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Résumé 

L’hépatite autoimmune (HAI) est une maladie grave affectant le foie et présentant 

un haut taux de mortalité lorsque non traitée. Les traitements disponibles sont efficaces, 

mais de graves effets secondaires leur sont associés. Ces effets secondaires sont 

généralement le résultat d'une forte immunosuppression et d’autres sont spécifiques à 

chaque médicament. Aucune immunothérapie spécifique n’est présentement disponible 

pour le traitement de l’HAI. Récemment, un modèle murin d’HAI a été développé dans 

notre laboratoire par xénoimmunisation des souris C57BL/6 avec les antigènes humains de 

l'HAI de type 2. Ce modèle présente la plupart des caractéristiques biochimiques et 

cliniques retrouvées chez les patients atteints d'HAI de type 2. Dans cette étude, nous avons 

évaluée l’efficacité de deux types de traitement pour l’HAI de type 2 à l’aide de notre 

modèle murin.  Dans un premier temps, l’anticorps anti-CD3ε a été étudié en prophylaxie et 

en traitement. Nous avons montré qu’une posologie de 5µg d’anti-CD3 i.v. par jour 

pendant 5 jours consécutifs induit une rémission chez les souris avec HAI de type 2 établie 

(traitement). Cette rémission est caractérisée par une normalisation des niveaux d’alanine 

aminotransférase et une diminution significative de l’inflammation hépatique. Cette 

rémission semble être associée à une déplétion partielle et transitoire des lymphocytes T 

CD3+ dans la périphérie et une augmentation des lymphocytes T régulateurs CD4+, CD25+ 

et Foxp3+ dans le foie. La même posologie lorsqu’elle est appliquée en prophylaxie n’a pas 

réussi à prévenir l’apparition de l’HAI de type 2.  La deuxième voie de traitement consiste 

en l’administration par voie intranasale d’un forte dose de formiminotransférase 

cyclodésaminase murin (mFTCD), un autoantigène reconnu dans l’HAI de type 2.  Une 

administration en prophylaxie par voie intranasale de 100µg de mFTCD par jour durant 3 

jours consécutifs arrive à prévenir l’HAI de type 2 en  diminuant l’inflammation hépatique 

au bout de deux semaines post-traitement.  

 Mots-clés : Hépatite autoimmune de type 2, Anti-CD3, Tolérance intranasale, lymphocyte 

T régulateur, forminotransférase cyclodésaminase (mFTCD) 
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Abstract 

Autoimmune hepatitis (AIH) is a severe liver disease with high mortality rates if left 

untreated. Current treatments, while effective, are associated with deleterious side-effects. 

These side effects are specific to each drug and the result of broad immunosuppression. 

Recently, a murine model of type 2 AIH has been created in our laboratory in wild-type 

naïve mice. In this model, DNA immunization with type 2 AIH human autoantigens breaks 

immune tolerance and induces an autoimmune response against the liver. Lately, new 

therapeutic strategies based on depletion of specific immune cell populations have been 

proposed for the treatment of several diseases, including autoimmune diseases. Currently, 

no immunotherapies using biological agents are available for the treatment of autoimmune 

liver diseases. Therefore, the goal of this project is to study the efficacy of new 

immunotherapeutic agents for the treatment of type 2 AIH in an experimental model. We 

evaluated the effectiveness of two approaches for treating type 2 AIH. First, we tested the 

anti-CD3ε antibody in prophylaxis and in treatment of type 2 AIH. We showed that a 

dosage of 5µg i.v. of anti-CD3ε antibody per day for 5 consecutive days induced remission 

in mice with established type 2 AIH. This remission was defined as a normalization of 

serum alanine aminostransferase levels and a significant decrease of liver inflammation in 

treated mice. This remission seems to be associated with a transitory depletion of CD3+ T 

lymphocytes in peripheral blood mononuclear cells and increased CD4+CD25+Foxp3+ 

regulatory T lymphocytes in the liver. But when this dosage was applied in prophylaxis, it 

could not prevent the induction of type 2 AIH. The second approach was to induce 

tolerance by nasal administration of murin formiminotransferase cyclodeaminase 

(mFTCD), an autoantigen of type 2 AIH. We showed that nasal administration of 100µg of 

mFTCD for 3 consecutive days prevented development of type 2 AIH in prophylaxis by 

reducing liver inflammation. 

Keywords : Type 2 autoimmune hepatitis, Anti-CD3 antibody, nasal tolerance, 

forminotransferase cyclodeaminase, regulatory T lymphocyte 
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1 Système immunitaire 

Le corps humain a acquis au cours de l’évolution un système pour contrer l’invasion 

des organismes pathogènes présents dans l’environnement : le système immunitaire. Ce 

dernier a co-évolué avec les microorganismes et a bâti des mécanismes de défense et de 

reconnaissance de soi afin de protéger l’organisme. Parmi ces systèmes, nous notons 

l’immunité innée et l’immunité adaptative. Ensemble, ces deux systèmes assurent plusieurs 

rôles primordiaux qui sont: la reconnaissance immunologique, l’éradication de l’infection 

et la mémoire immunologique.  

1.1.1 L’immunité innée 

L’immunité innée est la première ligne de défense envers les microorganismes 

invasifs en assurant une réponse rapide et non spécifique. Elle occupe donc un rôle crucial 

dans la reconnaissance immunologique. Lorsque les barrières physiques (le mucus, la peau 

et son pH) sont brisées par les pathogènes, les macrophages sont les premières cellules à se 

rendre au site d’infection. Ils détruisent l’agent infectieux par phagocytose et sécrètent 

divers cytokines pro-inflammatoires et des chemokines (molécules chemoattractants). Ces 

molécules sont capables d’activer et de recruter d’autres éléments au site d’infection. Parmi 

ces éléments, nous retrouvons le système du complément, les lymphocytes «Natural killer» 

(NK), les lymphocytes T et B et la grande famille des granulocytes comprenant les 

neutrophiles, éosinophiles et les basophiles.  

Si l’envahisseur est viral, les NK sont en charge d’éliminer les cellules infectées. Ils 

reconnaissent l’expression altérée du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 

(CMH1) à la surface des cellules infectées et procèdent à leur élimination par la relâche de 

granules cytotoxiques: granzymes et perforines. Les NK possèdent à leur surface des 

récepteurs qui ont des rôles d’activateurs ou d’inhibiteurs. L’activation des NK dépend de 

l’équilibre entre ces deux types de récepteurs. Lorsqu’une cellule est infectée, elle aura une 

diminution de l’expression du CMH1 à sa surface. Ceci créera un déséquilibre lors de 
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l’interaction induisant l’activation des NK menant ainsi à la destruction de la cellule 

infectée.  

Le système du complément est un regroupement d’un ensemble de protéines 

plasmatiques. Ces protéines peuvent être activées localement lors d’une inflammation et 

interagissent ensemble afin d’aider à l’élimination des pathogènes au site d’infection. Le 

système du complément remplit trois rôles: 1) il facilite la phagocytose par opsonisation 

des microorganismes, 2) il aide au recrutement des cellules immunitaires via certains 

composants qui ont des propriétés chemoattractants, et 3) il est  capable d’induire la  lyse 

cellulaire par la formation de pores sur la membrane plasmique. 

Dans un contexte inflammatoire, les différents types de granulocytes tels que les 

neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles remplissent chacun des rôles spécifiques. 

Les neutrophiles phagocytent des bactéries et des cellules apoptotiques, tandis les 

basophiles libèrent de l’histamine par dégranulation et induisent une inflammation locale.  

La reconnaissance immunologique par les cellules de l’immunité innée se fait à 

l’aide de patrons structuraux et répétitifs retrouvés sur les microorganismes. Ces patrons se 

nomment «pathogen-associated moleular patterns» (PAMPs) et sont reconnus par les 

«patterns recognition receptors» (PRRs). Les «Toll-like receptors» (TLR) sont des bons 

exemples de PRRs. Ces récepteurs sont présents à la surface des cellules et dans les 

endosomes. Ils sont responsables de la reconnaissance de certaines structures bactériennes 

et virales telles que les lipopolysaccharides ou LPS (TLR4), les flagellines (TLR5), ARN 

double brin (TLR3) et simple brin (TLR7). L’activation des TLR induit la sécrétion de 

diverses cytokines et chemokines. En résumé, l’immunité innée est un mécanisme de 

défense rapide et non spécifique servant à éliminer les pathogènes avant que ces derniers ne 

s’établissent.  
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1.1.2 L’immunité adaptative 

Comparativement au système inné, l’immunité adaptative monte une réponse 

spécifique via la présentation d’antigène par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et 

l’activation des lymphocytes T et B.  

Les CPA, composées principalement des cellules dendritiques (DC), sont la clé de 

la liaison entre l’immunité innée et adaptative. Ces cellules phagocytent et présentent les 

antigènes en association avec CMH aux lymphocytes T. L’interaction entre le complexe 

CMH/peptide et  le récepteur T (TCR) des CPA et des lymphocytes T CD4+ induit 

l’activation de ces derniers.  

Selon l’origine de l’infection, une réponse à médiation cellulaire (Th1) ou une 

réponse plutôt humorale (Th2) peut être induite. Une réponse Th1 implique l’activation des 

lymphocytes T CD8+ et la sécrétion des cytokines interleukine-2 (IL-2), interféron-γ (IFN-

γ) et « tumor necrosis factor-alpha » (TNFα). Cette réponse permet d’éliminer une 

infection intracellulaire en tuant les cellules infectées par cytotoxicité. Dans le cas d’une 

invasion extracellulaire comme certaines bactéries ou parasites, une réponse humorale ou 

Th2 est induite. Dans cette circonstance,  les lymphocytes T CD4+ activés secrètent de 

l’IL-10, IL-4, IL-5 et IL-13 pour activer les lymphocytes B qui vont se différencier en 

plasmocytes sécrétoires d’anticorps spécifiques aux microorganismes ciblés. En 

conséquence, le balance entre la réponse Th1/Th2 est influencée par le type d’organisme à 

combattre.  

De plus, l’immunité adaptative est responsable de maintenir une mémoire 

immunologique. Cette mémoire est composée de lymphocytes T CD4+, CD8+ et de 

lymphocytes B capables d’être réactivés et de monter une réponse  rapide lors d’infections 

subséquentes par un même pathogène. 
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1.2 Tolérance (discrimination entre le soi et le non-soi) 

Pour assurer la défense contre les microorganismes, les lymphocytes T de 

l’immunité adaptative doivent créer une grande diversité de récepteurs T  par un 

phénomène appelé recombinaison somatique. Ce phénomène engendre un répertoire 

d’approximativement 25 millions de TCR avec différentes spécificités1. De plus, ces 

récepteurs possèdent une plasticité qui leur permet une certaine flexibilité lors de la 

reconnaissance des pathogènes, augmentant encore plus leur diversité.  Toutefois, le côté 

néfaste d’avoir ce potentiel de reconnaître un aussi grand nombre d’antigènes est 

l’existence d’une population de lymphocytes autoréactifs. Ces cellules sont aptes à 

reconnaître les antigènes du soi et induisent des maladies autoimmunes. Pour éviter ce 

problème, des mécanismes de tolérance sont mis en place afin d’éliminer ou de contrôler 

ces cellules autoréactives. L’ensemble de ces processus est classé en tolérance centrale et 

périphérique. 

1.2.1 Tolérance centrale  

La tolérance centrale se produit lors de la maturation des lymphocytes T dans le 

thymus. Les lymphocytes T naïfs subissent une sélection positive dans laquelle ils seront 

éliminés si leur TCR ne reconnaît pas le CMH. Par la suite, la sélection négative procède à 

l’élimination de tous les lymphocytes  réagissant trop fortement avec des antigènes du soi. 

Ces antigènes sont présentés par les cellules dendritiques ou par les cellules épithéliales 

exprimant le facteur de transcription AIRE (autoimmune regulator)2. AIRE est un gène 

primordial dans la tolérance envers le soi : sa mutation ou délétion cause une maladie 

autoimmune généralisée affectant plusieurs organes appelée polyendocrinopathie 

autoimmune de type 1 (APECED)3. Ces deux mécanismes de la tolérance centrale sont 

capables d’éliminer à eux seuls la plupart des lymphocytes non conformes ou autoréactifs.  
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1.2.2 Tolérance périphérique 

La tolérance centrale ne peut être trop  stringente car elle aurait comme effet de 

réduire grandement le répertoire de reconnaissance des lymphocytes T. En conséquence, 

des lymphocytes T potentiellement autoréactifs sont relâchés dans la circulation, malgré la 

sélection positive et négative. Ces lymphocytes T reconnaissent non seulement les 

pathogènes, mais aussi des autoantigènes par une réaction croisée. Afin de contrôler ces 

lymphocytes potentiellement autoréactifs, un autre système existe dans la périphérie: la 

tolérance périphérique. Ce système regroupe un ensemble de facteurs intrinsèques et 

extrinsèques qui agissent soit directement sur les lymphocytes ou fait intervenir un autre 

type de cellule régulatrice.  

1.2.2.1 Facteurs intrinsèques  

Parmi les facteurs intrinsèques nous retrouvons l’ignorance et l’anergie. La plus 

simple façon de prévenir l’activation des lymphocytes T autoréactifs est d’éviter l’accès à 

leur autoantigène. Ces derniers peuvent être séquestrés comme des composants 

intracellulaires ou présents dans des sites difficilement accessibles pour le système 

immunitaire tel que le système nerveux central. De plus, la quantité d’autoantigène 

disponible peut ne pas être suffisante pour atteindre le seuil d’activation des lymphocytes 

T4.  

Lors de l’interaction entre le complexe CMH-peptide et le TCR, un phénomène 

d’anergie peut se développer. L’anergie est définie par un état non-fonctionnel ou une 

activation incomplète des lymphocytes T. Celle-ci est causée soit par un manque de 

costimulation via CD80 et CD86, soit par un signal d’inhibition fourni par le récepteur 

d’antigène 4 associé au lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) ou par le récepteur de mort 

cellulaire programmée 1 (PD-1)5. L’importance de ces deux récepteurs dans la tolérance est 

illustrée par des souris déficientes pour chacun des deux récepteurs. Ces souris développent 

un syndrome lymphoprolifératif très sévère, suivi d’une autoimmunité massive qui attaque 

plusieurs organes à la fois6.  
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Enfin, un des facteurs intrinsèques le plus efficace pour l’élimination des 

lymphocytes T autoréactifs est  l’induction d’aptoptose. Cette dernière est activée par le 

mécanisme de mort cellulaire induit par activation (AICD, activation induced cell death) en 

utilisant les récepteurs Fas et son ligand. Tout comme pour les récepteurs CTLA-46 et PD-

15, une mutation des gènes Fas engendre une lymphoprolifération massive7. Ceci démontre 

l’implication de ce récepteur dans le maintien de la tolérance périphérique. 

1.2.2.2 Facteurs extrinsèques : Lymphocytes T régulateurs 

Les lymphocytes T régulateurs sont les facteurs extrinsèques les plus importants. 

Cette population de cellules reconnue comme des lymphocytes T CD4+, CD25+ et Foxp3+  

représentent 5 à 10% des lymphocytes T CD4+ et ils sont importants dans le contrôle des 

lymphocytes T autoréactifs. L’implication des Tregs dans l’autoimmunité est prouvée par 

différentes études dans lesquelles leur déplétion engendre des maladies autoimmunes et des 

maladies inflammatoires de l’intestin (IBD), incluant la maladie de Crohn et la colite 

ulcéreuse8,9. De plus, il a été montré qu’un transfert de splénocytes déplétés en lymphocytes 

T CD4+ et CD25+ dans des souris syngéniques provoque l’apparition de plusieurs maladies 

autoimmunes, mais quand des lymphocytes régulateurs sont co-injectés aucune de ces 

maladies ne se développent10.  

Plus précisément, le potentiel régulateur des Tregs est attribué à l’expression de 

Foxp3. Ce dernier est un régulateur transcriptionnel qui joue un rôle crucial dans le 

fonctionnement et le développement des Tregs. Ceci à été montré par des études dans 

lesquelles les patients qui possèdent des mutations dans la région « forkhead » du gène 

Foxp3 ont une maladie nommée IPEX (immune disorder, polyendocrinopathy, enteropathy, 

x linked syndrome)11,12. L’IPEX est un syndrome avec des manifestations autoimmunes 

multiples. Il est caractérisé par  l’apparition précoce du diabète de type 1(DT1), 

d’entéropathie sévère, d'eczéma, d'anémie, de thrombocytopénie et d'hypothyroïdie  et 

cause la mort chez la population pédiatrique dès les premières années de vie12.  
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La suppression des lymphocytes T autoréactifs par les Tregs se fait par contact 

direct ou en utilisant des facteurs solubles. Plusieurs évidences supportent le rôle du 

récepteur CTLA-4 pour expliquer la capacité suppressive des Tregs. Premièrement, CTLA-

4 est exprimé constitutivement à la surface des Tregs naturels13. Deuxièmement, le blocage 

de CTLA-4 chez les souris avec des anticorps monoclonaux provoque l’apparition de 

plusieurs maladies autoimmunes organe-spécifique13,14. Finalement, une déficience dans 

l’expression de CTLA-4 dans les Tregs mène au développement de maladies autoimmunes 

et d’une lymphoprolifération. Ces symptômes sont similaires aux souris foxp3 

déficientes15. Le mécanisme d’action de CTLA-4 passe par la modulation négative des 

fonctions des CPA. En effet,  il a été démontré que les Tregs provenant des souris sauvages 

sont capables d’inhiber l’expression des co-récepteurs CD80 et CD86 chez les cellules 

dendritiques15,16. Par ailleurs, la liaison de CTLA-4 à CD80 ou CD86 induit l’activation du 

facteur de la transcription immuno-régulateur Foxo3 qui inhibe  la sécrétion des cytokines 

par les cellules dendritiques17.  

