines cellulaires a et
B lient le motif arginine-glycine-acide aspartique présent sur les bases de pentons, ce qui
induit une cascade de signalisation menant a la rapide internalisation du virus via des

vésicules clathrinées.

Des expériences par les groupes d’Alemany et de Smith avec des virus déficients
pour la liaison 8 CAR démontrent cependant que des voies alternatives d’entrée existent®>”
31 potentiellement via des protéoglycans de I’héparine sulfate hépatiques ainsi que par
liaison directe avec les fibres’*?, ou par liaison indirecte via une liaison préalable des
hexons avec le facteur soluble de coagulation sanguine X>>** ***, Cette voie semble étre la
cause de I’'important tropisme hépatique des AdV puisque son abrogation limite fortement
la transduction des hépatocytes et que les especes d’AdV ne liant que faiblement le

facteur X ont un tropisme hépatique faible ou inexistant®”. Le tropisme hépatique des AdV
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pourrait également étre lié¢ a leur liaison a d’autres adjuvants sanguins tels que des éléments

du complément ou la lactoferrine™> *.

L’AdVS5 est rapidement internalisé par les CK et les cellules endothéliales du foie
dés la premiére minute suivant son injection par voie intraveineuse” ***. Chez les souris
C57Bl/6, les cellules endothéliales hépatiques possedent 2,9 fois plus de copies de vecteurs
adénoviraux que les CK apres 1h*®, Dans le foie, les hépatocytes et, de fagon moindre, les
fibroblastes peuvent étre infectés par I'’AdV5>*. L’absence d’intégrines a,-p sur les cellules
endothéliales hépatiques et les CK pourrait expliquer pourquoi ces cellules ne sont

infectables qu’in vitro, 4 de trés fortes doses d’AdV5™.

L’AdV5 AE1/E3 est un vecteur adénoviral de premiére génération issu d’AdV5
dont les geénes El et E3 ont été supprimés. Les produits d’El étant nécessaires a la
réplication du virus, la délétion de ce géne permet I’obtention d’un vecteur viral incapable
de se répliquer dans les cellules et empéche une infection incontrolée de I’hdte. Les genes
d’E3 servant a la modulation de la réponse immunitaire de 1’hdte lors d’infection, ils ont
par conséquent été retirés afin de permettre au vecteur adénoviral de pouvoir coder pour un

transgéne de taille plus élevée*®.

1.9 Vaccination ADN

La vaccination ADN se fait a partir de plasmides d’origine bactérienne codant pour
des antigeénes et exprimés in vivo par les cellules qu’ils ont transfectées. La premiére preuve
de I’efficacité de ce type de vaccination en modele animal a été faite en 1993 par 1’équipe
d’Ulmer, qui a prouvé qu’une vaccination avec de I’ADN codant pour une protéine de
I’influenza pouvait protéger des souris contre la maladie®*'. Les plus grandes craintes quant
a cette technologie étant initialement reliées a 1’intégration de I’ADN plasmidique a ’ADN
de I’hdte et a I’induction d’auto-immunité, son expérimentation clinique chez I’humain n’a
été autorisée qu’apres les résultats de I’étude préclinique sur des primates non humains de

Liu et al. et démontrant I’innocuité de cette méthode*?.

Si les premiers essais ont montré ’utilité¢ de la vaccination ADN dans la prévention
de maladies en augmentant les réponses immunitaires de ses hotes, de nombreux essais ont

également démontré une induction de tolérance par la vaccination ADN, et ce dans
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plusieurs modeles de maladies auto-immunes. Plusieurs mécanismes expliqueraient cette
tolérance : la vaccination ADN permet notamment dans certains cas de dévier la réponse
Th1 d’un hote vers une réponse Th2, d’augmenter le nombre de cellules régulatrices ou de
mener les cellules a un état d’épuisement ou elles sont incapables d’effectuer leurs
fonctions premieres. Le tableau Tableau 2 résume les protocoles ainsi que les mécanismes

d’action impliqués dans certains mod¢les récents.

Cibles Molécules
Maladies Vecteurs Voies immunitaires induites Références
antigéniques associées
RCT Plasmidique s
. Aucune Activation Th2 par Thl -
VB 8.2 et viral
Protéine ZZ
PBM Plasmidique iant les 1eG Activation Th2 par Thl 6
EAE iant les Ig
PLP Plasmidique Aucune et IL-4 Immunodéviation de Th1 vers Th2 7
MOG Plasmidique Aucune Thi 8
Insuline Plasmidique Aucune et IL-4 Immunodéviation de Th1 vers Th2 501
Plasmidique o4
DT1 GADG65 ) Ig-Fc ou IL-4 Immunodéviation de Thl vers Th2 591
et rétroviral
GADG65 Immunodéviation de Thl vers Th2
Plasmidique ~ Aucune et Bax o 1
soluble et activation des Tregs
Hsp60 Plasmidique Aucune Immunodéviation de Th1 vers Th2 te.17
Collagene = o 0
I Plasmidique IL-4 Immunodéviation de Th1 vers Th2 !
type
AR
Chémokines
c.c Plasmidique Aucune Anticorps neutralisants 2
TNF-a Plasmidique Aucune Anticorps neutralisants 2
Uvéite Protéine S Rétroviral Aucune Indéterminée 2
, Peptide o
LED Plasmidique Aucune Induction de T suppresseurs
consensus
Syndrome .
. o TNF-a Plasmidique Aucune Anticorps neutralisants s
antiphospholipidique

Tableau 2 Protocoles de vaccination ADN appliqués avec succes a des maladies
auto-immunes. L’efficacité de la vaccination ADN repose sur différents mécanismes
de modulation immunitaire en fonction de la maladie initiale et du type d’injection

réalisé. Adapté de *°,
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Peu de ’ADN initialement injecté par voie intramusculaire est transfecté dans les
myocytes qui servent a la synthése de l’antigéne343. Il peut étre de prime abord surprenant
qu’une présentation antigénique par des myocytes, qui ne sont pas des CPA
professionnelles, puisse €liciter une réponse lymphocytaire efficace considérant qu’il est
généralement admis que la présentation antigénique par une cellule présentatrice
d’antigénes non professionnelle induit une anergie suite a un défaut de signaux de

costimulation.

Dans le cas de la vaccination ADN, il a été montré que les myocytes peuvent présenter les
antigeénes issus de la vaccination par ADN aux CPA et éliciter via celles-ci une réponse

immunitaire fonctionnelle®** 3#°

. Il faut cependant noter que les myocytes ne sont pas les
seules cellules transfectées, méme si elles sont les seules ou s’expriment les transgenes
aprés une vaccination ADN par voie intramusculaire®® : 1’équipe d’Ulmer a démontré en
2000 que des CD étaient également transfectées®*, ce qui pourrait entrainer une activation
directe des lymphocytes.

Suite a des expériences menées avec le virus de ’influenza, il apparait que la
vaccination ADN par voie intramusculaire induise une réponse majoritairement Th1**!-**’

caractérisée par un niveau plus élevé d’IgG2a qu’IgG1°*.
1.10 Hypothése et objectifs

1.10.1 Justification rationnelle

Bien que la médication actuelle permette aux patients d’échapper au caractere
mortel de la maladie, il n’en demeure pas moins que ceci se fait a des colits substantiels
concernant leur qualité et leur espérance de vie di a la non spécificité des traitements
actuellement utilisés. Le développement de thérapies plus ciblées pourrait permettre une
diminution substantielle des comorbidités associées avec les traitements actuels et

pourraient également contribuer a augmenter 1’adhérence des patients a leur traitement.

Des études ont démontré que des injections d’ADN codant pour des autoantigénes

pouvaient prévenir le développement de maladies auto-immunes via divers mécanismes
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tolérogéniques. Ce méme raisonnement pourrait étre testé dans un modele d’HAI développé

au laboratoire.

1.10.2 Hypothéses

1. Des injections de plasmides pCMV-CTLA4-NP protégent contre le
développement d’HAI chez le modéle murin TTR-NP.

2. La protection observée est médiée par un ou plusieurs des mécanismes suivants :

e une déviation de la réponse immune Thl vers une réponse Th2
e un épuisement des lymphocytes T cytotoxiques

e une activation et une prolifération des cellules T régulatrices

1.10.3 Objectifs

1. Evaluer I’efficacité de la protection conférée par I’injection de plasmides
pCMV-CTLA4-NP contre le développement d’HAI dans le modéle murin
TTR-NP.

2. Le cas échéant, caractériser le mécanisme par lequel la vaccination ADN confére

une protection contre le développement d’HAI dans le modele murin TTR-NP.



Chapitre 2 : Méthodologie

2.1 Modeéle murin

2.1.1 Groupes murins

Toutes les souris utilisées étaient des souris transgéniques TTR-NP développées par
le laboratoire’® et issues d’une colonie locale. Seules des femelles de 6 a 8 semaines au
moment de la premiere injection ont ¢été utilisées. Les protocoles d’injections et les
différents groupes murins utilisés ont été résumés dans le Tableau 3. Les expériences ont
¢été approuvées par le comité institutionnel de bonnes pratiques animales en recherche du
centre de recherche du CHU Sainte-Justine et répondent aux exigences du Conseil canadien

de la protection des animaux.