D’autres mécanismes de suppression faisant usage de facteurs solubles sont aussi 

utilisés par les Tregs. Afin de contrôler les cellules T autoréactives, les Tregs peuvent 

sécréter des cytokines immunosuppressives telles que les IL-10, TGF-β (transforming 

growth factor), et IL-35. Ces cellules régulatrices ont la capacité de priver les autres 

lymphocytes de cytokines essentielles comme IL-218-20. En résumé, la tolérance centrale et 

périphérique agissent ensemble afin d’éviter les maladies autoimmunes tout en maintenant 

un large répertoire de reconnaissance antigénique contre les pathogènes.  

1.3 Le foie 

Le foie est le plus gros organe du corps et en raison de son emplacement 

anatomique, il joue un rôle important dans le maintien de l’homéostasie générale. Connu 

pour ses nombreuses fonctions métaboliques de synthèse, de stockage et de détoxification, 

le foie est constamment exposé à une multitude d’antigènes alimentaires et de 

microorganismes provenant du système veineux gastro-intestinal et de la rate. Plus de 30% 
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(1 500ml/min.) du sang total passe à travers le foie à chaque minute21. Cette quantité de 

sang entre dans le parenchyme hépatique et passe à travers les sinusoïdes, qui sont de petits 

vaisseaux ramifiés. Le faible diamètre des sinusoïdes diminue grandement le débit sanguin 

permettant ainsi une interaction plus intime entre les lymphocytes T et les cellules 

hépatiques22 (figure 1).   Pour ces raisons, le foie doit donc posséder des mécanismes le 

permettant de tolérer les antigènes provenant de la microflore intestinale, tout en montant 

une réponse immunitaire contre des microorganismes pathologiques. 

1.3.1 Constitution et fonction 

Le foie est composé en majorité d’hépatocytes (60%), mais aussi d’autres types 

cellulaires dont les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer, les cellules de 

l’épithélium biliaire, les cellules étoilées, les cellules dendritiques et les lymphocytes 

intrahépatiques. Tous ces types cellulaires remplissent des fonctions spécifiques dans le 

foie afin d’assurer son bon fonctionnement. Soixante-dix pourcent de la surface des 

hépatocytes est en contact avec le flux sanguin à l’aide des microvillosités de leurs 

membranes qui passent par les pores fenestrés des cellules endothéliales de la paroi des 

sinusoïdes23. Les pores fenestrés jouent un grand rôle car ils permettent l’interaction entre 

les cellules du système immunitaire et les hépatocytes via l’espace de Disse (figure 1). 

La constitution cellulaire immunitaire du foie diffère grandement de celle retrouvée 

dans la périphérie.  En effet, contrairement au sang périphérique, le foie contient en 

majorité de lymphocytes non conventionnels catégorisés en deux populations : cellules NK 

et NKT (60%) qui ont un rôle primordial dans l’immunité du foie. Par ailleurs, les 

lymphocytes T et B ne représentent que 40% des cellules retrouvées dans le foie. On 

remarque aussi une plus grande fréquence de lymphocytes T CD8+ que de lymphocytes T 

CD4+. À part les cellules immunitaires, le foie contient aussi une population résidente de 

CPA qui sont les cellules de Kupffer, les macrophages dérivées de monocytes de la moelle 

osseuse, les cellules endothéliales sinusoïdales du foie (LSEC) et les cellules dendritiques 

hépatiques résidentes24. 
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Figure 1 : Sinusoïdes hépatiques. Le sang traversant le foie passe à travers de petits 
sinusoïdes ralentissant le flux sanguin ce qui permet une plus longue interaction entre les 
lymphocytes et les CPA. Les hépatocytes, à l’aide de leurs prolongements passent à travers 
les pores fenestrés des cellules endothéliales tapissant les parois des sinusoïdes. 
Lymphocytes T (bleu), cellules NK (jaune), cellules NKT (vert), cellules de Kupffer 
(violet) et cellules de Ito (rouge). Figure adaptée de Lapierre et al24.  

1.3.2 La tolérance immune du foie  

Plusieurs expériences en transplantation supportent l’idée que le foie est un organe 

de tolérance. Par exemple, la greffe simultanée d’un foie et d’un rein provenant d’un même 

donneur augmente la chance de survie des reins chez le receveur en comparaison à un 

greffe de rein seul25. Ceci prouve que le foie a la capacité d’atténuer la réponse 

immunologique de l’hôte contre le greffon. Une autre étude a montré la nécessité des 

lymphocytes hépatiques dans la réussite d’un greffe de foie chez le rat. L’étude montre 

qu’une irradiation des lymphocytes hépatiques, mais pas des hépatocytes, engendre le rejet 

du foie. Tandis qu’avec un foie non irradié, l’organe survit indéfiniment26. 

Au niveau cellulaire, il a été montré que plusieurs lignées cellulaires isolées à partir 

du foie telles que les NK, NKT, les LSEC et les cellules de Kupffer ont le potentiel 

d’induire une tolérance. En effet, le transfert de NKT chez des souris NOD dans laquelle le 

nombre de NKT est réduit prévient l’apparition d’une encéphalomyélite autoimmune27-29.  

Par ailleurs, les souris qui ont une déficience CD1, donc incapables d’activer les NKT, 

manifestent une plus grande sensibilité aux infections bactériennes30,31. 
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Les cellules de Kupffer produisant de TNF-α et IL-10, ont la capacité d’inhiber 

l’expression du CMHII chez les LSEC et les DC hépatiques et de réduire l’activation des 

lymphocytes T27,29. De plus, la tolérance systémique aux antigènes dans la veine porte 

dépend des cellules de Kupffer car l’inhibition de ces cellules par du chlorure de 

gadolinium empêche le développement de la tolérance32. Cependant, les cellules de Kupffer 

jouent un rôle de premier plan dans l’immunité innée du foie. En effet, l’activation des 

cellules de Kupffer dans un contexte inflammatoire régule la différenciation des NKT et 

l’expansion des NK qui sécrètent à leur tour de l’IFN-γ33.  

Dans le cas des LSEC, la présentation d’antigène dans un contexte non 

inflammatoire provoque la tolérance au lieu de l’activation des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+34,35. Ces études montrent qu’une coculture des cellules CD8+ avec des LSEC 

n’induit qu’une faible sécrétion d’IL-2 et IFN-γ, ainsi qu’une réduction de la cytotoxicité et 

une diminution de la prolifération des lymphocytes T CD8+. Quand les LSEC se retrouvent 

dans un contexte inflammatoire, ils réduisent leur expression du CMHII et leur capacité 

tolérogénique22.  

En conclusion, le foie occupe une place importante dans l’organisme car cet organe 

a la capacité non seulement d’induire une réponse immunitaire robuste contre les 

microorganismes pathogéniques mais aussi d’induire la tolérance envers les antigènes 

alimentaires ou provenant de la flore intestinale. Le choix entre ces deux mécanismes 

dépend du contexte d’inflammation dans le foie qui va  être orchestré par les différents 

types cellulaires. 

1.4 Hépatite autoimmune (HAI) 

1.4.1 Historique 

L’historique de l’hépatite autoimmune remonte à 1947 quand le groupe de Kelsall et 

al. a surnommé la maladie «hépatite chronique»36. Trois ans plus tard, Waldenström et al. 

ont été les premiers à décrire  une forme d’hépatite chronique chez les jeunes femmes37. À 
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partir de cette époque, d’autres études sur la maladie ont mené à de multiples découvertes 

dont ceux des autoanticorps anti-nucléaire, ce qui a changé l’appellation de l’hépatite 

chronique à «hépatite lupoïde»38. C’est en 1965 que le terme «Hépatite autoimmune» a été 

établi par Mackay et al. lors d’une conférence internationale39. Entre les années 1970 et 80, 

on a identifié plusieurs anticorps chez les patients atteints d’HAI dirigés contre des 

protéines solubles du foie.  Plus tard, les différents autoantigènes ciblés par les 

autoanticorps ont pu être mis en évidence.  

1.4.2 Caractéristiques  

L’HAI est une maladie chronique progressive du foie dont l’étiologie reste encore 

inconnue à ce jour. Cependant, nous pensons que  cette maladie est multifactorielle 

impliquant des facteurs génétiques et environnementaux. Elle est caractérisée par une perte 

de tolérance envers certaines protéines du foie menant à des infiltrations lymphocytaires qui 

causent la destruction du parenchyme hépatique24,39-41. L’évolution de la maladie est très 

fluctuante passant par des périodes d’activation et de rémission40. Les traitements 

conventionnels actuellement disponibles sont l’utilisation d’immunosuppresseurs non-

spécifiques afin de contrôler l’inflammation42-44.  

À ce jour, on retrouve deux types d’HAI classés selon les autoanticorps présents 

dans les sérums des patients atteints de cette maladie. Dans le cas du type 1, nous 

retrouvons des anticorps anti-muscle lisse (anti-SMA) et/ou les anticorps anti-noyau (anti-

ANA). Les patients avec l’HAI de type 2 ont dans leurs sérums des autoanticorps anti-

microsome de foie et de rein de type 1 (anti-LKM1)  et /ou  des autoanticorps anti-cytosol 

de type 1(anti-LC1)40 (Tableau 2).  

1.4.2.1 Diagnostic 

Le diagnostic de la maladie est difficile car plusieurs signes cliniques et 

biochimiques se manifestent de façon hétérogène et confondante. En effet, lors de la 

manifestation de la maladie, le patient peut montrer des symptômes non-spécifiques tels 
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que la fatigue, l’anorexie, léthargie, des douleurs abdominales et la nausée. Le médecin doit 

soupçonner la présence d’HAI lorsqu’il y a présence d’hépatomégalie, de splénomégalie et 

d’ictère45. Pour y arriver, il doit exclure d’autres maladies du foie comme les hépatites B et 

C, la cirrhose biliaire primitive, la cholangite sclérosante primitive ou la maladie de Wilson. 

Il doit aussi se baser sur des critères plus spécifiques à l’HAI: une élévation des 

transaminases, une hypergammaglobulinémie de type IgG, la présence d’autoanticorps, la 

présence de maladie auto-immune extra-hépatique et des gènes de susceptibilité. 

Malheureusement, dans de nombreux cas, l’intervalle de temps entre l’apparition des 

premiers symptômes et la confirmation du diagnostic est trop long mettant ainsi à risque la 

vie des patients.   

Pour cette raison, le groupe international d’hépatite autoimmune (IAIHG) a défini  

un système de diagnostic plus efficace46. Dans ce système, l’IAIHG a émis différents 

pointages positifs ou négatifs selon certains paramètres précis servant au diagnostic d’HAI. 

Ces paramètres incluent le sexe du patient, le ratio de transaminases dans le sérum (ALT: 

AST/ GGT), le niveau d’immunoglobuline sérique, le titre des différents autoanticorps 

spécifiques pour l’HAI (anti-ANA, anti-SMA et anti-LKM1), et l’histologie du foie. 

D’autres critères non spécifiques sont aussi inclus dans ce système tel que l’absence de 

consommation d’alcool ou la prise d’autres médicaments susceptibles d’induire des 

dommages hépatiques. La présence d’une séropositivité pour d’autres autoanticorps (anti-

SLA/LP, anti-actine, anti-LC1) doit être considérée. Selon le nombre de points accumulés, 

un patient est atteint très probablement d’HAI quand il est à 15 points et plus avant un 

traitement et ce pointage monte à 17 points s’il y a réponse au traitement 

immunosuppresseur (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Association des deux types d’HAI avec leurs autoanticorps/autoantigènes 
ainsi que les différentes maladies autoimmunes extra-hépatiques qui leur sont 
associées. 

1.4.2.2 Prévalence 

La prévalence de l’HAI dans le monde est grandement influencée par 

l’emplacement géographique et la susceptibilité génétique des différents groupes 

d’individus. En se basant sur les données limitées,  il y avait 1.9 cas par 100 000 habitants 

par année dans la population norvégienne47 et 1 sur 200 000 personnes aux États-Unis48.  

De plus, au sein de la population caucasienne d’Amérique du Nord et d’Europe du Nord, 

20% des cas d’hépatite chronique sont dus à l’HAI, tandis que ce pourcentage est réduit à 

5-10% chez les Brésiliens49. L’HAI peut survenir à tout âge, mais elle est avant tout une 

maladie pédiatrique. En effet, 40% des cas diagnostiqués d’HAI de type 1 surviennent 
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avant l’âge de 18 ans et ce pourcentage monte jusqu’à 80 % dans le cas d’HAI de type 2 
40,45. Une prédominance féminine est aussi notée dans l’HAI  de l’ordre de 3 à 4 pour l’HAI 

de type 1 et de 8 à 9 : 1 pour le type 245. 

1.4.3 Pathogenèse et classification 

1.4.3.1 Hépatite auto-immune de type 1 

L’HAI type 1 est caractérisée principalement par la présence de deux types 

d’autoanticorps non spécifiques capables de reconnaître plusieurs composants cellulaires. 

L’ANA a été le premier à être décrit38 et il cible plusieurs composants du noyau dont 

l’ADN double brin50, les lamines A, B et C51, les chromatines et les ribonucléoprotéines52. 

Un autre anticorps présent chez les patients atteints d’HAI de type 1 est le SMA, qui a été 

premièrement observé chez les patients avec l’HAI53 mais aussi dans certaines maladies 

malignes et virales54-57. La cible principale du SMA est le filament d’actine58. 

D’autres autoanticorps peuvent aussi être retrouvés et servent pour la plupart à aider 

au diagnostic d’HAI de type 1.  Parmi ceux-ci, nous retrouvons les autoanticorps anti–

cytoplasme de neutrophiles (anti-ANCA) et les autoanticorps contre le récepteur de 

l’asialoglycoprotéine (anti-ASGP-R). Le récepteur de l’asialoglycoprotéine est une 

glycoprotéine spécifique du foie, localisé aux membranes cellulaires. Les anticorps dirigés 

contre cet antigène sont retrouvés chez plus de 88% des patients avec HAI59, mais aussi  

dans l’hépatite B et C, les maladies alcooliques du foie et la cirrhose biliaire primitive 

(PBC). Les ANCA sont retrouvés chez 65-96% des sérums des patients avec HAI de type 

160,61. Les deux antigènes majeurs reconnus par les ANCA sont la myélopéroxidase et la 

protéinase 349. 

 Il existe un autre type d’autoanticorps qui peut être présent dans l’HAI (de type 1 et 

II). Cet anticorps est dirigé contre les antigènes solubles du foie (anti-SLA), et constitue un 

marqueur sérologique avec une spécificité de plus de 99%62 pour l’HAI. Cet autoanticorps 

est présent chez 11 à 44% des caucasiens adultes atteints d’HAI de type 1 en Amérique du 
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Nord et en Europe du Nord62-64 et dans 18 à 44% des enfants avec HAI de type 1 et 264. 

L’antigène reconnu par l’anti-SLA est une protéine de 422 acides aminés identifiée comme 

une ribonucléoprotéine de transfert (tRNP(ser)(sec))65,66. La présence d’anti-SLA chez les 

patients est associée à une durée de traitement plus longue, des rechutes plus fréquentes 

après le retrait des immunosuppresseurs et un plus haut taux de transplantation hépatique et 

de mortalité que chez les patients qui n’en développent pas67-69. 

1.4.3.2 Hépatite auto-immune de type 2   

Dans le deuxième type d’HAI, nous retrouvons des autoanticorps plus spécifiques et 

dont les autoantigènes ont été identifiés et bien caractérisés. L’anticorps anti-microsome de 

foie et de rein de type 1 (anti-LKM1) est l’autoanticorps spécifique pour le diagnostic 

d’HAI de type 2. Il a été décrit pour la première fois en 1973 par l’équipe de Rizzetto et 

al70. Plus tard, l’autoantigène de l’anti-LKM1 a été identifié comme étant le cytochrome 

P450 2D6 (CYP2D6), une protéine de 48 kD71. Des études approfondies sur CYP2D6 ont 

mené à la découverte de trois épitopes linéaires majeurs reconnus par l’anti-LKM1. La 

séquence CYP2D6193-212 est reconnue chez 93% des patients, CYP2D6257-269 à 85% et 

CY2D6321-351 à 53%72. L’anticorps anti-cytosol de type 1 (anti-LC1) est considéré comme 

un marqueur secondaire d’HAI de type 2. Il est dirigé contre la formiminotransférase 

cyclodéaminase (FTCD), une enzyme cytosolique impliquée dans la conversion de 

l’histidine en acide glutamique. Les anticorps anti-LC1 reconnaissent plusieurs épitopes 

conformationnels sur la partie formiminotransférase73 et des épitopes linéaires localisés 

dans la partie C-terminale. Deux épitopes majeurs sont reconnus aux positions 428-434 et 

440-447 dans la FTCD humaine74. Il faut noter que ces autoanticorps ne sont pas 

nécessairement retrouvés simultanément chez un même patient.  Par exemple, dans 50% 

des patients atteints d’HAI de type 2, l’anti-LKM1 est le seul anticorps détectable. En 

comparaison, l’anti-LC1 est associé à l’anti-LKM1 dans 40% des cas, mais peut aussi être 

le seul marqueur sérologique dans 10% des patients45,75,76. 
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Malgré l’efficacité de la détection des autoanticorps pour le diagnostic et la 

classification de l’HAI, leur rôle pathogénique n’a pas été élucidé, mais ne semble pas être 

important dans la pathogénèse de cette maladie car les autoantigènes reconnus sont des 

protéines intracellulaires.  