Injections Injections
Groupes n Doses Doses Sacrifices
intraveineuses intramusculaires
1 25 Ad-CTLA4-NP 10° pfu - - 8 mois
2 8 Ad-CTLA4-NP 10° pfu - - 3 mois
3 3 Ad-CTLA4-NP 10° pfu - - 9 jours
0 pCMV-CTLA4-NP 100 pug )
4 17 Ad-CTLA4-NP 10° pfu 8 mois
pVr-IL-12 100 pg
0 pCMV-CTLA4-NP 100 pg :
5 8 Ad-CTLA4-NP 10” pfu 3 mois
pVr-IL-12 100 pg
0 pCMV-controle 100 pg )
6 12 Ad-CTLA4-NP 10 pfu 8 mois
pVr-IL-12 100 ng
7 8 Ad-CTLA4-NP 10° pfu pCMV-CTLA4-NP 100 pg 3 mois

Tableau 3 Groupes murins selon les injections réalisées et le temps de sacrifice post-

injection IV.



39

2.1.2 Injections

2.1.2.1 Production de plasmides pCMV-controle

Le plasmide pRc/CMV (Invitrogen, Grand Island, NY, Etats-Unis) (pCMV-
contrdle) posséde un promoteur humain du cytomégalovirus (CMV) afin de pouvoir étre
exprimé dans les cellules eukaryotes. Il a ét¢ préalablement propagé au laboratoire dans des
bactéries E.coli DH50’" et le tout était conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Une pré-
culture était réalisée avec 20 ml de milieu Luria Bertani (LB) (1% peptone (BD, Franklin
Lakes, NJ, Etats—Unis), 0,5% d’extrait de levure (Wisent, Saint-Bruno Québec, Canada) et
1% de NaCl (Bio Basic Inc., Toronto, ON, Canada)) stérile et conservé a température piece
et 1 pl/ml d’ampicilline (Novopharm, Toronto, ON, Canada) auxquels était stérilement
ajouté un inoculum d’E. coli contenant le plasmide. Aprés une incubation de 16 heures a
37°C avec agitation, 4 ml de la pré-culture étaient dilués dans 2 litres de LB avec
ampicilline et & nouveau incubés pour 16 heures. L’isolation et la purification du plasmide
étaient réalisées a 1’aide d’un « Endo free plasmid giga kit » (Qiagen, MD, Etats-Unis)
selon les directives du manufacturier. L’ADN plasmidique obtenu était dissout dans du
tampon saline DPBS et quantifi¢ a 1’aide d’un DU 640 (Beckman, Coulter Inc.,
Fullerton, CA, Etats-Unis). Sa pureté était évaluée sur un gel d’agarose (Invitrogen, NY)
1% visualisé aux rayons UV et marqué a I’aide d’une solution de migration préparée a
I’aide d’une dilution fraiche d’une solution stock 50X faite de 242 g Tris base (Sigma-
Aldrich Co., St-Louis, MO, Etats—Unis), 57,1 ml d’acide acétique glaciale (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, Etats-Unis) et 37,2g de Na,EDTA-H,0 (Sigma-Aldrich Co., MO) par litre
de solution dans de I’eau ultrafiltrée. A cette solution diluée & 1X était ajouté 0,005% de

bromure d’éthidium (Sigma-Aldrich Co., MO).

2.1.2.2 Production de plasmides pCMV-CTLA4-NP

Le plasmide pCMV-CTLA4-NP a été produit au laboratoire a partir du plasmide
pRc/CMV et d’ADNc de LCMV-NP gracieusement donné par R. Zinkernagel (Ziirich, ZU,
Suisse)’*®. Sa synthése était effectuée selon le méme protocole que pour la production des

plasmides pCMV-controles.
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2.1.2.3 Production de plasmides pVR-IL-12

Le plasmide pVR-IL-12, codant pour I’IL-12 murine, est un don de G. Prud’Homme
(Montréal, QC, Canada)’™. Sa synthése était effectuée selon le méme protocole que pour la

production de plasmides pPCMV-CTLA4-NP.

2.1.2.4 Injections intraveineuses

A l’aide de seringues & insuline munies d’aiguilles 28G1/2 (BD, NJ), 100 pul d’une
dilution de 10° pfu d’Ad-CTLA4-NP stérile (aliquots produits au laboratoire®® & partir du
vecteur pAdeno-X (BD, NJ) et conservés a -80°C jusqu’a utilisation) dans du DPBS 1X
stérile (Invitrogen, NY) étaient injectés dans une des veines caudales au jour 0 (JO) (Figure
5 et Tableau 3). La qualité de ’injection était notée par I’expérimentateur a 1’aide d’une
échelle en 5 grades allant de — a +++ selon la quantité de solution effectivement injectée par

voie IV et ’impact tissulaire potentiel causé par I’injection.

2.1.2.5 Injections intramusculaires

A T’aide de seringues a insuline munies d’aiguilles 28G1/2, 100 pul (50 pl par patte)
d’une solution en DPBS de 100 ug de pCMV-CTLA4-NP avec ou sans 100 pg de
pVR-IL-12 ou 100 pg de pVr-IL-12 + 100 pg de pCMV-controle étaient injectés dans les
tibialis cranialis des souris aux jours 14, 28 et 42 postinjection IV (Figure 5 et Tableau 3).

Les solutions stocks de plasmides étaient conservées a -20°C jusqu’a utilisation.

2.1.3 Temps de sacrifices

Les souris étaient sacrifiées au 3° ou au 8° mois postinjection IV d’AD-CTLA4-NP,
soit respectivement en période pré-inflammatoire ou en période d’hépatite auto-immune
(Figure 5 et Tableau 3). Certaines souris de contrdle ont également été sacrifiées au 9° jour

postinjection IV afin de confirmer la présence d’inflammation due au vecteur adénoviral.
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IV M
I
J0 "J14 128 J42° M3 M8

Pré-inflammation HAI

Figure 5 Protocole d’injection et de sacrifice des souris TTR-NP. Une injection IV
d’Ad-CTLA-4 NP était réalisée a JO afin de déclencher le processus pathologique menant
a une atteinte hépatique chronique chez les souris, suivie ou non par un traitement avec 3
injections IM de pCMV-CTLA4-NP et de pVR-IL-12 ou par un traitement contréle avec
3 injections IM de pCMV-CTLA4-NP controle et de pVR-IL-12 aux jours 14, 28 et 42.

Les souris étaient sacrifiées apres 3 ou 8 mois.

2.2 Tests sanguins

2.2.1 Prélevements

Des prélévements sanguins caudaux ont été réalisés aux 9°, 21° et 28° jours
postinjection intraveineuse, puis mensuellement jusqu’au sacrifice dans des tubes
Microtainer Z sans additifs (BD, NJ). Aprés 1 heure a température piece, les tubes étaient
centrifugés 7 minutes a 7000 RPM et les sérums étaient récoltés et conservés a -20°C s’ils

n’étaient pas immédiatement utilisés.

2.2.2 Dosage des transaminases

L’alanine aminotransférase ainsi que ’aspartate aminotransférase des sérums dilués
dans du DPBS étaient analysés a 1’aide d’un Synchron CX9 (Beckman Coulter Inc., CA) et

les résultats obtenus étaient multipliés en fonction de la dilution effectuée.
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2.2.3 Caractérisation des anticorps

2.2.3.1 Production de NP-GST

Une préculture a été réalisée dans un bouillon de LB + ampicilline a partir de
vecteur pGEX codant pour la NP-GST et développé au laboratoire. Apreés une nuit
d’incubation a 37°C avec agitation, la préculture a été inoculée dans une culture de
LB-+ampicilline dans une proportion de 1:100 qui a été incubée a 37°C pour 3 heures. De
I’IPTG (Invitrogen, NY) a une concentration finale de 0,5 mM a été ajouté a la culture, et
celle-ci a été remise a incuber pour 2 heures puis centrifugée a 4000g pour 15 minutes a
4°C. Les culots ont été congelés a -80° pour la nuit. Le lendemain, ceux-ci ont été
resuspendus dans 2x25 ml de DPBS froid puis passés au Sonifier 450 au réglage 5
(Branson, Danbury, CT, Etats-Unis) en séquences de 10 secondes pour un total de 2
minutes par tube. Les protéines ont été solubilisées en ajoutant 1% de triton (Sigma-Aldrich
Co., MO) pendant 30 minutes a 4°C avec agitation. Les tubes ont par la suite été
centrifugés 15 minutes a 10000g a 4°C. Les surnageants ont ¢té purifiés par tube ou en
colonne contenant 1 ml de Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare, Uppsala,
Suéde) lavée au DPBS par 25 ml de surnageant. La résine a été éluée avec une solution
contenant 20% de glutathion 50 mM (Sigma-Aldrich Co., MO) et 0,75% de carbonate de
sodium (Sigma-Aldrich Co., MO) dans du DPBS.

Le contenu en protéines des ¢lutions a été dosé par colorimétrie sur un DU 640 et la
pureté¢ des élutions a été vérifice sur des gels SDS-PAGE de 10% acrylamide/bis-
acrylamide 37,5 :1 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, Etats—Unis) faits selon les
indications du manufacturier. Aprés migration, les gels ont été fixés 15 minutes dans une
solution a 25% d’isopropanol et a 10% acide acétique (Sigma-Aldrich Co., MO) puis
incubés dans une solution contenant 1% de bleu de Coomassie (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD, Etats-Unis), 40% de méthanol (ACP, Montréal, QC, Canada) et 10% d’acide acétique
jusqu’a I’apparition de bandes nettes, a la suite de quoi I’excédent de colorant a été enlevé
par incubation dans une solution d’acide acétique 10% pour une durée minimale d’une
heure et maximale de 16 heures. Les gels ont finalement été séchés pour un minimum d’1

heure a I’aide d‘un Gel Dryer 583 (Bio-Rad, CA).