 

Tableau 2 : Système de diagnostic du groupe international d’hépatite autoimmune. 
Tableau adapté d’Alvarez et al.77 

1.4.3.3 Susceptibilité génétique 

Comme plusieurs maladies autoimmunes, l’HAI est grandement influencée par des 

facteurs génétiques. Ces facteurs affectent la susceptibilité des individus au développement 

de la maladie et peuvent aussi avoir des répercussions sur la présentation des symptômes et 

la réussite du traitement.  

Dans l’HAI de type 1, la susceptibilité est liée aux gènes DRB1 de l’HLA humain. 

Le DRB1*0301 est le principal l’allèle de susceptibilité, tandis que le DRB1*0401 est 

considéré comme un facteur secondaire. Par contre, ce dernier est un facteur de 
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susceptibilité indépendant au sein de la population caucasienne d’Amérique du Nord et 

d’Europe du Nord78. En effet, plus de 85% des patients atteints d’HAI de type 1  ont le 

DRB1*0301 ou DRB1*0401 ou les deux79. Cependant, ces allèles de susceptibilité sont 

différents dans d’autres nationalités. Dans la population japonaise, le principal allèle est le 

DRB1*040580,81. Chez les Argentins, la susceptibilité est aussi associée à DRB1*0405 chez 

les adultes, mais chez les enfants c’est l’allèle DRB1*1301 qui est impliqué82,83. Le 

principal allèle de susceptibilité chez les Mexicains est le DRB1*040484 et chez les 

Brésiliens, nous retrouvons les gènes DRB1*13 et DRB1*0385,86. 

Peu d’études ont été réalisées sur la susceptibilité génétique pour l’HAI de type 2 à 

cause de la faible prévalence de la maladie. Chez la population brésilienne, par exemple, le 

gène DRB1*07 serait impliqué86. Dans notre population pédiatrique (CHU Sainte-Justine), 

l’HLA-DRB1 est associé à l’HAI de type 1 et l’HLA-DQB1 à l’HAI de type 287. Dans les 

mêmes patients, le locus HLA-DR est associé à la production d’un type particulier 

d’anticorps et l’HLA-DQ est critique pour le développement de l’HAI de type 288. 

Ces différences génétiques ont une influence sur la présentation de la maladie et la 

réponse aux traitements. Par exemple, les patients atteints d’HAI de type 1 avec l’allèle 

DRB1*0301 sont plus jeunes et répondent faiblement aux corticostéroïdes 

comparativement aux patients possédant l’allèle DRB1*0401. Par conséquence, le taux de 

rémission de ces patients est faible et la nécessité d’une transplantation est beaucoup plus 

élevée. Contrairement au DRB1*0301, les patients avec le gène DRB1*0401 sont plus 

vieux, ont une plus grande chance de développer d’autres maladies autoimmunes et 

répondent mieux au traitement avec un haut taux de rémission89,90.  

1.4.3.4 Facteurs environnementaux 

Les facteurs environnementaux ont été suggérés comme facteurs déclenchant de 

l’HAI. Ces facteurs peuvent provenir de plusieurs origines, tant d’infections virales que de 

produits chimiques. En effet, certains modèles murins d’HAI utilisent des produits 

chimiques comme la concanavaline A ou l’adjuvant de Freund pour le déclenchement 
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d’une hépatite91. Le principe repose sur l’activation non spécifique des lymphocytes T 

incluant les lymphocytes T autoréactifs qui vont induire des lésions au foie. D’autres études 

ont montré que l’infection par des virus hépatotropes peut induire l’HAI par la lyse des 

hépatocytes qui relâchent des autoantigènes intracellulaires normalement séquestrés41. Ceci 

permet l’activation de lymphocytes T autoréactifs présents au site d’inflammation et de 

produire une réponse immunitaire contre les autoantigènes reconnus. Une autre hypothèse 

nommée  « mimétisme moléculaire » est aussi proposée dans laquelle une réaction croisée 

surviendrait à cause de similarité moléculaire entre une molécule du soi et un antigène 

étranger (principe décrit plus bas). 

1.5 Modèles animaux d’hépatite autoimmune 

Les traitements actuellement disponibles pour les patients atteints d’HAI consistent 

en une immunosuppression globale à l’aide d’une combinaison d’immunosuppresseurs. 

Afin de trouver d’autres alternatives de traitement plus spécifiques et ayant le moins 

possible d’effets secondaires, des modèles animaux ont dû être développés. Ils sont aussi 

nécessaires pour comprendre la pathogénèse, l’évolution et la perpétuation de cette maladie 

autoimmune. Depuis la découverte de l’HAI, plusieurs modèles murins ont été produits. 

Toutefois, comme on peut le constater dans la description qui suit, tous ces modèles ont 

certains défauts et ne représentent pas de façon fidèle les critères retrouvés dans l’HAI chez 

l’homme. Ces modèles manquent certaines caractéristiques typiques de la maladie soit sur 

le plan de la chronicité de la maladie, la prédominance féminine, la présence 

d’autoanticorps et/ou d’autoantigènes, l’élévation des transaminases, les niveaux 

d’inflammation intrahépatique ou l’organo-spécificité de l’inflammation. La difficulté 

d’obtenir un bon modèle murin dans le cas de l’HAI est en partie causée par la capacité de 

régénération rapide du foie chez les souris et les rats.  En effet, il est connu que les foies de 

ces animaux ont la capacité de se régénérer et de retourner à une forme normale même 

après avoir supprimé les deux tiers de l’organe. De plus, l’équipe de Sandgren et al. a 

montré qu’une reconstitution complète du foie était possible à partir d’une quantité limitée 
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d’hépatocytes.92 Cette caractéristique peut expliquer en partie la difficulté à observer une 

atteinte hépatique, comme le développement d’une fibrose portale, chez la souris. 

L’hépatite est induite dans les modèles décrits par l’administration de substances chimiques 

ou biologiques ou dans d’autres cas par l’usage de souris transgéniques exprimant un néo-

antigène dans le foie91,93-98.  

1.5.1 Modèles chimiques et biologiques 

1.5.1.1 Modèle S-100 

Un des premiers modèles d’HAI chez la souris est le modèle S-100 94,95,99,100. Ce 

modèle a été décrit premièrement par Mori et al., qui a réussi à induire une hépatite 

expérimentale suite à une immunisation intrapéritonéale des souris C57BL/6 avec le 

surnageant d’une préparation d’homogénat de foie syngénique. Ce surnageant a été préparé 

par  centrifugation à 100 000g (S-100) en combinaison avec l’adjuvant de Freud complet 

(CFA). Plus tard, une caractérisation complète de ce modèle a été réalisée par Lohse et al 
95,101.  Ils ont montré que l’hépatite engendrée n’était que transitoire avec une durée de 

moins de 6 mois. Le pic de l’hépatite et l’augmentation modérée des transaminases sont 

observables à partir de 4 semaines post-traitement. Une inflammation périvasculaire avec  

nécrose des hépatocytes est observée dans l’histologie des foies. L’influence du bagage 

génétique a aussi été montrée dans ce modèle car la souche C57BL/6 est plus susceptible à 

développer une hépatite après l’injection que les souches BALB/C et C3H94. De plus, des 

autoanticorps dirigés contre les protéines solubles du S-100 ont été retrouvés101. Une autre 

étude menée par le même groupe a permis de montrer la présence de lymphocytes T 

régulateurs dans les rates des souris vaccinées95. Ces cellules régulatrices sont capables 

d’inhiber la prolifération des lymphocytes T autoréactifs contre les protéines de S-100102. 

Ce modèle semblait être parfait pour l’étude de l’HAI. Toutefois, une autre étude montre 

que l’injection de CFA seul induirait une hépatite similaire à celle du S-100, rendant ainsi 

ce modèle invalide.103 
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1.5.1.2 Concanavaline A 

La concanavaline A (ConA) est une lectine mitogénique capable d’activer de façon 

non-spécifique les lymphocytes  provoquant une relâche massive de cytokines. C’est 

l’équipe de Tiegs et al. qui fut la première à étudier l’effet direct du ConA chez les 

animaux91. Dans cette étude, une administration de 1.5mg/kg de ConA par voie 

intraveineuse (i.v.) chez les souris induit une augmentation des transaminases et une 

hépatite expérimentale dans les 8 heures suivant l’injection. L’augmentation des 

transaminases dans le sérum est dose-dépendante. L’effet du ConA est organe-spécifique 

car on ne retrouve pas de dommages extra-hépatiques. Un examen des foies à la 

microscopie électronique a permis d’observer une accumulation de macrophages en 

association avec des lymphocytes au bout de 4 heures post-traitement et une destruction du 

parenchyme hépatique après 8 heures. Selon les auteurs, l’hépatotoxicité pourrait être 

expliquée par le mécanisme d’action du ConA qui se lie au CMH des macrophages  et 

active de façon non-spécifique des lymphocytes T induisant ainsi la destruction des 

hépatocytes. L’implication des lymphocytes T dans ce modèle est confirmée par l’absence 

de dommages hépatiques lors de l’injection du ConA chez les souris athymiques ou SCID 

(Severe Combined Immunodeficiency)91. De plus, un prétraitement avec des 

immunosuppresseurs tels que la cyclosporine ou le FK 506 réussit à prévenir l’hépatite 

induite par la ConA. Ce modèle animal présente certaines similitudes avec l’HAI, telles 

l’implication des lymphocytes T dans l’hépatotoxicité et l’utilisation des 

immunosuppresseurs  comme traitement. Cependant, à cause de la différence observée dans 

l’histologie des foies et à défaut de trouver des autoanticorps/autoantigènes spécifiques, ce 

modèle ne représente pas de façon fidèle l’HAI retrouvée chez les patients. 
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1.5.2 Modèles transgéniques 

1.5.2.1 Souris IFN-γ 

L’équipe de Toyonaga et al. a développé un modèle de souris transgénique 

présentant une inflammation hépatique chronique via l’expression spécifique au foie d’IFN-

γ104. L’IFN-γ est une cytokine pro-inflammatoire apte à activer les lymphocytes T. Son 

expression continue dans un organe spécifique doit donc engendrer la destruction de ce 

dernier. Dans ce modèle, l’expression d’IFN-γ est sous le contrôle du promoteur de la 

protéine sérique d’amyloïde (SAP), un promoteur spécifique du foie. Ces souris 

transgéniques présentent une augmentation graduelle des transaminases et d’IFN-γ dans les 

sérums. Ces derniers augmentent de façon proportionnelle avec les dommages hépatiques 

observés. L’hépatite commence à 3 semaines après la naissance par une légère 

inflammation intra-lobulaire. Au bout de 5 semaines, des infiltrations lymphocytaires au 

niveau des espaces portes sont observables. Finalement, les auteurs ont même observé de la 

fibrose au bout de la 26e semaine. Ce modèle montre bien l’évolution d’une hépatite 

chronique et l’implication de l’IFN-γ dans la chronocité de l’HAI. Mais tout comme le 

modèle de la ConA, on ne retrouve pas d’autoanticorps ni d’autoantigènes spécifiques qui 

s’avèrent une caractéristique majeure de l’HAI.  

1.5.2.2 Souris Alb-GP-33 

Un modèle de souris transgénique a été généré par l’équipe de Vohringer et al. en 

exprimant l’épitope majeur CD8+ de la glycoprotéine 33 (Gp33) du virus de la 

chorioméningite lymphocytaire (LCMV) dans le foie des souris sous le contrôle du 

promoteur d’albumine (Alb-Gp33)105. L’évaluation de l’expression du Gp33 dans différents 

organes a montré que la protéine n’était pas seulement exprimée dans le foie, mais aussi 

dans le thymus. Par conséquent, une délétion clonale de plus de 90% des lymphocytes T 

reconnaissant le Gp33 dans le thymus a été constatée par les auteurs. Comme la délétion 

était incomplète, l’équipe a voulu induire une hépatite autoimmune. Deux tentatives ont été 
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réalisées soit 1) en transférant des lymphocytes T transgéniques dont le TCR reconnait 

spécifiquement le Gp33 ou, 2) en infectant les souris Alb-Gp33 avec le LCMV. Dans les 

deux cas, aucune hépatite n’a été induite, suggérant que les clones T étaient probablement 

dans un état d’ignorance envers la protéine Gp33. Un troisième essai d’induction d’hépatite 

a été mis en œuvre dans lequel un croisement des souris Alb-Gp33 avec une autre souris 

transgénique exprimant un antigène du virus de l’hépatite B (HBsAg) a été réalisé. Ces 

souris sont plus sensibles aux cytokines pro-inflammatoires. Après un transfert adoptif de 

lymphocytes T transgéniques et une infection au LCMV, seule une hépatite transitoire a été 

générée. En bref, il est évident que ce modèle ne reflète pas l’HAI, mais il pourrait surtout 

servir comme modèle d’étude pour les mécanismes de tolérance tels que l’ignorance.  

1.5.2.3 Souris invalidée pour le TGF-β1 

L’équipe de Gorham et al. a développé un modèle de souris invalidée pour TGF-β 

sur un fond BALB/C (BALB/C-TGF-β-/-) 106. L’invalidation a été induite par l’interruption 

de l’exon 6 du gène TGFβ. Ce modèle illustre bien l’importance de l’influence génétique. 

En effet, les auteurs ont observé une plus grande susceptibilité des souris  BALB/C-TGF-β-

/- à développer une hépatite spontanée et chronique que les souris contrôles sur un fond 

129/CF-1(129/CF-1-TGF-β-/-). Les souris BALB/C-TGF-β-/- ont un taux de survie plus 

court et développent une plus grande inflammation hépatique caractérisée par de vastes 

régions dépourvues de cellules réparties sur l’ensemble des lobules. Ces régions sont le 

résultat de la destruction des hépatocytes par des infiltrats lymphocytaires.  De plus, 

l’analyse des infiltrats suggère une réponse de type Th1 par la détection d’un haut taux de 

lymphocytes T CD4+ sécrétant une grande quantité d’IFN-γ, mais très peu d’IL-4. 

Cependant, l’inflammation n’était pas organe spécifique car on retrouve aussi des lésions 

dans les poumons et le cœur. Enfin, aucune inflammation hépatique n’était observable chez 

les souris doubles déficientes pour TGF-β et IFN-γ sur fond BALB/C (BALB/C- TGF-β-/--

IFN-γ-/-), montrant ainsi le rôle important que joue l’IFN-γ dans l’inflammation hépatique. 
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Malgré toutes les similitudes retrouvées avec l’HAI, ce modèle murin ne montre pas une 

prédominance féminine qui est un facteur majeur pour le diagnostic de la maladie.  

1.5.2.4 Souris TTR-NP 

Un des modèles développés dans notre laboratoire par Djilali-Saiah et al. consiste à 

injecter des plasmides d’ADN contenant une nucléoprotéine (NP) du LCMV chez des 

souris transgéniques exprimant la NP comme néo-antigène. L’expression de cette 

nucléoprotéine est sous le contrôle du promoteur de la transthyrétine (TTR)98. Ce 

promoteur est spécifique au foie et a été choisi pour empêcher que le néo-antigène soit 

exprimé dans le thymus comme c’était le cas dans le modèle d’Alb-GP33. Pour briser la 

tolérance et induire l’HAI, une injection intramusculaire de deux plasmides codant pour la 

protéine NP et l’interleukine-12 (IL-12) murin a été réalisée. L’hépatite engendrée présente 

plusieurs points communs avec l’HAI : une élévation des taux d’ALT, la présence 

d’autoanticorps contre la NP, une prédominance des sous-classes d’anticorps anti-NP IgG2 

témoignant d’une réponse Th1, des CTL spécifiques contre la NP et une inflammation 

hépatique à l’analyse histologique.  

1.5.2.5 Modèle de HAI de type II par xénoimmunisation  

1.5.2.5.1 Principe (mimétisme moléculaire) 

Plusieurs hypothèses sur les mécanismes environnementaux ont été émises afin 

d’expliquer l’origine des maladies autoimmunes. Parmi celles-ci, on retrouve l’induction 

des maladies autoimmunes par une infection virale. Étant donné que la capacité de 

reconnaissance de la diversité des  antigènes issus des microorganismes pathogéniques  par 

les récepteurs T (TCR) nécessite une certaine flexibilité, ce dernier a aussi le potentiel 

d’induire l’autoimmunité par réaction croisée induite par une similitude entre un antigène 

du soi et un autre du non-soi. Ce phénomène porte le nom de mimétisme moléculaire. 