43

2.2.3.2 Titration des anticorps

Sur des plaques de 96 puits a haute adsorption (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Allemagne), 0,2 ug de NP-GST dans 100 pl de NaHCO; (Sigma-Aldrich
Co., MO) 0,1 M a pH 8,6 par puits a ét¢ adsorbé a 4°C pour la nuit. Le lendemain, chaque
puits a été bloqué durant 2 heures a 4°C avec 300 pl d’une solution d’albumine sérique
bovine (Sigma-Aldrich Co., MO) a 5 mg/ml dans du NaHCO; 0,1 M a pH 8,6. Apres 6
lavages d’une dilution 1X de TBST (0,121% de Tris-base (Sigma-Aldrich Co., MO),
0,876% de NaCl et 0,05% de Tween-20 (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, Etats-Unis))
fraichement préparé a partir d’une solution stock 10X aqueuse a pH 7,4 et conservée a 4°C,
les sérums ont été¢ mis sur plaques en dilutions sérielles de 1 :100 a 1 :12800 dans du TBST
avec 5 mg/ml d’albumine sérique bovine, pour un volume final de 100 pl par puits et
incubés 2 heures a température piece avec agitation. Apres 6 lavages au TBST, les puits ont
été incubés avec 100 pl d’anticorps anti-Ig murines (Dako, Burlington, ON, Canada) dilués
a 1:500 dans du TBST avec 5 mg/ml d’albumine sérique bovine pour 1 heure a
température piece avec agitation. Apres 6 lavages au TBST, chaque puits a été incubé avec
100 pl d’une solution de révélation composée de 0,05 M de Na,CO; (Sigma-Aldrich Co.,
MO) & pH 9,8, de MgCl, 0,001 M (Amresco, Solon, OH, Etats-Unis), et d’1 mg/ml de p-
nitrophénylphosphate (Sigma-Aldrich Co., MO), le tout dans de I’eau ultrafiltrée, jusqu’a
ce que le témoin positif atteigne un titre de 1:800. La réaction colorimétrique engendrée a
été mesurée a 405 et étaient considérées positives les valeurs ayant un minimum du double

de la valeur du témoin négatif pour une méme dilution.

2.2.3.3 Détermination des isotypes

Les étapes étaient les mémes que pour la titration des anticorps, aux différences que
seules des dilutions de 1 :200 des sérums étaient mises sur plaque, en duplicats, et que des
anticorps anti-IgG1, IgG2a ou IgM murines (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Etats-Unis) étaient utilisés comme anticorps secondaires. La lecture des plaques se faisait
aprés 1 heure et les résultats étaient calculés comme étant la moyenne des densités optiques

des duplicats moins la moyenne de celles des duplicats du témoin négatif.
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2.3.3.4 Préparation de fractions cytosoliques et microsomales de foies

Les foies étaient homogénéisés a I’aide d’un Potter-Elvehjem avec 5 ml/g de foie
d’une solution de lyse fraichement préparée contenant 1% de Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich
Co., MO), 1% de sodium déoxycholate (Sigma-Aldrich Co., MO), 0,1% de sodium
dodécylsulfate (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH Etats—Unis), 150 mM de NaCl et
10 mM de Tris-HCI (Sigma-Aldrich Co., MO) a pH 7,4 puis incubés 30 minutes sur glace.
L’homogénat a été centrifugé a 500 g pour 10 minutes et le surnageant a été centrifugé a
10 000 g pendant 20 minutes. Le surnageant a ¢té recentrifugé 10 minutes a 30 PSI
(équivalent a 100 000 g pendant 40 minutes). La fraction cytosolique correspond au
surnageant de cette centrifugation alors que la fraction microsomale correspond au culot.
Afin d’assurer la pureté de la fraction cytosolique, cette derniére a été recentrifugée

10 minutes a 30 PSI et seul le surnageant a été conservé.

2.3.3.5 Immunobuvardages de type Western

Séparation et transfert des protéines: 3 pl de fractions cytosoliques ou microsomales
d’homogénats de foies ont été séparés par électrophorese selon le méme protocole que lors
de la production de NP-GST (voir section 2.3.3.1). Les protéines ont ensuite €té transférées
sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C Extra (Amersham Biosciences, Baie d'Urf¢,
QC, Canada) a I’aide d’un tampon a pH 8,3 de 25 mM Tris-base, 1,92 M glycine (Sigma-
Aldrich Co., MO) et 20% méthanol.

Immunobuvardage: Les membranes ont été bloquées dans du TBST avec 5 %
(poids/volume) de lait en poudre pendant 2 heures avec agitation a température picce. Les
membranes ont ensuite été incubées dans du TBST avec 1% de lait en poudre contenant
1:500 de sérum murin pendant 2 heures, avec agitation et a température picce. Les
membranes ont ensuite été lavées trois fois (5, 5 et 15 minutes) dans du TBST et incubées
avec le 2e anticorps, un anti-Ig murin couplé¢ a la peroxydase de raifort a une concentration
de 1 : 2000 (Biosource, Camarillo, CA USA), pendant 1 heure avec agitation et a
température piece. Les membranes ont été lavées comme précédemment avec du TBST et
incubées 1 minute avec du BM Chemiluminescent Blotting Substrate (POD) (Roche

Diagriostics GmbH, Allemagne) préparé selon le protocole du manufacturier. Les
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membranes ont ensuite été exposées sur un film radiographique BiomaxMR (Kodak, NY,

USA).
2.3 Isolation des lymphocytes

2.3.1 Sacrifice des souris

Les souris ont été anesthésiées avec une injection intra-péritonéale de 100 pl de
Somnotol (pentobarbital sodium : Ceva, Libourne, France), puis leur sang a été collecté
dans des tubes Eppendorf par ponction cardiaque a I’aide d’aiguilles 23G ou 28G (BD, NJ).

La rate et le foie étaient par la suite immédiatement prélevés en milieu stérile.

2.3.2 Lymphocytes de la rate

Les rates ont été coupées aux scalpels dans 5 ml d’une solution (RPMIc) de RPMI
(Invitrogen, NY) contenant 10% de sérum feetal de veau (SFV) (Gibco BRL, MD), du PSN
Antibiotic Mixture a une dilution de 1X (Invitrogen, NY) et du B-mercaptoéthanol (Sigma-
Aldrich Co., MO) puis broyées a 1’aide de pistons de seringues de 5 ml. L’homogénat a été
filtré par une aiguille 26G 3/8 (BD, NJ) afin de ne conserver qu’une suspension cellulaire
sans débris tissulaires. Les globules rouges ont été lysés a I’aide d’une solution
préalablement préparée au laboratoire et conservée a 4°C jusqu’a utilisation de 0,15 mM
NH4CI (Sigma-Aldrich Co., MO), 10 mM KHCO; (Sigma-Aldrich Co., MO) et 0,1 mM
EDTA (Sigma-Aldrich Co., MO) a pH7,3 pendant 5 minutes. Les cellules ont par la suite

¢été lavées deux fois dans du RPMI puis resuspendues dans 5 ml de RPMlc.

2.3.3 Lymphocytes du foie

Les foies ont été¢ coupés aux scalpels dans 4 ml de RPMIc puis broyés a I’aide de
pistons de seringues de 10 ml. L’homogénat a été filtré sur des filtres autoclavables de
100 pm ou sur des Cell Strainers (BD, NJ), et ces derniers ont été rincés avec 5 ml de
RPMIc afin d’extraire un nombre maximal de cellules. Chaque suspension cellulaire a été
incubée 10 minutes a 37°C avec 1 ml de solution filtrée de RPMIc contenant 3 mg
(approximativement 500 U) de collagénase. Les cellules ont été purifiées par gradients

discontinus de Percoll (GE Healthcare, Suede) a 40% et a 80%. Les globules rouges ont été
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lysés puis les cellules ont été lavées tel que précédemment décrit pour les cellules issues de

rates puis resuspendues dans 1 ml de RPMIc.

2.4 Histologie

Afin de déterminer le niveau d’inflammation hépatique des souris au 9° jour, au 3°
mois ou au 8° mois, des coupes de foies colorées a I’hématoxyline et a I’éosine ont été
évaluées selon I’échelle d’Ishak®® en double aveugle par le Dr Fernando Alvarez,
hépatologue et pédiatre au CHU Ste-Justine. L’échelle d’Ishak permet de donner un
pointage de 0 a 18 indiquant la sévérité de 1’atteinte hépatique lors d’HAI et basé sur la
présence histologique d’infiltrats lymphocytaires intralobulaires, portaux ou périportaux et
de fibrose. Les coupes proviennent d’une fraction du lobe hépatique principal fixé a la

formaline 10% en tampon neutre (Sigma-Aldrich Co., MO).

2.5 Tests sur les lymphocytes

Le nombre de souris sur lesquelles les tests ont été réalisés dépendait du nombre de
souris par groupe sacrifié, qui lui-méme était tributaire du nombre de femelles par
naissance et/ou d’un maximum éthique de 5 souris par cage. Par conséquent, il est possible

que certains tests aient été réalisés avec un nombre différent de souris par groupe.

2.5.1 Test de cytotoxicité

Les lymphocytes ont ét¢ mis en culture pendant 4 heures a 37°C dans du
RPMIc + 5% de surnageant d’EL4 en différentes proportions (10:1, 5:1 ou 1:1) avec
10 000 cellules EL4 marquées au CFSE (Invitrogen, NY). Ces cellules présentent de fagon
constitutive des épitopes de la NP (EL4-NP) ou ont préalablement été¢ mises en culture avec
le peptide 396-404 de la NP. Les cellules ont ét¢ marquées au 7-AAD (BD Pharmingen,
San Diego, CA, Etats-Unis) et a I’annexine V (eBioscience, San Diego, CA, Etats-Unis)
selon les directives du manufacturier, puis analysées par cytométrie en flux a I’aide d’un
FACScalibur (BD, NJ). Les résultats ont ¢ét¢ compensés et évalués a 1’aide du logiciel

FlowJo 8.7 (Tree Star, Ashland, OR, Etats—Unis).
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2.5.2 Tests de prolifération

Les cellules ont ét¢ marquées 10 minutes a 37°C dans une solution de DPBS
contenant 5% de SFV et 10uM de carboxyfluorescéine succinimidyl esther (CFSE)
(Invitrogen, NY) par 10° cellules. Les lymphocytes ont par la suite été mis en plaque de
culture de 96 puits, en duplicats de 100 000 cellules pour celles issues de la rate et de
50 000 cellules pour celles issues du foie, par agent de prolifération testé. Aux puits
contenant des cellules issues du foie a été ajouté un nombre €gal de cellules présentatrices
d’antigenes cultivées la veille. Toutes les cellules étaient resuspendues dans du RPMlIc
contenant 1 pul d’IL-2 (Invitrogen, NY) a 50 U par million de cellules pour un total de 100
ul par puits. Les agents de prolifération testés étaient ajoutés a raison de 0,2 pg de
concanavalline A (ConA) (BD, NJ) par puits ou d’1 pl d’ionomycine 1 mM (Sigma-Aldrich
Co., MO) et 0,02 ng de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) (Sigma-Aldrich Co., MO)
par puits pour les controles positifs, de 10 pg de protéine NP produite au laboratoire par
puits ou de 1 pl de peptide NP 396-404 (Genescript, Chine) par puits. Rien n’a été ajouté
aux puits des contréles négatifs. La plaque a été incubée a 37°C pour 3 jours puis les
cellules ont été marquées a ’aide d’anticorps anti-CD4 et anti-CD8a (eBioscience, CA)
pour 30 minutes puis lavées. Les cellules ont ét¢é marquées au 7-AAD 15 minutes avant
d’étre analysées par cytométrie en flux a I’aide d’un FACScalibur. Les données ont été

compensées et analysées a 1’aide de FlowJo 8.7.

2.5.3 Caractérisation de la balance Th1/Th2

La capacité des cellules a produire de I’IL-2, de I’'[L-4, de I’IL-10 et de I'IFN-y a été
mesurée par fluorescence a 1’aide de la trousse « Mouse Thl/Th2 Flow Panel »
(eBioscience, CA). Briévement, les cellules ont été stimulées a la PMA et a I’ionomycine
pendant 6 heures, avec ajout de bréfeldine A (BFA) (Sigma-Aldrich Co., MO) aprés 2
heures afin d’avoir une accumulation des protéines au réticulum endoplasmique. Les
cellules ont par la suite ét¢ marquées a I’aide d’anticorps couplés a des agents fluorescents
anti-CD4 et anti-CD8a (ciblant la chaine a du CDS8) puis lavées au DPBS + 5% SFV. Elles
ont ensuite été fixées et perméabilisées et leurs cytokines intracellulaires ont été marquées a

I’aide d’anticorps fluorescents selon les instructions du manufacturier. Les cellules
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marquées et lavées ont par la suite été analysées par cytométrie en flux sur un FACScalibur

et les données compensées et analysées a 1’aide de FlowJo 8.7.

2.5.4 Détection de lymphocytes T régulateurs

Le marquage des lymphocytes T régulateurs a été effectué¢ a 1’aide du « Mouse
Regulatory T Cell Staining Kit » (eBioscience, CA) selon les directives du manufacturier.
Briévement, les cellules ont été marquées a I’aide d’anticorps couplés a des agents
fluorescents anti-CD4 FITC, anti-CD8a PerCP et anti-CD25 APC, puis fixées,
perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-FoxP3. Les données de cytométrie en
flux ont été récoltées a 1’aide d’un FACScalibur et compensées et analysées a 1’aide de

FlowlJo 8.7.

2.5.5 Caractérisation du niveau d’épuisement des cellules

Les cellules ont été marquées a I’aide d’anticorps fluorescents anti-PD1 FITC, anti-
CD4 PE et anti-CD8a APC et analysées par cytométrie en flux. Dans certains cas, elles ont
également été marquées a I’aide d’anticorps anti-CD19 PerCP-CyS5.5. Tous les anticorps
provenaient d’eBioscience, CA. Les données ont été récoltées a 1’aide d’un FACScalibur

puis compensées et analysées a 1’aide du logiciel FlowJo 8.7.

2.6 Analyses statistiques et figures

Toutes les analyses statistiques ainsi que les figures issues des résultats de ce
mémoire ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, Etats—Unis). Une p < 0,05 était considérée comme étant significative. Vu le
nombre de données, seuls des tests statistiques ne présupposant pas une distribution
normale des résultats ont été utilisés: des ANOVA bifactorielles avec post-tests de
Bonferroni, des tests de Mann-Whitney ainsi que des tests de Kruskal-Wallis avec post-

tests de comparaisons multiples de Dunn ont été¢ employés.
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Chapitre 3 : Résultats

3.1 Effet de la vaccination ADN sur le développement d’HAI en

modele murin

Dans ce premier volet, le but était d’évaluer si le protocole de trois injections IM de
pCMV-CTLA4-NP/pVR-IL-12 avait un effet protecteur contre le développement d’HAI
déclenchée par injection IV d’AD-CTLA4-NP 1V dans le modéele murin TTR-NP.

3.1.1 Variation des niveaux d’ALT sériques

La lyse hépatocytaire lors d’une HAI entraine la relache d’ALT et leurs niveaux
sanguins corré¢lent de ce fait avec le degré de ’atteinte hépatique. Un suivi de 1’évolution de
la maladie a donc été effectué en mesurant les niveaux de cette enzyme a partir de
prélevements sanguins caudaux réalisés trimensuellement lors du premier mois puis
mensuellement jusqu’au sacrifice des souris (Figure 6). L’ALT étant une enzyme
¢galement retrouvée dans les cellules musculaires, un prélévement caudal était réalisé avant
le sacrifice des souris afin de ne pas modifier les niveaux finaux d’ALT par la ponction
cardiaque. Le degré de significativit¢ des résultats a été évalué par une ANOVA

bifactorielle avec post-tests de Bonferroni.

L’injection de vecteur adénoviral cause généralement une hépatite transitoire qui est
résorbée au courant du premier mois suivant I’injection, ce qui correspond a 1’¢é1évation des
ALT de 2 a 3 fois le niveau normal dans les jours suivant I’injection d’AD-CTLA4-NP IV
et a la normalisation des niveaux des ALT observée apres 28 jours. Apres la clairance
adénovirale, un retour vers des niveaux plus physiologiques est observé et semble se
maintenir pour les mois subséquents. Une certaine tendance vers une augmentation
progressive des niveaux ALT et correspondant a la réponse auto-immune peut cependant
étre observée en moyenne a partir du 5° mois. Les niveaux d’ALT des souris traitées
(n=17-20) ne sont pas significativement différents de ceux des souris non traitées

(n =15-21) ou ayant recu un traitement controle (n = 12) (figure 6).
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Figure 6 Niveaux d’ALT des souris traitées ou non par vaccination ADN. Toutes les
souris recevaient le protocole d’immunisation pour I’HAI composé d’une injection IV
d’Ad-CTLA4-NP a JO. Le traitement consiste en 3 injections IM de pCMV-CTLA4-
NP/pVR-IL-12 et le traitement contrdle en 3 injections IM de pCMV-controle/pVR-IL-
12, selon le protocole. Le trait horizontal pointillé représente le niveau moyen normal
d’ALT chez les souris. J = jour, M = mois. p > 0,05 par ANOVA bifactorielle, post-test

de Bonferroni.

3.1.2 Influence sur la production d’autoanticorps

La présence d’autoanticorps est un des marqueurs biologiques menant au diagnostic
de 'HAI Leurs titres ont donc été évalués trimensuellement lors du premier mois puis
mensuellement jusqu’au sacrifice des souris (Figure 7). Le degré de significativité des

résultats a été évalué¢ par une ANOVA bifactorielle avec post-tests de Bonferroni.

Si les niveaux restent relativement faibles pour tous les groupes murins, on peut
cependant noter une évolution différente de ceux-ci chez les souris traitées (n = 17-22) par
rapport a leurs homologues non traitées (n = 4-23) ou ayant recu un traitement de contrdle
(n =12). Les autoanticorps des souris traitées semblent se développer plus lentement et ne
semblent rejoindre les niveaux de leurs homologues que vers le 2° mois, soit
immédiatement apres la fin des injections IM de pCMV-CTLA4-NP. Cette observation

n’est cependant pas statistiquement significative.
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Figure 7 Titres d’autoanticorps des souris avec ou sans traitement par vaccination
ADN. Les souris traitées ont une tendance non significative a développer des autoanticorps
plus tardivement que leurs homologues non traitées ou avec un traitement de controle.