L’hypothèse du mimétisme moléculaire a été premièrement décrite par l’équipe de 

Fujinami et Oldstone107. Dans cette étude, l’équipe a montré une similitude de 6 acides 
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aminés consécutifs entre la polymérase du virus de l’hépatite B (HBVP) et la protéine 

basique de la myéline (MBP) qui est l’antigène majeur du soi reconnu dans 

l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE). L’injection du HBVP chez des 

lapins induit l’EAE par une réponse TH1 et TH2 lors desquelles les anticorps et les 

lymphocytes sont capables de reconnaître à la fois le MBP et le HBVP. D’autres études 

similaires supportent la théorie du mimétisme moléculaire108,109. De plus,  ce principe a été 

démontré dans plusieurs modèles animaux, par exemple, l’implication du picornavirus 

neurotrope du virus de Theiler encéphalomyélite murine (TMEV) dans un modèle de la 

sclérose en plaques (MS)110, la myocardite-autoimmune associé au virus coxsackie111 et la 

maladie autoimmune démyélinisante associée au virus de la forêt de Semliki (SFV)112. 

Tous les éléments mentionnés ci-haut ont permis à notre laboratoire de produire un 

nouveau modèle d’hépatite autoimmune de type 2. Ce modèle consiste en trois injections 

intramusculaires de 100µg de 2 plasmides (pCMV-CTLA-4-CYP2D6-FTCD et pVR-IL-

12) à intervalles de 2 semaines chez des souris femelles C57BL/6. Cette vaccination induira 

l’HAI de type 2 au bout de 7 à 8 mois. Le plasmide pCMV-CTLA-4-CYP2D6-FTCD code 

pour les épitopes majeurs des deux autoantigènes humains reconnus dans l’HAI de type 2 

(CYP2D6 et FTCD). Une partie du CTLA-4 a aussi été intégrée dans la construction du 

plasmide. CTLA-4 est un récepteur inhibiteur, mais nous avons utilisé seulement sa partie 

sécrétoire favorisant la sécrétion de la protéine chimère, ainsi permettant une plus grande 

présentation par les cellules dendritiques en augmentant la liaison aux récepteurs B798. Le 

deuxième plasmide, pVR-IL-12, code pour l’interleukine 12 murine, une molécule pro-

inflammatoire. 

1.5.2.5.2 Signes biochimiques 

Ce modèle murin présente la plupart des caractéristiques au niveau biochimique 

retrouvées chez les patients atteints d’HAI de type 2. Premièrement, une augmentation des 

niveaux d’alanine aminotransférase sérique est constatée après la vaccination avec des pics 

aux 4e et 7e mois. Au niveau de l’histologie du foie, une inflammation portale, périportale et 
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intralobulaire est observable au bout de 7 à 8 mois post-vaccination. Cette inflammation est 

constituée d’infiltrats lymphocytaires composés principalement de lymphocytes T CD4+, 

mais des lymphocytes T CD8+ et des macrophages sont aussi présents96. De plus, des 

autoanticorps anti-LKM1 et anti-LC1 ont pu être détectés dans les mois suivant la 

xénoimmunisation. Une corrélation peut être établie entre les niveaux d’ALT, les titres 

d’autoanticorps et les niveaux d’inflammation dans les foies des souris96.  

1.5.2.5.3 Influences génétique et du sexe 

Une autre étude a permis de démontrer que les gènes du CMH et non-CMH 

contribuent à la susceptibilité de l’HAI de type 2 dans ce modèle murin113. En effet, en 

tirant avantage de la différence des gènes du CMH et non-CMH entre trois souches de 

souris différentes (C57BL/6, 129/sv et BALB/c), la xénoimmunisation a permis de montrer 

que la souche C57BL/6 est beaucoup plus susceptible à développer l’HAI de type 2. Cette 

souche montre une plus importante inflammation du foie, une augmentation des taux 

d’ALT et des titres plus élevés d’autoanticorps dirigés contre le FTCD et CYP2D6 en 

comparaison avec les deux autres souches. Ceci confirme l’influence génétique retrouvée 

chez l’humain. Une troisième étude portant sur ce modèle a permis d’éclaircir les facteurs 

qui déterminent la prédominance féminine dans l’HAI de type 2 114. En effet, l’étude a 

montré qu’il y a un plus grand nombre de Tregs dans les PBMCs, les rates et les foies chez 

les souris mâles que les femelles après xénoimmunisation. De plus, cette différence de sexe 

ne serait pas due à une influence hormonale car des mâles castrés supplémentés en 17beta-

extradiol ne sont pas aussi susceptibles que les femelles. 

1.5.2.6 Modèle Alb-HA/CL4-TCR 

Récemment, le groupe de Dienes et al.  a tenté de créer un modèle murin d’HAI en 

croisant des souris BALB/C transgéniques qui expriment l’hémagglutinine de l’influenza 

(HA)  dans le foie sous le contrôle du promoteur hépatique d’albumine (Alb-HA) avec des 

souris CL-TCR dont les lymphocytes T CD8+ possèdent un TCR spécifique à l’HA (ALB-

HA/CL4-TCR)115. Des résultats surprenants ont été obtenus avec ce modèle. Premièrement, 
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Alb-HA est exprimé uniquement dans le foie et les auteurs ont montré qu’il n’y a pas de 

délétion clonale des lymphocytes T CD8+ spécifiques pour l’HA dans le thymus. 

Deuxièmement, l’hépatite chronique engendrée (durée de plus de 7 mois) est d’intensité 

modérée et n’apparaît que chez les mâles. Ceci n’est pas représentatif de l’HAI chez 

l’humain où on observe une prédominance féminine. On observe aussi une accumulation 

accrue des Tregs dans le foie et ceci est associé à une augmentation des taux d’ALT.  Ce 

modèle d’HAI comme les autres modèles mentionnés ci-haut manque d’importants critères 

qui définissent l’HAI comme la présence d’autoanticorps/autoantigènes et la prédominance 

féminine. 

1.6 Traitements conventionnels 

Le traitement conventionnel pour l’HAI consiste à l’utilisation 

d’immunosuppresseurs afin de contrôler l’inflammation. Deux grands objectifs sont visés  

lors d’une  thérapie qui consiste dans un premier temps  à  l’induction d’une rémission qui 

est définie comme le retour à la normale des symptômes cliniques et biochimiques c’est-à 

dire,  des taux normaux de transaminases  ainsi que l’amélioration ou la disparition de 

l’inflammation au foie. Par la suite, le défi est de maintenir cette rémission sur la plus 

longue période possible. 

1.6.1 Immunosuppresseurs 

Le traitement standard est une monothérapie de prednisone ou une thérapie 

combinée de prednisone et d’azathioprine42. La prednisone est utilisée en premier lieu pour 

atteindre la rémission et par la suite l’azathioprine est utilisée pour la maintenance de la 

rémission. La prednisone est un corticostéroïde synthétique qui, une fois dans l’organisme, 

est métabolisée dans sa forme active: la prednisolone. La liaison de la prednisolone avec les 

récepteurs des corticostéroïdes à la surface des cellules va induire l’internalisation du 

complexe. Une fois dans le noyau, ce complexe induit la transcription des gènes anti-

inflammatoires et réprime la transcription des gènes pro-inflammatoires.  Le mécanisme 



27 

 

 

d’action de l’azathioprine est fort différent, ce dernier étant un analogue des purines qui est 

métabolisé premièrement en 6-mercaptopurine et converti enzymatiquement en acide 6-

thiourique, 6-methyl-MP et 6-thioguanine. Ces composants agissent au niveau de la 

transcription de l’ADN en compétitionnant avec les purines conventionnelles.  Ce 

mécanisme d’action a un fort impact sur les lymphocytes induisant leur suppression.  

La monothérapie avec la prednisone seule ou la thérapie combinée avec prednisone 

et l’azathioprine ont la même efficacité au niveau du traitement de l’HAI116. Le choix de la 

thérapie dépend du profil du patient à traiter. En effet, la thérapie combinée est souvent 

recommandée pour les personnes âgées avec ostéoporose et chez des patients avec des 

maladies métaboliques (diabète, obésité, hypertension), tandis que la monothérapie est 

utilisée chez des patients avec des maladies hématologiques et chez les jeunes enfants49. 

Ces thérapies sont efficaces car 87% des patients atteignent une rémission complète de la 

maladie en dedans de 3 ans de traitement.  Le maintien de cette rémission après l’arrêt du 

traitement est un défi en soi car plus de 50% des patients font des rechutes 6 mois après la 

fin du traitement et ce pourcentage s’élève à plus de 70 %  après 3 ans49. Seulement 17 % 

des patients maintiennent une rémission après l’arrêt du traitement d’une durée d’environ 2 

ans.  

Il existe des cas où les patients ne répondent pas aux traitements conventionnels. 

Donc, la rémission n’est pas atteinte après 2 ans de traitement et les symptômes cliniques et 

signes biochimiques persistent durant le traitement. En plus, les patients peuvent 

développer une intolérance aux drogues utilisées. Ces personnes peuvent recevoir d’autres 

médicaments immunosuppresseurs comme la cyclosporine117 ou le Rituximab (anticorps 

monoclonal contre le récepteur CD20 des lymphocytes B)43.  

1.6.2 Effet secondaire de chacun des immunosuppresseurs 

Une utilisation prolongée des immunosuppresseurs et en particulier des doses 

élevées de corticostéroïdes a des effets secondaires spécifiques très graves. Dans le cas de 

la prednisone, les effets secondaires indésirables sont l’acné, un gain de poids et de 
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l’hypertension jusqu’aux complications plus graves comme le diabète, l’ostéoporose, la 

psychose, la dépression et la cataracte. De plus, il est connu qu’une utilisation prolongée de 

prednisone ou d’autres corticostéroïdes induit une atrophie des glandes surrénaliennes du 

patient.40 Ceci est causé par la régulation négative de la production naturelle de 

corticostéroïdes par le corps. Il faut donc faire attention de ne pas arrêter abruptement le 

traitement, mais de réduire graduellement la dose42.  En ce qui concerne l’azathioprine, les 

effets secondaires peuvent être des nausées, des vomissements, des douleurs abdominales, 

une hépatotoxicité, une pancréatite, et la leucopénie118. 

Des alternatives au traitement standard sont proposées afin d’améliorer la qualité de 

vie des patients en évitant les effets secondaires néfastes. La cyclosporine A a été proposée 

comme traitement de choix pour les patients qui sont résistants aux corticostéroïdes44,117.  

La cyclosporine est un peptide lipophile de 11 acides aminés produit par Tolypocladium 

inflatum qui agit au niveau de la signalisation calcique et inhibe la transcription d’IL-2 via 

NF-AT  (nuclear factor of activated T-cells)49. 

Des études ont déjà été menées avec la cyclosporine seule comme agent inducteur 

de la rémission ou en combinaison avec la prednisone et l’azathioprine43,44,119. Ces études 

avaient toutes comme but d’apporter de l’amélioration aux traitements conventionnels en 

diminuant les doses et les effets secondaires des corticostéroïdes mentionnés ci-haut et en 

améliorant la qualité de vie des patients atteints d’HAI. La cyclosporine a des effets 

secondaires graves surtout avec un usage à long terme. Dans ce cas, une néphrotoxicité peut 

mener à une diminution de la fonction rénale. Il est donc nécessaire d’assurer un suivi des 

niveaux sanguins du médicament afin de le maintenir au plus bas niveau possible tout en 

maintenant son efficacité. Cependant, l’usage à court terme de la cyclosporine n’entraîne 

pas de graves problèmes, sauf l’hypertrichose et éventuellement une hypertension artérielle 

réversibles. L’efficacité de la cyclosporine est comparable au traitement conventionnel. Les 

résultats des études montrent que la rémission est atteinte chez 69% des patients après 6 

mois et 95% après 1 an de traitement43,119. Le taux de cyclosporine dans le sang doivent 

être entre 250-300 μg/ml dans les premiers 3 mois de traitement. Après 6 mois, la 
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prednisone et l’azathioprine sont administrés en remplacement de la cyclosporine aux doses 

de 0.3-0.5mg/kg/jour et de 1 à 2mg/kg/jour respectivement. En même temps, on diminue 

graduellement la dose de cyclosporine sur une période de 15 jours. Une fois que la 

cyclosporine est arrêtée, la diminution des doses de prednisone s’en suit, mais en gardant le 

même dosage d’azathioprine. Les effets secondaires sont moins nombreux dû à la courte 

durée du traitement par la cyclosporine et une baisse des doses de prednisone utilisées119. 

Malgré le grand taux de succès des thérapies à bases d’immunosuppresseurs, 

beaucoup de patients atteints d’HAI ont toujours besoin d’une transplantation hépatique. En 

effet, la transplantation du foie devient nécessaire quand il y a la présence d’hépatite 

fulminante au diagnostic de l’HAI, une insuffisance hépatique irréversible ou une 

insuffisance hépatique progressive. En Europe, l’HAI représente plus de 4% des 

transplantations hépatiques49. Des pourcentages similaires ont été observés dans notre 

population pédiatrique. Une étude impliquant le suivi sur 5 ans de 25 patients après une 

transplantation du foie a montré que le taux de réussite était de  92%120.  

En somme, les immunosuppresseurs utilisés pour le traitement de l’HAI tels que la 

prednisone, l’azathioprine et la cyclosporine induisent non seulement une 

immunosuppression responsable d’infections opportunistes, mais engendrent aussi de 

graves effets secondaires néfastes spécifiques à chacun des médicaments lorsqu’ils sont 

utilisés sur de longues périodes. Il faut, par conséquent, trouver d’autres alternatives aux 

traitements conventionnels moins nocifs pour les patients avec des cibles plus spécifiques. 

C’est dans cette perspective qu’au cours des 20 dernières années, des immunothérapies 

spécifiques ont été développées pour le traitement de diverses maladies incluant les 

maladies d’origine autoimmune. 
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1.7 Immunothérapies spécifiques pour le traitement des 

maladies autoimmunes 

Les différentes immunothérapies pour le traitement des maladies autoimmunes qui 

ont été développées récemment peuvent être classées en deux types : 1) Induction de la 

tolérance par administration d’autoantigènes spécifiques par voie intranasale, 2) contrôle du 

processus d’inflammation par déplétion spécifique des sous-populations lymphocytaires. 

Cette voie fait référence aux usages des anticorps déplétants comme les anticorps anti-

CD3ε pour les lymphocytes T. 

1.7.1 L’anticorps anti-CD3ε et le récepteur CD3 

Le récepteur CD3 est retrouvé à la surface des lymphocytes T en association avec le 

TCR. En plus de définir la population de lymphocytes T, ce récepteur joue un rôle crucial 

dans la transduction du signal émis lors de l’interaction TCR-CMH-antigène. Au niveau 

structural, le récepteur CD3 est composé de 3 hétérodimères  formés à partir de 4 chaînes 

invariables de polypeptides : ζζ, γε et εδ. Ces trois hétérodimères sont liés aux chaînes αβ 

du TCR par la région transmembranaire. La transduction du signal induisant l’activation et 

la différenciation des lymphocytes T se fait à partir des motifs intracellulaires d’activation 

de l’immunorécepteur à base de tyrosine (ITAM : immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif). L’internalisation ou la dégradation du complexe TCR-CD3 induit la perte 

de la capacité d’activation des lymphocytes T. 

1.7.1.1 Historique des anticorps anti-CD3ε 

L’anticorps anti-CD3ε ou OKT3 a été premièrement identifié en 1979 par l’équipe 

de Kung et al. alors qu’ils étaient à la recherche de mitogènes des lymphocytes121. Dans 

cette étude, Kung a utilisé la technique d’hybridome de Kohler et Milstein pour générer 3 

anticorps nommés OKT1, OKT3 et OKT4. Les tests réalisés pour la réactivité de ces 

anticorps contre les lymphocytes périphériques ont montré que l’OKT3, une 
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immunoglobuline IgG2, était de loin l’anticorps le plus mitogénique.  In vitro, l’OKT3 

induit la prolifération et la sécrétion d’une grande quantité de cytokines122, tandis qu’in 

vivo, la relâche de cette grande quantité de cytokines engendre des effets secondaires chez 

les patients dès les premières heures après l’administration de l’anticorps. Les cytokines 

retrouvées dans les sérums des patients comprennent IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, TNF-α et 

IFN-γ123,124. Ces effets secondaires se manifestent sous forme de symptômes de grippe 

caractérisés par de la fièvre, des frissons et des maux de têtes, mais ces symptômes sont 

d’une courte durée123-125.  La mitogénicité de l’anti-CD3ε est causée par sa partie Fc qui se 

lie aux monocytes induisant ainsi la relâche de cytokines126. 

L’anticorps anti-CD3ε a été premièrement utilisé seul ou en combinaison avec des 

corticostéroïdes lors des transplantations afin d’éviter le rejet de greffe127-129. Dû à son effet 

mitogénique et à la forte réponse humorale dirigée contre l’anticorps, son utilisation est 

restée limitée. L’intérêt pour cet anticorps est revenu dans les 20 dernières années par la 

création des anti-CD3 dit « humanisés ». Ces nouveaux types d’anticorps dont seules les 

parties Fab sont conservées (F(ab’)2) ne sont pas mitogéniques130-132.  

L’administration de l’anti-CD3ε affecte les cellules T sur plusieurs plans : 1) une 

immunosuppression partielle et transitoire au sein de la population de lymphocytes T et, 2) 

une modulation antigénique.  Lors d’une thérapie par l’anti-CD3ε, les patients ou les souris 

montrent une déplétion de plus de 50% de leurs lymphocytes dans le sang périphérique et 

dans les ganglions lymphatiques132,133. Plusieurs mécanismes entrent en jeu dans ce 

phénomène de déplétion. Premièrement, l’anti-CD3 en se liant à son ligand peut opsoniser 

les lymphocytes et ainsi faciliter la phagocytose par les monocytes/macrophages et les DC. 

D’autres mécanismes tels que la cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendant (ADCC), le 

complément et l’induction de l’apoptose sont aussi impliqués dans la lyse des lymphocytes 

T134. Cependant, avec la nouvelle génération d’anti-CD3 sans la fraction Fc, la déplétion 

n’affecte que 20 à 30% des cellules T135.  
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Dans la population de lymphocytes T résiduels après déplétion, la modulation 

antigénique est induite. Ce phénomène est provoqué par l’internalisation du complexe 

TCR-CD3 lors de la liaison de l’anti-CD3. Les lymphocytes T ayant perdu leurs TCR 

deviennent donc immuno-incompétents et ne peuvent être activés tant in vivo que in vitro. 

Nous retrouvons ces cellules chez les patients sous forme de CD3-CD4+ et CD3-

CD8+133,136,137. Toutefois la modulation antigénique ne persiste pas et les lymphocytes 

retrouvent leurs fonctions normales quelques heures après l’élimination des anticorps anti-

CD3 de l’organisme136. 

1.7.1.2 L’anti-CD3ε et la tolérance 

L’effet immunosuppresseur de l’anti-CD3 et son implication dans l’amélioration des 

greffes d’organes ont permis une commercialisation et une utilisation plus globale de cet 

anticorps. De plus, des recherches intenses ont montré que l’anti-CD3 a non seulement un 

potentiel immunosuppresseur mais aussi un effet tolérogénique.  

Deux modèles expérimentaux ont fourni de fortes évidences sur la capacité de 

l’anti-CD3 à induire la tolérance. La première expérience consiste à un maintien d’une 

greffe cardiaque incompatible chez les rats qui ont été préalablement traités avec un 

anticorps anti-CD3 non-mitogénique. Ceci a résulté en une greffe permanente sans rejet. 

L’aspect tolérogénique de l’anti-CD3 est montré par l’acceptation d’une greffe de la peau 

de ces souris greffées du cœur provenant des mêmes donneurs, illustrant ainsi la tolérance 

aux alloantigènes 138.  

1.7.1.3 Le diabète de type 1 (DT1) et l’anti-CD3ε 

Parmi les maladies autoimmunes les plus étudiées, le DT1 représente un bon modèle 

pour les études d’immunothérapie. Ainsi, une vaste littérature existe où des essais de 

différentes immunothérapies ont été réalisées chez les souris diabétiques. Le diabète de 

type 1 est une  maladie autoimmune caractérisée par une perte de tolérance envers les 

cellules bêta des îlots de Langerhans du pancréas. Ces cellules sont la source de la sécrétion 
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d’insuline, une hormone peptidique impliquée dans le maintien du taux normal de glucose 

dans le sang. L’infiltration du pancréas (l’insulite) par les cellules mononucléées composée 

majoritairement de lymphocytes T autoréactifs CD4+ et CD8+ diabétogéniques cause la 

destruction totale des cellules β. Le traitement le plus efficace actuellement disponible est 

l’injection d’insuline exogène afin de contrôler la glycémie. Chez les personnes 

diabétiques, plusieurs complications peuvent survenir suite à l’hyperglycémie. Parmi les 

complications les plus communes, on retrouve les troubles oculaires qui peuvent mener à la 

formation de cataractes, du glaucome et de rétinopathie périvasculaire. Une autre 

complication est la neuropathie qui consiste en la destruction des nerfs causée par une 

mauvaise circulation du sang et l’altération des parois cellulaires des nerfs par un haut taux 

de glucose. Plusieurs autres complications comme la sensibilité aux infections, la 

néphropathie (altération progressive de la fonction rénale) et des maladies cardiovasculaires 

peuvent aussi compliquer la santé des patients diabétiques. La recherche réalisée afin de 

comprendre la pathogénèse et les mécanismes du DT1, a été grandement facilitée par la 

disponibilité d’un bon modèle animal: les souris diabétiques non-obèses (NOD). Les 

résultats de ces recherches montrent que le diabète est une maladie multifactorielle 

influencée à la fois par des facteurs génétiques et environnementaux. Malgré l’utilisation 

d’insuline exogène comme traitement pour le contrôle de la glycémie, son administration 

prolongée et les difficultés à obtenir des dosages appropriés sont aussi responsables des 

effets secondaires. Pour cette raison,  des efforts ont été mis dans la recherche  

d’immunothérapies  plus spécifiques afin de rétablir la tolérance. 

L’équipe de Chatenoud et al. a été la première à utiliser l’anti-CD3ε comme agent 

immunothérapeutique pour le traitement du DT1. Dans une de leurs premières études, ils 

ont montré que le traitement par l’anti-CD3ε chez les souris NOD avec une posologie de 

5µg/jour durant 5 jours consécutifs, induit la rémission chez les souris NOD avec DT1 

établi132. Cette rémission est définie comme un rétablissement d’un niveau normal de la 

glycémie et une amélioration de l’insulite laissant seulement une insulite périphérique. 

Cette rémission peut durer plusieurs mois après le traitement132. Au niveau immunologique, 



34 

 

 

des expériences ont montré que les souris NOD tolérisées par l’anti-CD3ε ne sont pas 

immuno-incompétentes. En effet, les souris NOD traitées conservent toujours leur capacité 

de rejeter la greffe de peau. Une analyse des lymphocytes T périphériques a montré que la 

déplétion de ces lymphocytes n’était que partielle et transitoire. Cependant, si le même 

traitement est appliqué chez des souris NOD pré-diabétiques (en prophylaxie), les anticorps 

anti-CD3ε ne peuvent prévenir l’apparition du DT1131.  

Depuis la découverte de l’effet thérapeutique de l’anti-CD3ε pour le traitement du 

DT1, diverses études ont tenté d’élucider le mécanisme derrière cette rémission. Plusieurs 

d’entre elles appuient l’hypothèse du rôle des Tregs qui ont le potentiel de réguler les 

lymphocytes T autoréactifs139. Ces études ont montré que l’injection de cyclophosphamide, 

un produit capable d’affecter spécifiquement les Tregs, arrive à briser la rémission chez les 

souris NOD tolérisées131. De plus, le DT1 est inhibé lors du transfert de splénocytes 

diabétogéniques en présence de Tregs, démontrant ainsi le potentiel régulateur de ces 

lymphocytes134. Cependant, d’autres études argumentent que c’est le TGF-β qui maintient 

la rémission. En effet, la démonstration de la neutralisation des Tregs par l’usage 

d’anticorps anti-CD25 montre aucun effet sur la rémission140 et l’inhibition du TGF-β 

arrive à prévenir la rémission ou précipite la rechute du DT1 chez les souris NOD montrant 

des signes de rémission134. D’autres études sont nécessaires afin d’éclaircir le mécanisme 

précis de la rémission obtenue par le traitement d’anti-CD3ε.  

Comme mentionné plus haut, des anticorps anti-CD3 «humanisés», dont les régions 

Fc ont été mutées, furent créés afin de prévenir la mitogénicité de l’anticorps. L’anticorps 

ChAglyCD3 est dérivé de l’anticorps YTH 12.5 du rat et possède une mutation à la position 

297 dans la partie Fc qui prévient la glycosylation. L’anticorps huOKT3γ1 Ala-Ala est 

dérivé de l’OKT3 et possède deux mutations aux positions 234 et 235 dans sa partie Fc. 

Ces mutations dans les deux anticorps réduisent grandement leur capacité de se lier aux 

récepteur Fc134.  Ces deux anticorps humanisés ont fait l’objet d’études cliniques pour la 

transplantation et le traitement de maladies autoimmunes. Une étude clinique de phase I qui 

a utilisé huOKT3γ1 pour le traitement des patients nouvellement diabétiques a obtenu des 
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résultats encourageants141. Soixante-quinze pourcent des patients traités avec huOKT3γ1 

montrent une amélioration ou un maintien de la production d’insuline en comparaison avec 

les patients non-traités qui est de 16%134. Tous les résultats accumulés jusqu’à ce jour 

concernant l’anticorps anti-CD3, tant au niveau de son efficacité dans la transplantation que 

sur le traitement des maladies autoimmunes comme le diabète de type 1 (patients et murin), 

prouvent que l’anti-CD3 est un candidat idéal pour rétablir la tolérance dans d’autres 

maladies autoimmunes.   

1.7.2 Traitement intranasal 

Une autre voie pour rétablir la tolérance est par l’administration d’autoantigènes par 

voie intranasale. Cette voie tire avantage du système lymphoïde nasal qui est composé 

essentiellement de deux structures : « nasal associated lymphoid tissue » (NALT) et le 

« bronchus associated lymphoid tissue » (BALT).  Ces deux composants sont importants 

dans l’induction de l’immunité ou de la tolérance142. 

1.7.2.1 L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 

Plusieurs études ont montré le potentiel de l’immunisation intranasale dans le 

traitement et la prévention de diverses maladies autoimmunes143-147. Toutefois, le modèle 

avec lequel il y a eu le plus d’études par cette voie d’administration est sans contredit le 

modèle d’EAE. L’EAE est une maladie inflammatoire autoimmune du système nerveux 

central. Elle a été premièrement décrite chez les singes en 1933148, mais a été aussi étudiée  

chez d’autres animaux spécialement chez les rats et les souris. Cette maladie est 

caractérisée par une infiltration lymphocytaire du système nerveux central induisant une 

démyélination des neurones. Cette dernière engendre des paralysies variables allant d’une 

diminution du tonus de la queue jusqu’à une paralysie générale149. L’EAE peut être induite 

chez les différents modèles murins par immunisation en combinaison avec un adjuvant, soit 

avec l’ensemble des  protéines de la myéline,  la protéine basique de la myéline (MBP), la 

glycoprotéine des oligodendrocytes qui produisent la myéline (MOG), la protéine 
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protéolipidique (PLP) ou par des peptides de synthèse contenant les épitopes de ces 

antigènes (AC1-9, MBP89-101, PLP139-151)150.   

La prévention de l’EAE par administration intranasale de peptides 

encéphalitogéniques a été montrée par le groupe de Metzier et al145. Dans cette étude, 

l’induction de l’EAE dans le modèle murin H-2u est inhibée par l’administration intranasale 

d’Ac1-9. Ac1-9 est l’épitope T dominant reconnu dans ce modèle et représente la partie N-

terminale du MBP. Dans une autre étude réalisée par le groupe d’Anerton et al.143, l’équipe 

a montré que l’EAE induite chez les souris H-2uxs possédant des lymphocytes T spécifiques 

pour Ac1-9, MBP89-101 et PLP139-151 peut être prévenue ou traitée par une 

administration d’un des trois peptides par voie intranasale. Ces souris tolérisées montrent 

une amélioration des symptômes associés à l’EAE  et une diminution significative de la 

prolifération des lymphocytes T lorsqu’ils sont stimulés avec le peptide utilisé pour 

l’induction de la tolérance.  

1.7.2.2 Mécanisme d’action : implication de l’IL-10 

IL-10 est une cytokine immunosuppressive capable de limiter une réponse 

inflammatoire. Cette cytokine agit sur plusieurs types de cellules tels que les lymphocytes T 

et B, les NK, les mastocytes, granulocytes et les cellules dendritiques en inhibant la 

sécrétion de cytokines (IL-1α, IL1β, IL-6, IL-12, IL-18) et la prolifération des lymphocytes 

T CD4+ et en diminuant l’expression de co-récepteurs des monocytes151. De plus, IL-10 

joue aussi un rôle dans le fonctionnement et la génération des Tregs144,152,153.  

L’implication d’IL-10 dans l’EAE a été supportée par plusieurs études. Par 

exemple, une injection d’IL-10 via un virus recombinant inhibe l’apparition de la 

maladie154.  L’administration par voie intranasale de faible quantité d’IL-10 réduit la 

sévérité d’EAE147. Par contre, la preuve irréfutable de l’implication de l’IL-10 est montrée 

dans une étude dans laquelle l’efficacité de l’induction de la tolérance par voie intanasale a 

été testée chez les souris déficientes pour IL-10. Les résultats de cette expérience montrent 

que sans IL-10 la protection contre l’EAE est inhibée151. 
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En résumé le rétablissement de la tolérance en exploitant la voie intranasale semble 

être prometteur pour le traitement des maladies autoimmunes. Toutefois, il faut noter que 

cette voie d’administration dépend fortement de l’antigène et de la dose utilisée pour le 

traitement. 

1.8 Hypothèse et objectifs 

Avec les graves effets secondaires causés par l’utilisation prolongée 

d’immunosuppresseurs comme l’azathioprine et la prednisone pour le traitement de l’HAI, 

des recherches vers d’autres alternatives de traitement sont nécessaires. Des 

immunothérapies plus ciblées et ayant moins d’effets secondaires ont été développées dans 

les dernières années pour le traitement de plusieurs maladies incluant certaines maladies 

autoimmunes. Nous avons donc choisi d’évaluer l’efficacité de deux immunothérapies pour 

le traitement de l’HAI de type 2  à l’aide de notre modèle murin de xénoimmunisation. Les 

deux immunothérapies choisies sont basées sur la déplétion des lymphocytes T par les 

anticorps anti-CD3ε et le rétablissement de la tolérance en exploitant la voie intranasale 

avec l’autoantigène mFTCD. 

1.8.1 Hypothèses 

1) L’administration d’anticorps anti-CD3ε aura comme effet une déplétion partielle 

et transitoire des lymphocytes T incluant les lymphocytes T autoréactifs contre les 

autoantigènes de l’HAI de type 2. Nous croyons que l’élimination des lymphocytes T 

autoréactifs va permettre le rétablissement des mécanismes de tolérance permettant de 

contrôler l’inflammation hépatique et ainsi prévenir ou traiter l’HAI de type 2 dans notre 

modèle murin. 

2) L’application de grandes doses de la protéine mFTCD par voie intranasale 

induira la tolérance envers cet autoantigène. Cette tolérance permettra d’éviter l’activation 

des lymphocytes T spécifiques à la mFTCD et de prévenir ou de traiter l’HAI de type 2. 

1.8.2 Objectif principal 
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Évaluer l’efficacité des deux immunothérapies sur la prévention et le traitement de 

l’HAI de type 2 dans notre modèle murin induit par xénoimmunisation. L’efficacité des 

traitements sera vérifiée en évaluant les niveaux d’ALT sériques et l’inflammation 

hépatique. 
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Chapitre 2 : Matériel et Méthodes 

2.1.1 Synthèse des plasmides d’ADN pCMV-CTLA-4-CYP2D6-FTCD et 
pVR-IL-12 pour l’xénoimmunisation des souris C57BL/6  

Le plasmide pCMV-CTLA-4-CYP2D6-FTCD a été préalablement cloné dans notre 

laboratoire96. Le plasmide pVR-IL-12 nous a été donné par G. Prud’homme (Montréal, 

Québec, Canada)98. Ils ont été utilisés pour l’induction de l’HAI de type 2 chez les souris 

femelles C57BL/6.  Pour synthétiser une grande quantité de ces plasmides,  une pré-culture 

de 20 ml de milieu Luria Bertani (LB) (1% peptone, 0,5% d’extrait de levure et 1% de 

NaCl) contenant de l’ampicilline (1µl/ml de culture) (Novopharm, Toronto, Canada) a été  

inoculée avec des bactéries congelées E.coli DH5 alpha contenant le plasmide à synthétiser. 

Après une incubation de 16 heures  à 37oC avec agitation, la pré-culture a été diluée dans 2 

litres de culture LB avec ampicilline dans un rapport de dilution 1 :500. Une autre 

incubation de 16 heures a été nécessaire pour l’obtention d’une quantité suffisante de DH5-

alpha contenant notre plasmide d’intérêt. L’isolement et la purification du plasmide ont été 

réalisés selon les directives du manufacturier de la trousse «d’endo free plasmid giga kit» 

(Qiagen, Maryland, USA). L’ADN plasmidique ainsi obtenu a été dissout dans du tampon 

saline DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline 1x, Invitrogen, CA, USA) pour des fins 

d’utilisation biologique.  