J = jour, M = mois. p > 0,05 par ANOVA bifactorielle, post-test de Bonferroni.

I est a noter que toutes les souris ne développent pas nécessairement
d’autoanticorps. En effet, seules 39% (9/23) dans le groupe non traité, 55% (12/22) dans le
groupe traité et 67% (8/12) dans le groupe avec traitement controle ont développé des
autoanticorps anti-NP, et ce parfois de fagon transitoire et a de faibles titres. De plus, les
titres d’autoanticorps ne correlent pas avec les scores histologiques observés (données non

montrées).

Les anticorps IgG1 sont généralement produits lors d’une réponse Th2 alors que les
IgG2a le sont plutot lors d’une réponse Thl. Les isotypes des autoanticorps des souris
traitées et non traitées ont donc été analysés dans le but de pouvoir inférer sur 1’état de la
balance Th1/Th2 chez ces 2 groupes murins a 3 mois, soit au début de ’atteinte auto-
immune (Figure 8). Le degré de significativité des résultats a été évalué par des tests de
Mann-Whitney. Les souris traitées (n=7) possédent significativement moins d’IgG1 et
d’IgG2a que leurs homologues non traitées (n = 4) mais semblent avoir une tendance non

significative a avoir plus d’IgM (figure 8).
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Figure 8 Isotypes des autoanticorps des souris avec ou sans traitement a 3 mois. Les
souris traitées possedent significativement moins d’autoanticorps IgG1 et IgG2a que leurs
homologues non traitées 3 mois apreés I’injection d’Ad-CTLA4-NP. Tests de Mann-
Whitney : * p =0,0379 ** p =0,0023.

3.1.3 Variation des scores histologiques

Lors d’HAI, la sévérité de ’atteinte hépatique correle avec le degré d’infiltration
lymphocytaire observable dans des coupes histologiques. L’HAI montre classiquement des
infiltrations portales, périportales et intralobulaires, des manifestations qui peuvent étre
engendrées dans le modele TTR-NP par I’injection d’Ad-CTLA4-NP IV (Figure 9 et Figure
11).
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Figure 9 Manifestations histologiques dans le foie des souris avec et sans vaccination
ADN a 3 mois. Les coupes histologiques issues de souris traitées montrent en moyenne des
infiltrations lymphocytaires portales (ILP) (A) et intralobulaires (ILI) (B) de dimensions et
d’occurrences réduites comparées a leurs homologues non traitées (ILP :C, ILI:D).

Coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine, agrandissement a 100X.

Les souris traitées (n = 5) montrent des scores histologiques significativement plus
faibles que leurs homologues non traitées (n = 5) aprés 3 mois (Figure 9 et Figure 11). S’il
n’y a pas de différence significative entre ces scores au 8° mois, on peut cependant noter
que la médiane des souris traitées (n = 17) y est plus faible que celle de leurs homologues

non traitées (n = 9) (Figure 10 et Figure 11).
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Le groupe murin non traité possede 22% (2/9) de souris ayant un score histologique

nul a 8 mois : on peut cependant noter chez ces souris un développement d’autoanticorps et

des niveaux d’ALT plus élevés que la normale (résultats non montrés).

Figure 10 Histologies hépatiques médianes des souris avec et sans vaccination ADN a
8 mois. Les coupes histologiques du foie correspondant aux scores médians et issues de
souris traitées montrent généralement des ILP (A) ainsi que des ILI (B) de dimension

réduite comparé a leurs homologues non traitées (ILP:C, ILI:D). Coloration a

I’hématoxyline et a I’éosine, agrandissement a 100X.
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Figure 11 Scores histologiques hépatiques des souris avec ou sans vaccination ADN.
Les souris traitées par vaccination ADN ont des scores histologiques significativement plus

bas que leurs homologues non traitées a 3 mois. Tests de Mann-Whitney : * p = 0,0157.

3.4 Impact de la vaccination ADN sur la réponse immunitaire

3.4.1 Analyse des cytokines IL-2, IL-4, IL-10 et IFNy

L’HAI étant une maladie a prédominance Thl, une réponse Th2 est de ce fait
associée a une réponse plus tolérogénique. La production cytokinique des cellules CD4+ a
donc été analysée dans le but de voir si la vaccination ADN entrainait une modification de
la balance Th1/Th2. Pour ce faire, la capacité des cellules a produire de I’IFNy, associé a
une réponse Thl, ainsi que de I'IL-4, associée a une réponse Th2, a été analysée par
cytométrie en flux (Figure 12). Les capacités de production d’IL-2, activatrice non-
spécifique et d’IL-10, généralement suppressive, ont également été analysées. Le degré de

significativité des résultats a été évalué par des tests de Mann-Whitney.

Si les souris traitées (n = 3) ne montrent pas de différence significative au foie ou a
la rate dans leur capacité de production de ces 4 cytokines a 3 mois comparé aux souris
non-traitées (n = 3), une différence significative peut étre observée a 8 mois au foie, ou les
souris traitées (n = 5) ont une plus forte proportion de cellules CD4+ ayant produit ou étant
capable de les produire que leurs homologues non traitées (n = 5). Un phénomeéne similaire

est observé chez les cellules CD4+ spléniques (souris traitées : n = 6, non traitées : n =15),
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mais significatif seulement pour I’IL-2, I’'IL-4 et I’'I[FNy. Les souris n’ayant regu que du
pCMV-CTLA4-NP (n=8) montrent un nombre de cellules CD4+ hépatiques pouvant
produire de I’IFNy significativement moindre que les souris non traitées, ce qui indique que

la tendance similaire des souris traitées n’est pas attribuable au pVR-IL-12 (Figure 13).
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Figure 12 Production cytokinique des cellules CD4+ hépatiques et spléniques.
Proportion de cellules CD4+ produisant (A) de I’'IL-2, (B) de I'IL-4, (C) de I’IL-10 ou (D)
de I’'IFNy apres une stimulation a la PMA chez des souris avec ou sans vaccination ADN, a
3 et 8 mois selon leur organe d’origine. A 8 mois, les souris traitées ont une proportion
significativement plus élevée de cellules CD4+ positives pour la production des 4 cytokines
au foie et pour la production d’IL2, d’IL-4 et d’IFNy a la rate. Tests de Mann-Whitney :
*p <0,05**p<0,01.
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Figure 13 Proportion de cellules CD4+ hépatiques et spléniques produisant de I’IL-2,
de I’IL-4, de ’'IL-10 ou de ’IFNy aprés une stimulation a la PMA chez des souris non
traitées, traitées ou ayant recu un traitement sans pVR-IL-12, a 3 mois. Production
cytokinique des cellules isolées (A) du foie et (B) de la rate. Les souris ayant regu un
traitement constitué¢ uniquement de pCMV-CTLA4-NP sans pVR-IL-12 montrent une
différence significative seulement avec les souris non traitées pour la proportion de cellules
CD4+ hépatiques ayant la capacité de produire de I'IFNy. Tests de Kruskal-Wallis, post-

tests de comparaisons multiples de Dunn : * p < 0,05.

L’IL-10 ¢étant une des principales cytokines tolérogéniques, des analyses
supplémentaires ont été réalisées afin de mieux caractériser I’influence de la vaccination
ADN sur sa production par les cellules B, T non NKT, NKT, NK et T cytotoxiques (Figure

14). Le degré de significativité des résultats a été évalué par des tests de Mann-Whitney.

Les cellules B (CD19+, souris traitées : n = 4, non traitées : n=9), T non NKT
(CD3e+NKp46-, souris traitées : n =4, non traitées : n=15) et NKT (CD3e+NKp46+,
souris traitées : n =4, non traitées : n =5) hépatiques des souris traitées ont une capacité
significativement moindre a produire de I'IL-10 que celles de leurs homologues non
traitées. Aucune différence significative n’a pu étre observée chez les cellules spléniques ou
chez les cellules T cytotoxiques (CD8+) hépatiques (souris traitées: n =3, non

traitées : n = 9) ou spléniques (souris traitées : n = 3, non traitées : n = 8).
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Figure 14 Production d’IL-10 par des cellules B, T non NKT, NKT, T cytotoxiques et
NK hépatiques et spléniques a 8 mois. (A) Les cellules B (CD19+), (B) T non NK
(CD3e+NKp46-) et (C) NKT (CD3e+NKp46+) hépatiques des souris traitées ont une
capacité significativement moindre a produire de I’'IL-10 que leurs homologues non
traitées. Aucune différence significative n’a été trouvée entre les 2 groupes pour les cellules
(D) NK (CD3e-NKp46+) et (E)T cytotoxiques (CD8+). Tests de Mann-Whitney :
*p <0,05.
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L’IFNy étant une des cytokines pro-inflammatoires majeures, sa production par les
cellules T cytotoxiques CD8+ hépatiques et spléniques a été analysée a 8 mois (Figure 15).
Il semblerait que les cellules CD8+ hépatiques des souris traitées soient capables de
produire de I’IFNy dans une plus grande proportion que les cellules des souris non traitées.