2.1.2 Migration sur gel d’agarose  

Afin de s’assurer de la pureté des plasmides obtenus, une migration sur gel 

d’agarose a été nécessaire. Les plasmides ont été digérés par l’enzyme de restriction EcoRI 

durant 1 heure à 37oC et dosés par spectrophotométrie. Un microgramme d’ADN 

plasmidique et un standard d’ADN ont été déposés sur un gel contenant 1% d’agarose 

(Invitrogen, CA, USA) en présence de bromure d’éthidium (Sigma, MO, USA).  Une 

migration de 1 heure à 400mA et 75 volts a été nécessaire afin d’obtenir une bonne 
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séparation.  Un visionnement aux rayons UV nous a  permis de confirmer la pureté du 

produit. 

2.2 Induction d’HAI de type 2 par xénoimmunisation des souris femelles 
C57BL/6 

Des souris femelles C57BL/6 (Charles River Laboratories Inc., QC, Canada) âgées 

de 6 à 8 semaines ont été vaccinées par voie intramusculaire dans le muscle m. tibialis 

cranialis. Un total de 3 vaccinations avec 100µg de chacun des plasmides (pCMV-CTLA-

4-CYP2D6-FTCD et pVR-IL-12) dans 100µl de DPBS  à l’intervalle de 2 semaines est 

nécessaire pour l’induction d’HAI de type 296. Un total de 92 souris ont été vaccinées pour 

l’étude des deux voies de traitement de l’HAI de type 2. 

2.3 Traitement à l’anti-CD3ε 

Les souris utilisées dans cette étude étaient toutes des femelles C57BL/6 

xénoimmunisées. Le traitement d’anti-CD3ε (anti-mouse CD3ε, clone 145-2C11, 

eBioscence, CA, USA) consistait à injecter par voie intraveineuse 5µg d’anti-CD3ε/jour 

durant 5 jours consécutifs. Deux volets ont été choisis afin d’étudier l’impact de l’anti-

CD3ε. Le premier volet portait sur l’effet prophylactique de cet anticorps sur l’HAI de type 

2. Le deuxième volet était de traiter les souris avec HAI de type 2 déjà établi.  



41 

 

 

 

Figure 2 : Protocole de traitement de l’HAI de type 2 avec les anticorps anti-CD3ε. Le 
traitement prophylaxique avec l’anti-CD3ε a été réalisé chez les femelles C57BL/6 à 5.5 
mois post-vaccination et elles ont été sacrifiées à 7 mois (noire). Le traitement de l’HAI de 
type 2 avec l’anti-CD3ε a été appliqué à 7 mois et les sacrifices ont eu lieu à 7.75, 8 et 10 
mois post-vaccination (rouge).  

2.4 Synthèse de la protéine mFTCD pour le traitement intranasal 

La synthèse de la protéine mFTCD a été réalisée dans un premier temps avec 20 ml 

de pré-culture contenant de la kanamycine (10µl/ml de culture, Invitrogen, CA USA) 

inoculée avec des bactéries BL21 congelées transfectées avec le plasmide pET-30C-

mFTCD. Après une incubation de 16 heures à 37oC avec agitation, 2 litres de culture LB 

avec kanamycine ont été inoculés avec la pré-culture dans un rapport de dilution 1 : 50. 

Après une heure d’incubation, de l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 

Invitrogen, CA, USA) a été ajouté à une concentration finale de 1mM afin d’amorcer la 

synthèse de la protéine. Par la suite, la suspension bactérienne a été centrifugée à 2000 g et 

le culot congelé à -80oC pendant 16 heures. Les culots bactériens ont été resuspendus dans 

20ml de tampon de lyse NPI10 (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl et 10mM d’imidazole) et  

0.1 g de lysozyme/litre de culture a été ajouté (Sigma, MO, USA). Après sonication, une 



42 

 

 

incubation de 30 minutes à 4oC est nécessaire pour que le lysozyme puisse agir. Une 

centrifugation de 15 000g à 4oC pendant 30 minutes nous a permis de récupérer le 

surnageant bactérien qui contenait notre protéine d’intérêt. Une dilution du surnageant dans 

un rapport de dilution 1:1 a été réalisée avant l’étape de purification sur colonne. La 

purification de la protéine a été réalisée à l’aide des colonnes d’affinité « Ni-NTA super 

flow columns » (Qiagen, Maryland, USA). La colonne Ni-NTA a été préalablement 

équilibrée avec 10ml d’NPI10 avant le passage du surnageant. Par la suite, la colonne a été 

lavée avec 40ml de NPI20 (50mm NaH2PO4, 300mM NaCl et 20mM d’imidazole). La 

protéine mFTCD a été éluée dans 6 fractions de 1ml d’NPI250 (50mm NaH2PO4, 300mM 

NaCl et 250mM d’imidazole). 

2.4.1 Concentration de la protéine mFTCD 

Une concentration des élutions contenant  la protéine mFTCD a été nécessaire afin 

de pourvoir appliquer par voie intranasale une quantité minimale de liquide en respectant 

les lignes directrice du CCPA. Pour ce faire, des centricons ont été utilisés (Centrifugal 

filter Units, Milipore Corporation, Billerica, MA). Une centrifugation de 1660g à 25oC a 

été appliquée pour la concentration des élutions aux volumes et concentrations propices 

pour le traitement intranasal. Le tampon a été changé pour du NP (50mm NaH2PO4, 

300mM NaCl) pour éliminer l’imidazole. 

2.4.2 Migration sur gel de polyacrylamide et coloration au Bleu de 
Coomassie de la protéine mFTCD 

La pureté de la protéine mFTCD concentrée a été confirmée par SDS-PAGE sur gel 

de 10% acrylamide/bis-acrylamide 37.5 : 1 (Bio-Rad, PA, USA) selon les indications du 

manufacturier. Les gels ainsi obtenus ont été incubés pendant 15 minutes dans une solution 

de fixation (25% isopropanol et 10 % acide acétique). Par la suite, ils ont été colorés dans 

une solution de Bleu de Coomassie 1% (40% méthanol et 10% acide acétique) jusqu’à 

l’apparition des bandes, puis passés dans une solution de décoloration (10% acide acétique) 

pour 1h et finalement séchés. 
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2.5 Traitement intranasal par mFTCD et groupes de souris 
expérimentaux 

Le traitement intranasal que nous avons utilisé consistait à appliquer dans les 

narines des souris femelles C57BL/6 sous anesthésie générale par l’isoflurane (Baxter 

Corporation, ON, Canada), 100µg de mFTCD par jour durant 3 jours consécutifs. Les 

souris contrôles ont reçu 100µl de tampon NP. Au niveau du protocole expérimental, le 

traitement intranasal a été essayé en prophylaxie. Les souris ont été traitées à 5.5 mois et 

sacrifiées au 6e mois post-vaccination. 

2.6 Sacrifices : Isolation des lymphocytes hépatiques et spléniques 

Lors des sacrifices, les souris  ont reçu une dose de somnotol (120 mg/kg) et une 

ponction cardiaque a été réalisée avec une aiguille de 23G. Les rates et les foies ont été  

prélevés afin de procéder à l’isolation des lymphocytes. 

2.6.1 Extraction des lymphocytes à partir de la rate 

Les rates ont été coupées avec un scalpel et filtrées à l’aide d’une aiguille de 26G 

3/8 pour enlever les débris fibreux. Les filtrats ainsi obtenus ont subi une lyse des globules 

rouges avec une solution de NH4Cl pendant 5 minutes. Par la suite, deux lavages au RPMI 

1640 sont réalisés avant de resuspendre dans 5 ml de RPMI complet (RPMI 1640, SFV 

10%, β-mercaptoéthanol).  Finalement, les splénocytes ont été comptées par hématimètre. 

2.6.2 Extraction des lymphocytes à partir du foie 

Les foies isolés ont été coupés par un scalpel et broyés, puis passés à travers d’un 

filtre de 100 µm. Une suspension contenant 3 mg de collagénase IV par foie (Sigma, MO, 

USA) a été ajoutée et incubée pendant 10 minutes à 37oC afin de briser les tissus fibreux 

dans les foies et ainsi augmenter le rendement des lymphocytes isolés. Les lymphocytes ont 

été séparés sur un gradient discontinu de Percoll (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, 

Canada) par centrifugation à 1500g pendant 20 minutes. Les couches de lymphocytes 

obtenues ont été prélevées et lavées deux fois dans du DPBS. Une lyse des globules rouges 
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a été réalisée comme mentionné ci-haut pour l’isolement des lymphocytes de la rate. Par la 

suite, les lymphocytes intrahépatiques ont été resuspendus dans 1 ml de RPMI complet et 

comptés à l’hématimètre.  

2.7 Quantification du taux d’alanine aminotransférase 

Le sang des souris a été prélevé à partir de la queue à chaque mois post-vaccination 

et à chaque semaine post-traitement jusqu’au moment du sacrifice. Les niveaux d’alanine 

aminostransférase dans le sérum ont été mesurés à l’aide d’un appareil Beckman-Synchron 

CX9. 

2.8 Histologie du foie 

Une biopsie des foies isolés au moment des sacrifices (traitement anti-CD3ε et 

intranasal) a été préalablement fixée au paraformadéhyde et montée dans de la paraffine 

pour être coupée au microtome par le service de pathologie de l’hôpital Sainte-Justine et 

puis colorée à l’Hématoxyline phloxine safranine (HPS). Les coupes de foies obtenues ont 

été examinées pour l’évaluation du taux d’inflammation. Un score d’inflammation a été 

accordé à chaque biopsie selon l’échelle d’Ishak155 en aveugle par au moins deux 

observateurs. 

2.9 Cytométrie en flux  

La cytométrie en flux a été utilisée pour étudier quatre paramètres. Premièrement 

pour la détermination de l’efficacité du traitement à l’anti-CD3ε par quantification des 

lymphocytes T CD3+ présents dans les cellules mononucléées du sang périphérique 

(PBMC) des souris. Deuxièmement, cette méthode nous a permis de quantifier le taux de 

lymphocytes T régulateurs dans les foies des souris. Finalement, la cytométrie a aussi été 

utilisée pour le test de prolifération et de cytotoxicité du foie. L’analyse des données a été 

faite à l’aide du logiciel Flowjo v.8.7. 
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2.9.1 Efficacité du traitement par l’anti-CD3ε 

Deux cents microlitres de sang ont été prélevés à partir de la queue à chaque 

semaine post-traitement dans des tubes de prélèvement contenant de l’acide éthylène 

diamine tétraacétique (EDTA) pour inhiber la coagulation (BD, Mississauga, ON). Ces 

tubes de sang ont été centrifugés à 1 000g pendant 10 minutes afin de recueillir le sérum 

pour la quantification d’ALT (voire ci-dessus 2.7). Les culots de sang restants ont subi une 

lyse des globules rouges. Les PBMC ainsi obtenues ont été marquées avec les anticorps 

anti-souris CD3e couplés au FITC (clone : 145-2C11), l’anti-mouse CD8a couplé au APC 

(clone: 53-6.7), l’anti-souris CD4 couplé au PE (clone : GK1.5) et anti-souris CD45 couplé 

au PerCP-Cy5.5 (clone: 30-F11) (eBioscience, SD, USA) pendant 30 minutes à 4oC. Par la 

suite un lavage au DPBS contenant 5% de sérum fœtal bovin est fait avant de recueillir les 

résultats via le FACS Calibur (BD, Mississauga, ON). 

2.9.2 Quantification des lymphocytes T régulateurs CD4+, CD25+ et 
Foxp3+ 

La quantification des Tregs parmi les lymphocytes du foie a été réalisée selon les 

indications du manufacturier de la trousse «mouse regulatory T cell staining kit» 

(eBioscience, SD, USA). En bref, les lymphocytes isolés du foie ont été préalablement 

marqués avec les anticorps anti-souris CD4 FITC (clone : RM4-5), anti-souris CD25 APC 

(clone : PC61.5) et perméabilisés. Par la suite, un marquage intracellulaire avec l’anticorps 

anti-souris Foxp3 PE (clone : FJK-16s)  a été réalisé (eBioscience, SD, USA).  

2.10 Test de prolifération avec les lymphocytes du foie 

Le but de cette expérience était de voir si les lymphocytes du foie allaient proliférer 

en présence des autoantigènes utilisés lors des traitements (la protéine chimère CYP-2D6-

FTCD et le mFTCD). Pour suivre la prolifération, les lymphocytes du foie ont été marqués 

au «Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Invitrogen» (CFSE, Invitrogen, CA USA). 

Trois cent mille lymphocytes isolés du foie par souris ont été resuspendus dans du DPBS 

contenant 5% de sérum fœtal bovin (DPBS 5% SFB). Le marquage a été effectué dans un 
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mélange 1:1 avec une solution de CFSE 10μM à 37oC pendant 10 minutes, suivi de deux 

lavages au DPBS 5% SFB. Par la suite, 100 000 lymphocytes/puits (100μl) ont été déposés 

dans trois puits. On a utilisé 100μg de protéines/1x106 cellules pour la réalisation du test, 

1μl de ConA/puit pour le contrôle positif et un contrôle négatif dans lequel la protéine et la 

ConA ont été exemptées. Les puits ont été complétés jusqu’à 300μl avec du RPMI complet 

avec 5% de surnageant d’EL4. Après une incubation de 4 jours à 37oC, les lymphocytes ont 

été marqués avec les anticorps anti-souris CD8a APC (clone: 53-6.7) et l’anti-souris CD4 

PE (clone : GK1.5) (eBioscience, SD, USA) pendant 30 minutes à 4oC suivi d’un lavage. 

Par la suite, une coloration au 7-AAD (BD, Mississauga, ON) a été effectuée juste avant le 

passage au FACS Calibur. Les marquages CD4 et CD8 nous permettent de déterminer 

quelle population de lymphocytes a proliféré, tandis que la coloration au 7-AAD permet 

d’éliminer les cellules mortes  lors de l’analyse.  

2.11 Test de cytotoxicité au CFSE avec les lymphocytes du foie 

Dans cette expérience, les cellules EL4, une lignée cellulaire de lymphome de 

souris, ont été marquées au CFSE et utilisées comme cellules cibles. Une fois marquées, 

ces cellules ont été incubées avec la protéine chimère ou le mFTCD pendant 16 heures à 

37oC.  Des ratios de 1:1, 5:1 et 10:1 sur une base de 10 000 cellules d’EL4 avec des 

lymphocytes du foie ont été réalisés. Des duplicata de chacun des ratios avec des EL4 

marquées au CFSE avec ou sans protéine sont faites pour définir le bruit de fond. Les puits 

ont été complétés à 200μl avec RPMI contenant 5% de surnageant d’EL4. Le tout a été 

incubé pendant 4 heures à 37oC. À la fin de l’incubation, le contenu des puits a été marqué 

avec les anticorps anti-souris CD8a APC (clone: 53-6.7) et l’anti-souris CD4 PE (clone : 

GK1.5) pendant 30 minutes à 4oC suivi d’un lavage. Un autre marquage à l’annexine V a 

été réalisé avec la trousse «annexin V apoptosis detection kit PerCP-eFluor» (eBioscience, 

SD, USA) selon les indications du manufacturier. Le recueil des données a été effectué 

avec le FACS Calibur.  
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2.12 Évaluation des niveaux de TGFβ 

Les niveaux de TGFβ dans les sérums des souris ont été évalués afin de vérifier s’il 

y avait une différence après le traitement à l’anti-CD3ε. Les sérums des souris prélevés à 

chaque mois post-vaccination et à chaque semaine post-traitement ont été testés. 

L’expérience a été réalisée selon les indications du manufacturier avec le trousse 

«Human/Mouse TGF beta 1 ELISA Ready-SET-Go! » (eBioscience, SD, USA). 

2.13 Tests statistiques  

Deux tests statistiques ont été utilisés pour l’analyse et l’interprétation des résultats que 

nous avons obtenus. Le test de T de Student a été utilisé afin de comparer les différences 

entre les groupes expérimentaux. Un test de T pairé a été utilisé pour évaluer l’impact du 

traitement à l’anti-CD3ε au niveau des ALT. 
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Chapitre 3 : Résultats 

3.1 Traitement avec les anticorps anti-CD3ε 

3.1.1. Efficacité du traitement à l’anti-CD3ε 

L’efficacité a été évaluée à chaque semaine après le traitement à l’anti-CD3ε en 

mesurant le pourcentage les lymphocytes T CD3+ dans le sang périphérique par cytométrie 

en flux. L’évaluation de la quantité de lymphocytes T CD3+ a permis de constater une 

déplétion partielle et transitoire de ces derniers dans le groupe de souris traitées. Cette 

déplétion était en moyenne de 50% en rapport aux souris non-traitées (test t de Student, 

p<0.05). Le test de t de Student a été utilisé afin de comparer la diminution des 

lymphocytes T suite au traitement à l’anti-CD3ε à un temps donné. Le pic de la déplétion 

se situait à la deuxième semaine post-traitement où la diminution a atteint 72%. Les 

lymphocytes T CD3+ sont revenus à des niveaux proches de la normale à partir de la 9e 

semaine (figure 3). 
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Figure 3: Évaluation de l’efficacité du traitement à l’anti-CD3ε en quantifiant les 
lymphocytes T CD3+ par cytométrie en flux. Ce graphique montre le pourcentage des 
lymphocytes T CD3+ présents dans les PBMC entre les souris non-traitées (bleu) et les 
souris traitées à l’anti-CD3ε (rouge). L’analyse a été effectuée à partir du sang de 11 souris 
(6 souris traitées à l’anti-CD3ε et 5 non-traitées). Les pourcentages rapportés sont des ratios 
CD3+/CD45+. La différence entre les groupes a été calculée par un test t de Student 
(p<0.05). La bande située dans les boîtes représente la médiane, l’extrémité inférieure 
représente le 1e quartile et l’extrémité supérieure représente le 3e quartile. Les lignes 
représentent l’étendue des données. 

3.1.2 Traitement de l’HAI de type 2 par les anticorps anti-CD3ε en 
prophylaxie. 

Dans ce volet, l’expérimentation a été réalisée deux fois sur un total de 20 souris (10 

traitées à l’anti-CD3ε et 10 non-traitées). 

3.1.2.1  Variation des niveaux d’ALT chez les souris traitées à l’anti-CD3ε en 
prophylaxie 

Pour savoir si le traitement à l’anti-CD3ε était efficace pour diminuer le dommage 

hépatique, nous avons mesuré les niveaux d’ALT dans les sérums des souris. Les mesures 
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ont été prises avant le traitement à 5.5 mois et au moment du sacrifice à 7 mois post-

vaccination. Dans le groupe non-traité, sept souris sur 11 (63%) ont montré une 

augmentation de leurs niveaux d’ALT et quatre souris (37%)  n’ont pas eu de variation. 

Dans le groupe traité à l’anti-CD3ε, quatre souris sur 11 (37%) ont montré une 

augmentation de leurs ALT, tandis que les sept autres souris (63%) ont vu leurs niveaux 

d’ALT diminuer après le traitement. Malgré une différence dans le nombre absolu des 

souris qui se sont améliorées, l’analyse de chacun des groupes avec un test de T pairé n’a 

révélé aucune différence statistiquement significative (p=0.0574 pour les souris non-traitées 

et p=0.6073 pour les souris traitées à l’anti-CD3ε). 

 

 

 

Figure 4 : Comparaison des niveaux d’ALT des souris traitées à l’anti-CD3ε en 
prophylaxie.  Les niveaux d’ALT de chacune des souris ont été comparés avant le 
traitement à l’anti-CD3ε avec ceux du sacrifice. Le test de T pairé a été utilisé pour évaluer 
la différence dans chacun des groupes (p=0.0574 pour les souris non-traitées et p=0.6073 
pour les souris traitées à l’anti-CD3ε). 

3.1.2.2  Histologie du foie  

L’évaluation de l’inflammation hépatique permet de savoir si le traitement d’anti-

CD3ε appliqué en prophylaxie peut prévenir l’HAI de type 2. Les scores d’inflammation 

ont été évalués selon l’échelle d’Ishak et représentent la somme des scores d’inflammation 

portale, périportale et intralobulaire retrouvées dans le foie. L’inflammation des foies a été 
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comparée entre le groupe de souris non-traitées atteints d’HAI de type 2 (10 souris) avec le 

groupe de souris traitées à l’anti-CD3ε (10 souirs). La comparaison des scores 

d’inflammation n’a révélé aucune différence statistiquement significative entre les deux 

groupes expérimentaux (p=0.8005).  

 

 

Figure 5 : Niveaux d’inflammation du foie des souris xénoimmunisées traitées avec les 
anticorps anti-CD3ε en prophylaxie.  L’inflammation des foies a été comparée entre 10 
souris non-traitées (bleu) et 10 souris traitées à l’anti-CD3ε (rouge). La différence entre les 
deux groupes a été évaluée avec un test t de Student (p=0.8005). 

3.1.2.3 Niveaux des lymphocytes T régulateurs intrahépatiques  

L’analyse des niveaux de Tregs dans le foie a été réalisée par le logiciel Flowjo. La 

population de lymphocytes T CD4+, CD25+ et Foxp3+ dans les lymphocytes 

intrahépatiques a été marquée et analysée par cytométrie en flux afin de dénombrer les 

Tregs. Le pourcentage rapporté dans la figure 6 représente le pourcentage de Tregs retrouvé 

au sein des lymphocytes T CD4+. La comparaison des niveaux de Tregs intrahépatiques 
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entre les deux groupes expérimentaux n’a révélé aucune différence. Le traitement à l’anti-

CD3ε en prophylaxie n’induit pas significativement plus de Tregs au foie (p=0.988) (figure 

6). 

 

Figure 6 : Pourcentage de lymphocytes T régulateurs dans les foies des souris 
xénoimmunisées traitées avec les anticorps anti-CD3ε en prophylaxie. Le pourcentage 
de Tregs a été évalué parmi les lymphocytes T isolés du foie par les marqueurs CD4+, 
CD25+ et Foxp3+. La différence entre les deux groupes a été évaluée avec un test t de 
Student (p=0.988). 

3.1.3 Traitement de l’HAI de type 2 par les anticorps anti-CD3ε  

Dans ce deuxième volet, nous avons appliqué le traitement à l’anti-CD3ε chez des 

souris avec HAI de type 2 établie. Des souris femelles C57BL/6 atteintes d’HAI de type 2, 

7 mois après la vaccination, ont été traitées avec les anticorps anti-CD3ε. Les sacrifices  ont 

été réalisés à 3, 4 et 12 semaines après le traitement. Un total de 50 souris a été utilisé et 

l’expérimentation a été répétée deux fois pour le groupe de 3 et 4 semaines et une fois pour 

le groupe de 12 semaines. Dix neuf souris ont été sacrifiées à 3 semaines après le traitement 

à l’anti-CD3ε (9 traitées et 10 non-traitées), vingt souris ont été sacrifiées à 4 semaines (10 

traitées et 10 non-traitées) et 11 souris ont été sacrifiées à 12 semaines (6 traitées et 5 non-

traitées). 
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3.1.3.1 Variation des ALT chez les souris atteintes d’HAI de type 2 et traitées avec 
l’anti-CD3ε 

Dans le groupe de souris traitées à l’anti-CD3ε à 7 mois et sacrifiées à 7.75 mois 

post-vaccination (3 semaines post-traitement), deux souris sur cinq dans le groupe traité ont 

une diminution de leurs ALT (40%), tandis que 4 souris sur 5 ont plutôt une augmentation 

des ALT dans le groupe non-traité (80%). 

Dans le groupe sacrifié à 8 mois post-vaccination (4 semaines post-traitement), nous 

remarquons que toutes les souris non-traitées présentent soit une augmentation ou des 

niveaux élevés d’ALT. En comparaison, on observe une normalisation des ALT dans toutes 

les souris traitées à l’anti-CD3ε. Le test de T pairé a révélé une différence significative dans 

ce groupe (p=0.0143). 

Pour le groupe sacrifié à 10 mois post-vaccination, 4 souris sur 5 (80%) présentent 

une augmentation des ALT et une souris a une diminution dans le groupe non-traité. Dans 

le groupe traité à l’anti-CD3ε, 6 souris sur 9 ont des diminutions de leurs ALT (67%) et 4 

souris sur 9 sont restées avec un faible taux d’ALT (figure 7). 
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3.1.3.2  Histologie des foies 

À la fin des protocoles de chaque groupe de souris, le degré d’inflammation des 

foies a été évalué à l’aveugle et un score a été accordé selon l’échelle d’Ishak par 2 

observateurs. Les souris atteintes d’HAI de type 2 montrent une infiltration massive de 

lymphocytes dans les zones portales et périportales avec la présence d’hépatite d’interface. 

La présence de nombreuses infiltrations intralobulaires est aussi observable dans ce groupe 

de souris (figure 8, a). En comparaison, les souris qui ont subi le traitement d’anti-CD3ε 

montrent une nette diminution de l’inflammation hépatique avec la présence de petites 

zones d’infiltration portale et un plus faible nombre d’infiltrats intralobulaires (figure 8, b). 
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Figure 8 : Coupes histologiques des foies des souris atteintes d’HAI de type 2 et 
traitées avec les anticorps anti-CD3ε. A) Les souris atteintes d’HAI de type 2 montrent la 
présence d’infiltration portale (IP) et d’hépatite d’interface (HI) avec un nombre élevé 
d’infiltration intralobulaire (IIL). B) Les souris traitées avec l’anti-CD3ε montrent un faible 
taux d’infiltration intralobulaire et une plus petite zone d’infiltration portale. 

3.1.3.3 Score histologique du foie des souris atteintes d’HAI de type 2 et traitées à 
l’anti-CD3ε 

Une évaluation des niveaux d’inflammation du foie dans les trois groupes de souris 

a été réalisée selon l’échelle d’Ishak. Nous avons observé une diminution significative de 

l’inflammation hépatique dans le groupe de souris sacrifiées à la 3e semaine après le 

traitement à l’anti-CD3ε (test t de Student, p=0.0263). Cette réduction statistiquement 

significative du dommage hépatique a disparu dans les groupes de souris sacrifiées à 1 mois 
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et 3 mois post-traitement. Cependant, l’inflammation hépatique chez les souris traitées dans 

ces deux groupes était toujours plus faible comparée aux souris non-traitées (figure 9). 

 

Figure 9 : Niveaux d’inflammation du foie des souris atteintes d’HAI de type 2 
traitées par les anticorps anti-CD3ε. Le graphique montre les niveaux d’inflammation 
des foies de 3 groupes de souris: celles sacrifiées après 3 semaines, (bleu, n=20), 1 mois 
(rouge, n=19) et 3 mois (noire, n=11) après le traitement à l’anti-CD3ε (Test t de Student, 
p=0.0263). 

 

3.1.3.4. Souris avec un score histologique égal ou inférieur à 1 

Afin d’évaluer l’impact du traitement à l’anti-CD3ε sur l’inflammation hépatique, 

nous avons regroupé les souris ayant un score histologique égal ou inférieur à 1. Un foie 

avec un score d’inflammation inférieure à 1 ne possède pas d’inflammation portale ni 

d’hépatite d’interface, mais contient seulement un faible taux d’inflammation 

intralobulaire. Avec les résultats obtenus, nous avons constaté que seules les souris traitées 
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à l’anti-CD3ε avaient un score histologique inférieur à 1, tandis qu’aucune des souris non-

traitées n’atteignait ce score. Les pourcentages sont de 40, 27 et 33 % pour les souris 

traitées et sacrifiées à 3 semaines, 1 et 3 mois post-traitement respectivement (figure 10). 

 

 

 

Figure 10 : Pourcentage de souris ayant un score d’inflammation inférieur à 1. Ce 
graphique montre le nombre de souris dans chacun des groupes qui ont un score 
d’inflammation inférieur à 1. Test t de Student (p<0.01). 

3.1.3.5 Niveaux de lymphocytes T régulateurs dans le foie 

Après les sacrifices, la quantité de Tregs dans le foie a été évaluée dans les groupes 

de souris sacrifiés à 3 semaines (n=18, 9 traitées et 9 non-traitées) et 3 mois post-traitement 

(n=13, 9 traitées et 4 non-traitées). La comparaison entre ces deux groupes a révélé une 
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augmentation des Tregs chez les souris traitées et sacrifiées à 10 mois comparativement aux 

souris traitées et sacrifiées à 3 semaines (Test de t de Student, p=0.0378). Aucune 

différence significative n’a été retrouvée entre les deux groupes de souris non-traitées 

(figure 11).  

 

Figure 11 : Comparaison des niveaux de lymphocytes T régulateurs intrahépatiques 
entre les groupes de souris sacrifiées à 3 semaines et 3 mois post-traitement. Le 
pourcentage de Tregs a été évalué parmi les lymphocytes T isolés du foie par les marqueurs 
CD4+, CD25+ et Foxp3+. La différence entre les deux groupes a été évaluée avec un test t 
de Student (p=0.0378). 
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3.2 Traitement par voie intranasale avec la protéine mFTCD 

3.2.1 Traitement de l’HAI de type 2 par voie intranasale avec la proteine 
mFTCD en prophylaxie 

Le traitement par voie intranasale en prophylaxie a pour but de rétablir la tolérance 

envers l’autoantigène mFTCD et de prévenir l’apparition de l’HAI de type 2. Les souris 

vaccinées depuis 5.5 mois ont été traitées par voie intranasale. La posologie du traitement 

était de 100µg de mFTCD par jour par voie intransale (50µg/narine) durant 3 jours 

consécutifs. Les souris ont été sacrifiées après 2 semaines. 

3.2.2 Variation des ALT chez les souris xénoimmunisées traitées par voie 
intanasale avec la mFTCD en prophylaxie 

Les niveaux d’ALT ont été comparés avant le traitement intranasal à 5.5 mois et au 

moment du sacrifice à 6 mois post-vaccination, soit 2 semaines post-traitement. Dans le 

groupe de souris non-traitées, seulement 3 souris sur 9 ont montré une augmentation de 

leurs ALT, tandis que les ALT des autres souris sont demeurées à des niveaux normaux. Le 

même phénomène s’est produit dans le groupe de souris traitées par voie intranasale 

(Figure 12). 

 

Figure 12 : Variation des ALT chez les souris xénoimmunisées et traitées par voie 
intranasale avec la mFTCD en prophylaxie. Les niveaux d’ALT de chacune des souris 
ont été comparés avant le traitement à l’anti-CD3ε avec ceux du sacrifice. Le test de T pairé 
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a été utilisé pour évaluer la différence dans chacun des groupes (p=0.3703 pour les souris 
non-traitées et p=0.3413 pour les souris traitées intranasales). 

3.2.3 Histologie des foies des souris xénoimmunisées et traitées par la voie 
intranasale en prophylaxie 

L’inflammation du foie a été évaluée selon l’échelle d’Ishak et un score 

histologique a été attribué de façon aveugle par deux observateurs. La comparaison entre 

les deux groupes expérimentaux a révélé une diminution significative de l’inflammation 

hépatique chez les souris traitées par la voie intranasale (Test de t de Student, p=0.0417) 

(figure 13). 

 

Figure 13 : Niveaux d’inflammation hépatique des souris xénoimmunisées et traitées 
par voie intranasale avec la protéine mFTCD en prophylaxie. L’inflammation des foies 
a été comparée entre le groupe de souris non-traitées (bleu) avec celles traitées intranasales 
(rouge). La différence entre les deux groupes a été évaluée avec un test t de Student 
(p=0.0417). 
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3.2.4 Pourcentage de Tregs intrahépatiques chez les souris 
xénoimmunisées traitées par voie intranasale. 

L’analyse des niveaux de Tregs dans le foie a été réalisée par le logiciel Flowjo. La 

population de lymphocytes T CD4+, CD25+ et Foxp3+ dans les lymphocytes 

intrahépatiques a été marquée et analysée par cytométrie en flux afin de dénombrer les 

Tregs. Le pourcentage rapporté dans la figure 14 représente le nombre de Tregs retrouvé au 

sein des lymphocytes T CD4+. Les pourcentages de lymphocytes T régulateurs 

intrahépatiques dans les deux groupes expérimentaux ont été évalués et comparé après 

sacrifice. Aucune différence statistiquement significative n’a été trouvée. 
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Figure 14 : Quantification des lymphocytes T régulateurs dans le foie des souris 
traitées par la voie intranasale. Le pourcentage de Tregs a été évalué parmi les 
lymphocytes T isolés du foie par les marqueurs CD4+, CD25+ et Foxp3+. La différence 
entre les deux groupes a été évaluée avec un test T de Student (p=0.0542) 
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Chapitre 4: Discussion 

Les immunosuppresseurs utilisés pour le traitement de l’HAI induisent une 

immunosuppression non spécifique laissant place aux infections opportunistes. De plus, 

une utilisation prolongée de ces médicaments peut engendrer de graves effets secondaires 

qui détériorent la santé des patients. Le développement d’un modèle murin d’HAI dans le 

laboratoire nous offre la possibilité de développer des traitements plus efficaces. Le but de 

ce projet d’étude est de trouver des alternatives aux traitements conventionnels. Nous 

croyons que des traitements immunothérapeutiques plus ciblés et ayant moins d’effets 

secondaires amélioreraient grandement la qualité de vie des patients atteints d’HAI. 

4.1 Traitement par l’anti-CD3ε 

L’HAI de type 2 et le diabète de type 1 sont deux maladies autoimmunes qui 

présentent plusieurs caractéristiques similaires. Premièrement, ce sont des maladies 

médiées par les lymphocytes T qui causent la destruction d’un type cellulaire (hépatocytes 

et cellules β du pancréas). Les infiltrations inflammatoires retrouvées dans les deux 

maladies sont composées essentiellement de lymphocytes T CD4+, mais la présence 

d’autres cellules lymphocytaires comme les lymphocytes T CD8+ et les plasmocytes est 

aussi évidente48,96,156. Deuxièmement, la hausse des niveaux d’alanine aminostransférase 

retrouvée dans l’HAI de type 2 peut être comparée à l’augmentation de la glycémie dans le 

diabète de type 1. Les deux sont causées par la destruction des cellules de l’organe ciblé 

dans chacune des maladies. Cependant, il y a une différence au niveau des traitements 

appliqués : dans le cas du DT1, le traitement consiste à contrôler les symptômes engendrés 

par la destruction du pancréas en diminuant la glycémie par l’utilisation d’insuline exogène. 