Une tendance similaire mais non significative peut étre observée chez les cellules CD8+

spléniques.
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Figure 15 Capacité de production d’IFNy par les cellules CD8+ spléniques et
hépatiques a 8 mois. Les souris traitées montrent une proportion accrue de cellules CD8+

hépatiques ayant la capacité de produire de ’IFNy. Tests de Mann-Whitney, * p = 0,0357.

3.4.2 Analyse du niveau d’épuisement des cellules

Le récepteur inhibiteur PD-1 est exprimé de fagon croissante lors de la stimulation
cellulaire et est massivement exprimé par les cellules en état d’épuisement. Son expression
a la membrane cellulaire a donc été analysée afin d’inférer sur le niveau d’épuisement des

cellules CD8+ (Figure 17), CD4+ (Figure 16) et CD19+ (Figure 18) a 3 et 8 mois. Le degré
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de significativité des différences inter-résultats a dans tous les cas été évalué par des tests

de Mann-Whitney.

Relativement aux cellules CD8+ exprimant PD-1, leur proportion est
significativement plus élevée a la rate chez les souris traitées (n=5) que chez leurs
homologues non traitées (n = 8) a 3 mois et aucune différence significative n’est observable
au foie aprés ce temps. A 8 mois, les cellules CD8+ hépatiques des souris traitées (1 = 3)
expriment PD-1 dans une proportion significativement moindre que celles des souris non
traitées (n =7). Aucune différence significative en ce sens n’a pu étre observée pour les

cellules CD8+ spléniques.

A 3 mois, une proportion significativement moindre de cellules CD4+ hépatiques
expriment PD-1 chez les souris traitées (n = 5) que chez les souris non traitées (rn = 8) alors
que l’inverse est observable chez les cellules CD4+ spléniques. Aucune différence
significative n’est observable chez ces cellules a 8 mois (souris traitées: n =3, non

traitées : n=7).

Quant aux cellules CD19+ exprimant PD-1, leur proportion est significativement
moindre chez les cellules hépatiques des souris traitées (n =5) comparativement a celles
des souris non traitées (n = 5) a 3 mois, mais ce pourcentage reste faible dans les 2 groupes.
Les cellules CD19+ de la rate montrent quant a elles des niveaux passablement plus
dissociés, les cellules des souris traitées (n=15) exprimant dans une proportion

significativement plus élevée PD-1 que celles de leurs homologues non traitées (n = 5).
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Figure 16 Proportion de cellules CD8+ hépatiques et spléniques exprimant PD-1 chez
des souris avec ou sans vaccination ADN apres 3 et 8 mois. Les cellules CD8+
spléniques expriment PD-1 dans une plus forte proportion chez les souris traitées a 8 mois.
Les cellules CD8+ hépatiques expriment PD-1 dans une plus faible proportion chez les

souris traitées a 8 mois. Tests de Mann-Whitney : * p <0,0238 ** p <0,0016.
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Figure 17 Proportion de cellules CD4+ hépatiques et spléniques exprimant PD-1 chez
des souris avec ou sans vaccination ADN apres 3 et 8 mois. Les cellules CD4+
hépatiques des souris traitées expriment PD-1 dans une proportion moindre alors que les
cellules spléniques des souris traitées expriment PD-1 dans une proportion plus élevée a 3

mois. Aucune différence significative n’est observée chez les 2 groupes a 8 mois. Tests de

Mann-Whitney : ** p <0,005.
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Figure 18 Proportion de cellules CD19+ hépatiques et spléniques exprimant PD-1
chez des souris avec ou sans vaccination ADN apreés 3 mois. Apres 3 mois, les cellules
CDI19+ hépatiques des souris traitées expriment PD-1 dans une proportion
significativement moins ¢élevée que celles des souris non traitées alors qu’une proportion
inverse est observée chez les cellules CD19+ spléniques. Tests de Mann-Whitney :

% 1 = 0,0079.

3.4.3 Analyse des lymphocytes T régulateurs

Les cellules régulatrices exprimant le facteur de transcription FoxP3 étant des
effecteurs majeurs dans le maintien de la tolérance périphérique, I’effet de la vaccination
ADN sur les cellules CD4+CD25+FoxP3+ et CD8+FoxP3+ hépatiques et spléniques a été
analysé a 3 et a 8 mois. Le degré de significativité des résultats a été évalué par des tests de

Mann-Whitney.

Aucune différence significative n’a pu é&tre observée concernant les cellules
CD4+CD25+FoxP3+ hépatiques (souris traitées: n=5 a 3 mois, »=8 a 8 mois, non
traitées : =8 a 3 mois, n =7 a 8 mois) ou spléniques (souris traitées : n =10 a 3 mois,
n=4 a 8 mois, non traitées : n =12 a 3 mois, n="7 a 8 mois) (Figure 19). La donnée
hépatique d’une souris traitée a été exclue des résultats considérés, sa valeur étant a plus de

30 déviations standards de la moyenne des autres données.
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Figure 19 Proportion de cellules CD4+ hépatiques et spléniques exprimant CD25 et
FoxP3 a 3 et 8 mois chez des souris avec ou sans vaccination ADN. Aucune différence
significative n’a pu étre observée entre les groupes traités et non traités par vaccination

ADN, et ce autant a 3 mois qu’a 8 mois. Tests de Mann-Whitney : p > 0,05.

Une différence significative dans la proportion de cellules CD8+ hépatiques (souris
traitées : n =5, non traitées : n = 5) et spléniques (souris traitées : n = 4, non traitées : n = 5)
exprimant FoxP3 est observée a 3 mois, les souris traitées en ayant des proportions
moindres que les souris non traitées (Figure 20). A 8 mois cependant, les souris traitées
(n=28) ont une proportion de CD8+ hépatiques exprimant FoxP3 plus élevée que leurs
homologues non traitées (n = 5). Aucune différence significative n’a pu étre notée pour les

cellules spléniques CD8+ a 8 mois (souris traitées : n = 10, non traitées : n = 6).

Les données de 4 souris ont été exclues, celles-ci étant a plus de 10 déviations
standards de la moyenne des autres échantillons. Ces données extrémes sont présentes au
foie et a la rate, indépendamment de la présence de vaccination ADN et ne corrélent pas

nécessairement avec des marqueurs biologiques moindres de I’atteinte hépatique chronique.
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Figure 20 Proportion de cellules CD8+ hépatiques et spléniques exprimant FoxP3 a 3
et 8 mois chez des souris avec ou sans vaccination ADN. Les souris traitées ont une
proportion significativement plus faible de cellules CD8+ exprimant FoxP3 a 3 mois que
leurs homologues non traitées. A 8 mois, les souris traitées ont une proportion de cellules
CD8+ exprimant FoxP3 significativement plus élevée au foie et similaire a la rate lorsque
comparées a leurs homologues non traitées. Tests de Mann-Whitney : * p = 0,0159, ** p =

0,0079.
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Chapitre 4 : Discussion

Tel que mentionné précédemment, I’HAI est une maladie dont la pathogenese
échappe encore a notre compréhension et qui est actuellement traitée a I’aide de thérapies
non spécifiques basées sur une immunosuppression générale. En plus de mettre les patients
a risque d’infections opportunistes, ces thérapies ont un lourd cofit en effets secondaires qui
peuvent avoir des répercussions physiques et psychologiques sur les patients, et de ce fait
diminuer I’adhérence au traitement de ces derniers. Un des buts a long terme poursuivis par
les expérimentations menées pour ce mémoire était de trouver des alternatives aux

traitements conventionnels plus ciblées et entrainant moins d’effets secondaires.

Pour ce faire, une meilleure compréhension des mécanismes de tolérance prévenant
le développement de la maladie se devait d’étre au préalable acquise. L’HAI est une
maladie a prédominance Thl et la vaccination ADN s’est avérée tolérogénique dans
d’autres modeles correspondant a ce type d’atteinte auto-immune. Un des buts a court et a
moyen termes des expérimentations de ce mémoire était de voir dans un premier temps si la
vaccination ADN (constituée de 3 injections IM a 2 semaines d’intervalle chacune de
100 pg de pPCMV-CTLA4-NP et de 100 ug de pVR-IL-12 et commengant 2 semaines apres
I’injection IV d’Ad-CTLA4-NP) avait un effet protecteur sur le développement d’une
atteinte hépatique auto-immune chronique dans un modéle murin d’HAI développé au
laboratoire, la souris TTR-NP. Dans un deuxiéme temps, le but était d’¢lucider les
mécanismes menant a cette tolérogénicité, le cas échéant. L hypothése ¢était que la
vaccination ADN allait avoir un effet protecteur contre le développement d’une HAI soit
par une déviation de la réponse immunitaire d’un profil Thl vers un profil Th2, soit par un
épuisement des cellules immunitaires, soit par 1’activation et par I’induction de Ia

production de cellules T régulatrices, ou encore par plusieurs de ces mécanismes.

4.1 Impact de Pinjection d’AdA4-NP IV a JO sur le

développement d’HAI en modéle murin

Dans le mod¢le murin TTR-NP, la vaccination IV initiale d’Ad-CTLA4-NP induit

une réponse immunitaire menant a une atteinte hépatique qui se solde par la présence d’une
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HALI établie aprés le 8° mois (C. Piché, résultats non publiés). Dans un premier temps, le
vecteur adénoviral provoque chez les souris une hépatite initiale qui est résorbée dans les 4
semaines suivant 1’injection et qui se traduit par une élévation des ALT d’au minimum
environ 2 fois la normale de 30 U/l (Figure 6). La clairance du vecteur adénoviral
correspond a un retour vers des niveaux plus normaux d’ALT chez toutes les souris au 2°
mois. La présence de vecteur adénoviral a été testée par des réactions de polymérase en
chaine sur des homogénats de foies, qui ont montré des résultats similaires chez les souris

traitées et non traitées et ce, a tous les temps de sacrifices (résultats non montrés).

La production de NP dans le modéle TTR-NP est sous contréle du promoteur de la
transthyrétine, ce qui lui assure une expression uniquement hépatocytaire: il y a par
conséquent absence de délétion thymique des clones autoréactifs pour cet autoantigéne. Le
modele TTR-NP ne développant pas d’atteinte hépatique auto-immune spontanée, la
tolérance périphérique et le milieu tolérogénique engendré par le foie suffisent
probablement & garder ces clones en état d’ignorance ou d’anergie. L’injection de vecteur
adénoviral provoque la présentation de la NP dans un contexte pro-inflammatoire qui
permet de briser la tolérance hépatique et d’initier une réponse immunitaire contre
I’autoantigéne. Cette réponse entraine une atteinte hépatique graduelle qui se solde par une
HALI établie au 8° mois et qui peut étre confirmée par la présence de marqueurs biologiques
de la maladie tels qu’une élévation des ALT sériques (Figure 6), une présence
d’autoanticorps (Figure 7) et des infiltrations lymphocytaires portales, périportales et
intralobulaires (Figure 9) au foie. Bien que ’HAI soit une maladie a prédominance Thl et
que ce profil soit reflété par une présence plus importante d’anticorps IgG2a qu’lgGl,
aucune différence significative entre les DO de ces 2 isotypes n’était encore observable par
ELISA 3 mois apres 'injection IV d’Ad-CTLA4-NP (Figure 8). Cette observation pourrait
cependant étre attribuée a la méthodologie employée : si elle permet une comparaison
d’échantillons de mémes isotypes entre eux, la comparaison inter-isotypes est
potentiellement plus hasardeuse. Le degré d’affinité des anticorps primaires utilisés pour
leur détection n’étant potentiellement pas le méme, il se pourrait par conséquent que des
quantités égales d’IgG1 et d’IgG2a n’entrainent pas forcément les mémes DO. De plus,

Iatteinte auto-immune n’est encore qu’a ses balbutiements au 3° mois, ce qui pourrait
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expliquer qu’on ne retrouve pas encore de prédominance d’IgG2a sériques. Une autre
explication serait que le profil Th1 de la maladie ait plutdt induit la production d’I1gG3, qui
ne figuraient pas parmi les isotypes testés. Cette hypothése est cependant peu probable
puisque les IgG3 se retrouvent généralement en concentrations plasmatiques plus faibles

que les IgG2*.

L’analyse des scores histologiques a 8 mois montre que l’injection IV d’Ad-
CTLA4-NP arrive a induire une atteinte hépatique (score non nul) chez 78% (7/9) des
souris. Les souris ayant un score histologique nul ne démontrent cependant pas
nécessairement une absence d’autoanticorps ou des niveaux d’ALT sériques pres de la
normale : le vecteur adénoviral a donc bel et bien eu un impact immunologique chez ces
souris, mais soit ce dernier n’a pas été suffisant pour briser la tolérance hépatique a long
terme, soit la coupe histologique n’a pas ¢été effectuée dans une région hépatique inflammeée

bien que de I’inflammation soit présente ailleurs au foie.

4.1.1 La vaccination ADN n’influence ni la production d’autoanticorps, ni

les niveaux d’ALT sériques

La vaccination ADN, tout comme une vaccination ADN controle (avec du
pCMV-contrdle et du pVR-IL-12), ne semble pas avoir d’impact significatif (test
statistique : ANOVA bifactorielle, post-test de Bonferroni) sur les niveaux d’ALT sériques
des souris comparativement aux résultats des souris non traitées et ce, de I’injection IV
d’Ad-CTLA4-NP au sacrifice des souris (Figure 6). Il faut cependant noter que si une
légére augmentation des ALT est perceptible chez tous les groupes a partir du 5° mois,
celle-ci demeure encore limitée au 8° mois, avec une moyenne légérement en deca de 2 fois

le niveau normal.

Tous les groupes murins testés ont développé des autoanticorps et aucune différence
significative (test statistique : ANOVA bifactorielle, post-test de Bonferroni) concernant la
production d’autoanticorps n’a pu €tre observée entre les groupes murins non traités, traités
ou ayant recu un traitement controle du JO au sacrifice des souris (Figure 7). Les titres
moyens restent relativement faibles chez tous les groupes et certaines souris ne développent

jamais d’autoanticorps. Il ne s’agit cependant pas de faux positifs, la présence
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d’autoanticorps ayant été confirmée chez plusieurs souris ayant de faibles titres par
immunobuvardage (résultats non montrés). On peut noter une certaine tendance chez les
souris traitées a développer leurs autoanticorps plus tardivement que leurs homologues,
bien que cela ne soit pas significatif. On dénote également une tendance vers une
production accrue d’autoanticorps durant le premier mois chez les souris avec traitement
contrdle, qui ne pourrait s’expliquer que par un effet de I’IL-12 une fois le processus auto-
immun enclenché puisque le groupe de souris non traitées semblent démontrer un taux
légérement moindre d’autoanticorps durant cette méme période; il ne s’agit cependant pas

d’une comparaison atteignant le seuil de significativité.

Les souris traitées ont significativement moins d’IgG1 et d’IgG2a a 3 mois que leurs
homologues non traitées (test de Mann-Whitney) (Figure 8). Cependant, paradoxalement,
les souris traitées et non traitées ont des titres d’autoanticorps similaires. Deux options
pourraient expliquer cette dichotomie : soit les souris traitées possedent d’autres isotypes en
plus grand nombre que les souris non traitées pour contrer I’avantage de ces dernieres au
niveau des IgG1 et IgG2a, soit chez les deux groupes on retrouve des isotypes autres que
IgG1 et IgG2a en fort plus grand nombre, et les différences vues ici entre IgG1 et IgG2a
sont certes significatives lorsque ces isotypes sont comparés entre eux, mais sans
importance comparé a la proportion qu’ils occupent par rapport aux autoanticorps totaux.
En I’absence de courbes de titration permettant d’associer une DO a une quantité pour
chaque isotype, il est quelque peu difficile de se prononcer sur la question. Bien que de
facon non significative, la figure 8 montre une tendance chez les souris traitées a posséder
plus d’IgM, ce qui serait compatible avec la premiére hypothése. Les IgM peuvent étre
induites par les cellules Thl, ce qui tendrait également a corroborer le ratio IgG2a/IgG1
observé. De plus, les cellules B spléniques des souris traitées expriment fortement le
récepteur inhibiteur PD-1 (voir analyse en 4.2.3), ce qui pourrait expliquer I’absence de

commutation de classe vers les IgG plus spécifiques®™.
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4.1.2 La vaccination ADN induit une protection temporaire contre le

développement d’une HAI

D0 au nombre limité de souris disponibles et au fait qu’aucune protection ne
semblait étre conférée a 8 mois par I’IL-12 (résultats non montrés, scores histologiques non
significativement différents de ceux des souris traitées et non traitées par tests de Kruskal-
Wallis et post-tests de Dunn), les injections de traitement contrdle ont été stoppées afin de
concentrer les ressources sur les souris traitées et non traitées. Les souris traitées montrent
des scores histologiques significativement (tests de Mann-Whitney) plus faibles que leurs
homologues non traitées a 3 mois, alors qu’aucune différence significative n’est observable
a 8 mois, et ce malgré une médiane plus faible d’au moins 1 niveau de score (Figure 11).
Deux hypothéses pourraient expliquer ces observations: la vaccination ADN pourrait
n’induire qu’une tolérance totale mais transitoire, c’est-a-dire limitée a la durée de
I’expression du vecteur au niveau des myocytes, ou elle pourrait ¢galement induire une
tolérance partielle, mais incapable d’endiguer la réaction auto-immune, qui se développerait
alors plus lentement que la réaction des souris non traitées. Une possibilité pour vérifier ces
hypotheses serait de tester des groupes murins avec des vaccinations ADN répétées dans le
temps et non limitées a 3 afin de voir si les souris développeraient tout de méme des HAI a
8 mois : si tel est le cas, alors la tolérance conférée par la vaccination ADN n’est que
partielle alors que si tel n’est pas le cas, la tolérance qu’elle confére est totale tant que

durent les injections.

4.2 Impact de la vaccination ADN sur la réponse immunitaire

Le volet précédent a permis d’établir que la vaccination induisait une certaine
protection contre le développement d’HAI, mais ne permettait pas d’élucider le mécanisme
sous-tendant cette tolérogénicité. Basées sur des observations relatives au traitement
d’autres maladies auto-immunes, les hypothéses de départ étaient que la protection conférée
par la vaccination ADN pourrait se faire via une déviation de la réponse immune Thl vers
une réponse Th2, via un épuisement des cellules immunitaires et/ou via ’activation et

I’induction de la prolifération de cellules T régulatrices.
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4.2.1 La vaccination ADN influence la capacité de production d’IL-2,

d’IL-4, d’TL-10 et d’TFNy des cellules CD4+

I1 peut sembler de prime abord surprenant de constater qu’outre pour la production
d’IL-10 par les cellules CD4+ spléniques, la vaccination ADN montre des proportions plus
¢levées de cellules ayant la capacité de produire de I’'IL-2, de I’'IL-4, de I’'IL-10 et/ou de
I’IFNy a 8 mois (Figure 12). Cependant, cette observation pourrait s’expliquer par le
mécanisme d’action de la PMA, qui stimule non pas la synthese de ce que la cellule produit
normalement en situation physiologique, mais bien la synthése de tout ce que la cellule a la
capacité de produire®®’. Par conséquent il se pourrait, par exemple, que les cellules
positives pour la production d’IFNy soient plutot des cellules tolérogéniques en situation
physiologique en ne produisant plus d’IFNy, mais plutot de I’'IL-10. Il demeure cependant
¢vident que la vaccination ADN influence la production de cytokines par les cellules
CD4+, et que cette influence perdure méme aprés 8 mois. Il serait par conséquent
intéressant dans des expériences ultérieures d’évaluer la production de cytokines en
situations plus physiologiques, par exemple a 1’aide de tests ELISpot ou par stimulation des

cellules a I’aide de tétrameres d’épitopes de NP.

Il est également surprenant de constater qu’aucune différence significative n’est
observée dans la production des cytokines par les cellules CD4+ a 3 mois. Cependant, il
convient de mentionner que les cellules CD4+ hépatiques montrent une tendance a étre
capable de produire de I'IFNy dans une proportion moindre chez les souris traitées.
Puisque I’IFNy est une cytokine pro-inflammatoire, ceci pourrait étre un des mécanismes
sous-tendant 1’effet protecteur de la vaccination ADN observé a 3 mois. Il semblerait
¢également que cet effet soit spécifique aux injections de pCMV-CTLA4-NP puisqu’il est
observable en présence ou en absence de pVR-IL-12 (Figure 13). Le pVR-IL-12 aurait en
fait tendance a contrecarrer cet effet du pCMV-CTLA4-NP puisque la diminution observée
dans la proportion de cellules CD4+ pouvant produire de I’IFNy n’est significative qu’en

son absence.
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4.2.2 La vaccination ADN influence négativement la capacité des cellules
B, T non NKT et NKT hépatiques a produire de ’'TL-10 et positivement la

capacité des cellules CD8+ a produire de P’IFNy a 8 mois

L’IL-10 étant une cytokine majeure dans 1’induction de tolérance, sa capacité de
production a également été évaluée a 8 mois dans d’autres cellules que les CD4+,
plus précisément dans les cellules B (CD19+), T non NKT (CD3e+NKp46-), NKT
(CD3e+NKp46+), NK (CD3e-NKp46+) et T cytotoxiques (CD8+) (Figure 14). Les seules
cellules hépatiques des souris traitées n’ayant pas une capacité moindre de production
d’IL-10 parmi celles observées sont les cellules CD8+. La réponse splénique n’est pas
significativement différente entre les 2 groupes mais semble suivre la méme tendance. Les
réactions pro-inflammatoires sont généralement suivies de production d’IL-10 dans le but
de contracter la réponse et d’éviter des effets délétéres par une activation prolongée du
systéme immunitaire®. Il est connu que 1’IL-10 inhibe la réponse mémoire et effectrice des
cellules CD4+°*%, Les CD4+ des souris non traitées ayant une capacité moindre de
production d’IL-10 que celles des souris traitées, il pourrait s’agir ici d’une réaction induite

par la vaccination et visant a contracter la réponse des cellules CD4+.

La littérature fait état de cellules CD8+ productrices d’IL-10 qui exerceraient une
activité tolérogénique en diminuant notamment la capacité des CD8+ cytotoxiques a
produire de P'TFNy*>*3**. On note chez les cellules CD8+ hépatiques des souris traitées une
tendance vers une plus grande capacité de production d’IL-10, mais également une plus
grande capacité de production d’IFNy (Figure 15). La vaccination ADN pourrait donc soit
provoquer une augmentation de ces 2 populations de fagon distincte, soit promouvoir la
production d’IL-10 par des cellules ayant déja eu la capacité de produire de I’'IFNy. Un
effet sur 2 populations distinctes impliquerait potentiellement une augmentation directe de
I’une des populations qui serait indirectement compensée par 1’augmentation de la seconde.
Il serait intéressant de faire des essais de production de cytokines en situation plus
physiologique afin de voir quelles cytokines sont naturellement produites par ces cellules

CD8+.
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4.2.3 La vaccination ADN influence ’expression de PD-1 par les cellules

CD4+, CD8+ et CD19+

L’expression graduelle du récepteur inhibiteur PD-1 par les cellules survient lors de
I’activation et permet une contraction de la réponse immunitaire en induisant un état
hyporesponsif d’épuisement chez les cellules 1’exprimant fortement. Les cellules CD4+
spléniques des souris traitées expriment fortement PD-1 (Figure 17), ce qui pourrait
contribuer a I’effet protecteur de la vaccination ADN a 3 mois en diminuant 1’aide apportée
aux autres cellules immunitaires. Une plus grande proportion de cellules CD4+ hépatiques
exprime PD-1a 3 mois : il pourrait ici s’agir des cellules infiltrantes observées sur les
coupes histologiques et stimulées en permanence. Il est important de se rappeler que
I’expression de PD-1 est graduelle et que par conséquent, il est impossible de savoir si son
expression est suffisante pour entrainer un état d’épuisement cellulaire. Malheureusement,
les résultats des tests de cytotoxicité et de prolifération cellulaire utilisés se sont avérés
incapables de générer des données pouvant nous renseigner sur 1’état d’épuisement des
cellules (résultats non montrés). Il serait €¢galement intéressant de voir si les cellules CD4+

exprimant PD-1 ont un profil Th1 ou un profil Th2.

Une observation similaire peut étre faite chez les cellules CD8+ spléniques des
souris traitées a 3 mois, mais non chez les cellules hépatiques (Figure 16), ce qui semble
logique puisque les cellules infiltrantes lors d’HAI sont majoritairement des cellules CD4+.
On peut cependant noter une expression plus importante de PD-1 a la surface des CD8+
hépatiques des souris non traitées a 8 mois, ce qui laisse présager une stimulation constante
de ces cellules et pourrait laisser penser que malgré des scores histologiques similaires, les
foies des souris non traitées seraient dans une situation moins tolérogénique que ceux des

souris traitées.

Quant aux cellules CD19+, elles expriment PD-1 dans une proportion moindre
chez les souris traitées a 3 mois au foie (Figure 18). Cependant, bien que la différence soit
significative avec les cellules de leurs homologues, 1’expression de PD-1 reste
extrémement faible chez les 2 groupes. Le tableau est tout autre a la rate cependant, ou les

cellules CD19+ des souris traitées expriment dans une plus grande proportion PD-1. Si les
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cellules T spléniques expriment PD-1 de par une stimulation autoantigénique constante
induite par la vaccination ADN, il est logique de supposer que les cellules B soient
soumises au méme type de stimulation et que, par conséquent, elles aient une expression

similaire de PD-1.

4.2.4 La vaccination ADN n’a pas d’impact significatif sur les cellules
CD4+CD25+FoxP3+ mais a un impact sur la proportion de cellules CD8+

exprimant FoxP3

Le facteur de transcription FoxP3 est connu pour étre a 1’origine de lignées CD4+ et
CDS8+ tolérogéniques. Si aucune différence significative n’est observable entre les cellules
CD4+CD25+ exprimant FoxP3 des souris traitées et non traitées (Figure 19), on peut
cependant observer une proportion plus faible de cellules CD8+ exprimant FoxP3 dans le
foie et la rate des souris traitées a 3 mois (Figure 20). Cette différence pourrait tre
attribuable a un état plus tolérogénique chez les souris traitées, et ne nécessitant de ce fait
pas de régulation par les CD8+FoxP3+. L hypothése d’une induction de cellules FoxP3+
tolérogéniques semble donc infirmée pour expliquer la protection induite par la vaccination

ADN a 3 mois.
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Chapitre 5 : Conclusion et perspectives

La vaccination ADN induit une protection transitoire présente a 3 mois mais absente a 8
mois contre le développement d’HAI en modele murin TTR-NP. Cette protection n’est
médiée ni par des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+FoxP3+, ni par des lymphocytes
T CD8+FoxP3+. Un épuisement des cellules spléniques CD4+, CD8+ et CD19+ exprimant
PD-1 pourrait étre a 1’origine de la protection observée. La vaccination ADN entraine une
hausse de la proportion de cellules CD4+ spléniques et hépatiques pouvant produire de
I’IL-2, de I’'IL-4, de I’IL-10 et de I’'ITFNy a 8 mois, mais seule la production d’IFNy par les
cellules CD4+ semble négativement affectée a 3 mois et pourrait par conséquent étre a
I’origine de la protection observée. Cette diminution dans la production d’IFNy par les
cellules CD4+ est spécifique a I’injection de pCMV-CTLA4-NP, soit au plasmide codant

pour I’autoantigene.

Il serait intéressant dans des expériences ultéricures de caractériser la production d’IL-10 a
3 mois afin de confirmer ou d’infirmer son implication dans la tolérance induite par la
vaccination ADN. De plus, des expériences permettant d’évaluer la production réelle, et
non celle possible, d’IL-10 par les différentes cellules seraient nécessaires afin d’inférer
relativement a un effet potentiel de la vaccination ADN sur la production de cette cytokine

anti-inflammatoire.
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