Pour l’HAI de type 2, les traitements servent plutôt à éliminer l’inflammation du foie en 

administrant des immunosuppresseurs non-spécifiques et permettre la régénération de 

l’organe. Malgré cette différence de traitement, l’HAI de type 2 et le DT1 ont un processus 

autoimmun commun qui est la reconnaissance d’autoantigènes par les lymphocytes T 

autoréactifs et la destruction des cellules ciblées par ces derniers. Le rôle des lymphocytes 
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T dans ces deux maladies occupe une place clé dans leur pathogénèse. Leur déplétion par 

des anticorps monoclonaux spécifiques pour des sous-populations lymphocytaires semble 

être un bon moyen de traiter ces maladies. L’anticorps anti-CD3ε (OKT3) a été proposé 

comme traitement immunothérapeutique pour le DT1132,157,158 ainsi que pour plusieurs 

autres maladies autoimmunes157-159.  La capacité suppressive et tolérogénique de l’anti-

CD3ε fait de cet anticorps un bon candidat pour le traitement de l’HAI. 

Nous avons appliqué la posologie mise au point par l’équipe de Chatenoud131,132 

pour le traitement du DT1 (souris NOD) à l’HAI de type 2 dans notre modèle murin. Nous 

avons montré dans un premier temps l’efficacité du traitement en quantifiant les 

lymphocytes T CD3+ dans le sang périphérique. Une administration i.v. de 5μg d’anti-

CD3ε par jour durant 5 jours consécutifs induit une déplétion partielle et transitoire des 

lymphocytes T CD3+ (figure 3). Cette déplétion représente un avantage par rapport à 

l’immunosuppression non-spécifique induite par les traitements conventionnels car les 

souris traitées par l’anti-CD3ε sont toujours immunocompétentes et sont capables de rejeter 

une greffe de peau131. Le même phénomène de déplétion est observable autant chez 

l’humain141,160, avec les anticorps anti-CD3ε humanisés, que chez les souris132,135. Nos 

résultats montrent que le traitement d’anti-CD3ε appliqué est efficace. La reconstitution 

lymphocytaire  après la déplétion  sera un aspect intéressant à étudier pour voir s’il y a un 

changement au niveau de la répartition des lymphocytes T dans les infiltrats lymphocytaires 

du foie et dans le sang périphérique. Pour ceux-ci, des marquages immuno-histochimiques 

des différentes populations lymphocytaires sur les coupes histologiques seraient 

envisageable. Ces résultats pourraient nous aider à expliquer la rémission que nous 

observons dans nos souris traitées à l’anti-CD3ε. 

À la lumière des résultats que nous avons obtenus, lorsque l’anti-CD3ε est appliqué 

en prophylaxie, il ne prévient pas l’apparition de l’atteinte hépatique car un niveau similaire 

d’inflammation dans le foie a été retrouvé dans les deux groupes expérimentaux (figure 5). 

Cependant, le traitement semble avoir prévenu le dommage hépatique par une diminution 

des niveaux d’ALT chez les souris traitées (figure 4). Les lymphocytes T régulateurs ne 
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semblent pas être responsables de la diminution des ALT car une quantité similaire de ces 

lymphocytes est retrouvée dans le foie des deux groupes expérimentaux (figure 6). D’autres 

mécanismes sont donc responsables de cette diminution des ALT. Des résultats 

comparables ont été obtenus dans le DT1 où la prophylaxie d’anti-CD3ε ne prévient pas 

l’apparition de la maladie131. 

Au niveau clinique, seule la susceptibilité génétique prédisposera un individu à 

développer l’HAI au cours de sa vie. L’application du traitement prophylactique anti-CD3ε 

chez les patients est donc limitée parce qu’il est actuellement impossible de déterminer 

avec certitude quelle population est à risque de développer une hépatite autoimmune. 

Cependant, les résultats de cette expérience nous permettent de mieux comprendre le 

mécanisme d’action de l’HAI de type 2. 

En ce qui concerne le traitement avec les anticorps anti-CD3ε chez les souris 

atteintes d’HAI de type 2, au niveau de l’inflammation du foie, nous avons réussi à induire 

une rémission définie comme une diminution significative de l’inflammation hépatique 

(figure 8-9) accompagnée d’une normalisation des niveaux d’ALT (figure 7). Afin 

d’évaluer l’efficacité de notre traitement pour la réduction de l’inflammation hépatique 

dans les souris traitées, le regroupement des souris ayant un score d’inflammation égal ou 

inférieur à 1, nous a permis de constater que seules les souris traitées montraient de tels 

scores (figure 10). Ce constat est une preuve de l’efficacité des anticorps anti-CD3ε pour 

traiter l’HAI de type 2 dans notre modèle murin. Des résultats comparables ont aussi été 

retrouvés lors du traitement du diabète par l’anti-CD3ε132. Quand la posologie d’anti-CD3ε 

est appliquée chez les souris NOD avec DT1 établi, une rémission est générée dans laquelle 

une normalisation des niveaux de glycémie et une diminution de l’insulite sont détectées. 

Elle est induite dans 64 à 80% des souris NOD traitées à l’anti-CD3ε et peut durer plus de 4 

mois. Cependant, malgré la normalisation de la glycémie, la persistance d’une insulite 

périphérique est toujours observable dans les pancréas des souris traitées132. 
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Il semble que la grande déplétion des lymphocytes T CD3+ dans le sang 

périphérique observée à la 2e semaine post-traitement engendre une diminution 

significative de l’inflammation hépatique qui a été constatée une semaine plus tard soit à la 

3e semaine post-traitement. De plus, cette diminution de l’inflammation hépatique semble 

être associée à la normalisation des taux d’ALT observés à partir de la 4e semaine post-

traitement. À la lumière de ces résultats, nous avons exploré le mécanisme responsable de 

la rémission dans notre modèle. Nous avons choisi d’évaluer les niveaux des Tregs 

intrahépatiques (figure 11) car dans une étude sur le diabète autoimmun publiée par 

l’équipe de Chatenoud161 une augmentation significative des Tregs a été retrouvée dans les 

ganglions lymphatiques secondaires des souris NOD traitées par l’anti-CD3ε. Notre 

évaluation des Tregs intrahépatiques a permis de détecter une augmentation significative 

des Tregs entre les deux groupes de souris traitées. Ces résultats suggèrent fortement que 

les Tregs sont responsables du maintien de la rémission.  

Par la suite, nous avons évalué la capacité suppressive des Tregs sur les 

lymphocytes T isolés du foie (LIL, liver infiltrated lymphocytes) par des tests de 

prolifération et de cytotoxicité. En théorie, si les lymphocytes T autoréactifs sont tolérisés 

par les Tregs, nous détecterons une moins grande prolifération et  cytotoxicité des LIL dans 

les groupes de souris traitées à l’anti-CD3ε. Malheureusement, les résultats que nous avons 

obtenus ne vont pas dans le même sens car aucune différence n’est observée dans les deux 

groupes expérimentaux pour les tests de cytotoxicité et de prolifération (données non-

montrés). Cependant, nous croyons que ces deux tests ne sont pas assez sensibles pour 

détecter les différences et nécessitent encore d’être optimisés. Beaucoup de difficultés ont 

été rencontrées lors de la mise au point de ces deux méthodes. Premièrement, un des plus 

gros problèmes de travailler avec les LIL est la faible quantité isolée à partir du foie 

(environ 1.5 millions de lymphocytes par foie), limitant ainsi le nombre de tests que l’on 

peut réaliser. Nous avons mis au point des tests de cytotoxicité et de prolifération en 

utilisant une faible quantité de LIL, réduisant grandement la sensibilité de ces tests. Un 

moyen pour détourner ce problème est possiblement la combinaison des lymphocytes du 
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foie des souris provenant d’un même groupe (traitées et non traitées) pour avoir une 

quantité suffisante de cellules pour la réalisation des deux tests et ainsi augmenter leur 

sensibilité. De plus, une amélioration de la méthode de prolifération pourrait être apportée 

en incubant les lymphocytes du foie avec des APC isolées des rates de souris sauvages. 

Ceci nous permettra d’avoir une activation plus complète des LIL marqués au CFSE et 

d’augmenter la sensibilité du test. Pour le test de cytotoxicité, une incubation de seulement 

4 heures n’était peut être pas suffisante pour détecter une différence de cytotoxicité entre 

les groupes expérimentaux. Une optimisation de ce test avec des périodes d’incubation plus 

longue pourrait sûrement augmenter la sensibilité du test.  

Afin de confirmer l’implication des Tregs dans le processus de rémission, d’autres 

tests plus spécifiques doivent être effectués. Une des façons d’y parvenir est d’induire une 

déplétion in vivo des Tregs dans les souris en rémission à l’aide d’anticorps anti-CD25. En 

théorie, si les Tregs sont vraiment impliqués dans l’induction de la rémission, leur déplétion 

devrait inhiber l’effet protecteur de l’anti-CD3ε ou devrait précipiter la rechute de l’HAI de 

type 2. Dans un même ordre d’idée, une injection d’une quantité de Tregs purifiés à partir 

de LIL isolés de souris traitées dans des souris avec d’HAI de type 2 établie devrait induire 

une rémission. Une autre façon d’évaluer si les lymphocytes T autoréactifs dans le foie sont 

tolérisés, serait de faire la coloration «terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP nick end-labeling» ou Tunel sur des coupes histologiques. La coloration Tunel 

permet de marquer les cellules en apoptose. Si les lymphocytes T autoréactifs sont 

effectivement tolérants, on devrait observer moins d’hépatocytes en apoptose dans les 

zones d’infiltrat chez les souris traitées. 

Nous avons aussi testé l’implication de TGFβ dans le maintien de la rémission 

comme énoncé par le groupe de Chen et al.140 qui prétend que la rémission induite chez les 

NOD est due à une augmentation du niveau de TGFβ après le traitement par l’anti-CD3ε. 

Nous avons testé les niveaux de TGFβ dans les sérums des souris provenant du groupe 

sacrifié à 1 mois post-traitement. Chaque mois post-vaccination et chaque semaine post-
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traitement a été comparé et évalué par ELISA pour le TGFβ. Malheureusement, aucune 

différence de niveau de cytokine n’a été détectée (données non-montrées).  

En somme, un traitement de courte durée et à faible dose d’anticorps anti-CD3ε est 

suffisant pour induire une rémission d’une durée de plus de 3 mois chez les souris avec 

HAI de type 2 établi. Cette rémission est caractérisée par une diminution significative de 

l’inflammation hépatique accompagnée d’une normalisation des dommages hépatiques 

(niveau d’ALT). Elle apparaît chez plus de 40% des souris traitées et semble être orchestrée 

par les lymphocytes T régulateurs qui se sont accumulés dans le foie. Cependant, la même 

posologie d’anti-CD3ε appliquée en prophylaxie ne s’avère pas être efficace pour prévenir 

l’apparition de l’HAI de type 2. L’ensemble de ces résultats suggère que les anticorps anti-

CD3ε sont un bon agent immunothérapeutique pour le traitement de l’HAI.  

Cependant, d’autres recherches doivent être réalisées afin de confirmer l’efficacité 

de l’anti-CD3ε et avant de pouvoir traiter l’HAI chez l’humain. Par exemple, est-ce qu’une 

plus forte dose influencera la durée de la rémission? Une étude a montré que la déplétion 

dépend de la dose d’anti-CD3ε administrée. Une plus grande dose d’anti-CD3ε induirait 

une plus forte déplétion après le traitement et les niveaux de lymphocytes T CD3+ 

prendraient plus de temps à revenir à la normale131. Toutefois, la durée de la rémission dans 

ces souris n’avait pas été examinée. Ce sera donc intéressant d’examiner cet aspect dans 

notre modèle murin d’HAI de type 2. Le seul effet secondaire connu pour l’anti-CD3ε est 

sa mitogénécité, mais ce problème a été contourné en utilisant des anticorps anti-CD3ε non-

mitogéniques dans lesquels seules leurs parties Fab ont été conservées ((Fab)2). 

L’application d’une plus forte dose de cet anticorps a induit une rémission similaire à celle 

retrouvée chez les souris NOD diabétiques traitées avec l’anti-CD3ε mitogénique131,132,135.  

Enfin, des études intenses sur l’OKT3 ont permis la génération des anticorps anti-

CD3ε humanisés qui sont non-mitogéniques. Les anticorps huOKT3γ1Ala-Ala et 

ChAglyCD3 sont disponibles chez l’humain et sont utilisés déjà en essai clinique d’essaie 

pour le traitement de divers maladies autoimmunes141,160,162,163 et dans la facilitation de la 
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prise de greffe127,164-167. Les résultats obtenus dans ces études ont montré l’efficacité de ces 

deux anticorps dans le traitement et la prise de greffe sans effets secondaires majeurs. Vu 

l’avancé des études sur l’OKT3 et les formes humanisées de ces anticorps, le traitement de 

l’HAI avec les anticorps anti-CD3ε sera facilement transférable chez l’humain. 

4.2 Le traitement de l’HAI de type 2 par la voie intranasale avec 
la protéine mFTCD en prophylaxie 

L’induction de la tolérance en utilisant la voie intranasale est une avenue non-

invasive, donc forte intéressante pour le traitement de maladies autoimmunes. Le 

rétablissement de la tolérance envers des autoantigènes pourrait donc prévenir ou traiter ces 

maladies en rendant les lymphocytes T autoréactifs tolérants à l’autoantigène. L’avantage 

de la voie intranasale est son potentiel d’induire efficacement une tolérance envers la 

protéine ou peptide administré. Ceci a été démontré dans un modèle de souris 

d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), où les souris H-2uxs possèdent des 

lymphocytes T spécifiques pour Ac1-9, MBP89-101 et PLP139-151. L’administration d’un 

des trois peptides par la voie intranasale arrive à induire une tolérance envers le peptide 

administré et à prévenir l’EAE143. 

Dans le but d’induire une tolérance ciblée et non-immunosupressive de façon 

systémique, nous avons choisi d’utiliser la voie intranasale pour le traitement d’HAI de 

type 2 chez notre modèle murin. Dans ce volet d’expérimentation, nous avons exploré 

l’effet prophylactique de la mFTCD par la voie intranasale. La mFTCD est un des deux 

autoantigènes reconnus dans l’HAI de type 240,48,168. La tolérance envers cette protéine 

pourrait donc aider à la prévention de l’HAI de type 2. Les résultats que nous avons 

obtenus indiquent que les souris traitées ont développé une inflammation hépatique 

beaucoup moins sévère que les souris non-traitées (figure 13). Malgré qu’il n’y ait pas de 

différence des niveaux des ALT (figure 12), nous pensons que ces derniers prendraient plus 

de temps à se normaliser comme on a observé chez les souris traitées à l’anti-CD3ε où la 

normalisation des ALT survient une semaine après la diminution de l’inflammation 
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hépatique. Finalement, un examen des taux de lymphocytes T régulateurs intrahépatiques 

n’a révélé aucune différence entre les deux groupes expérimentaux. Ces résultats montrent 

certaines similitudes avec les résultats  obtenus dans le modèle  d’EAE169,170, dans lequel un 

traitement avec  le MBP complet chez les rats arrive à prévenir l’EAE en diminuant 

l’inflammation dans le système nerveux central.  Ces résultats suggèrent que notre 

traitement  intranasal avec la mFTCD pourrait prévenir l’HAI de type 2 dans notre modèle 

murin. Toutefois, d’autres groupes expérimentaux ainsi que d’autres expériences devraient 

être réalisés afin d’éclaircir l’efficacité et les mécanismes derrière cette prévention.  

Premièrement, il faudrait savoir si cette diminution de l’inflammation hépatique 

observée chez les souris traitées persiste. Pour ce faire, d’autres groupes expérimentaux 

avec des temps de sacrifices différents doivent être réalisés. Ceci permettra aussi de savoir 

s’il y a une normalisation des ALT post-traitement. Pour explorer les mécanismes derrière 

la prévention, la littérature favorise l’hypothèse de l’IL-10 comme une cytokine médiatrice 

de la prévention de l’EAE151,171-173. Nous pourrions donc évaluer les niveaux d’IL-10 dans 

nos souris traitées: en mesurant l’IL-10 avant et après le traitement à partir des sérums des 

souris par ELISA.  Si l’IL-10 est bien la cytokine responsable de la prévention d’HAI de 

type 2 dans notre modèle murin, une augmentation de cette cytokine après le traitement 

intranasal devrait être détectée. Une autre façon plus spécifique est d’évaluer la sécrétion 

d’IL-10 par les splénocytes activés in vivo en comparant les deux groupes 

expérimentaux151. De plus, nous devrons aussi tester la tolérogénicité des lymphocytes T 

isolés du foie et des rates par les tests de cytotoxicité et de prolifération. Si les LIL sont 

tolérisés par le traitement intranasal, ces lymphocytes devraient moins proliférer et 

engendrer moins de cytotoxicité que les souris non-traitées en présence de la protéine 

mFTCD174.  

Dans ce traitement par la voie intranasale, nous avons utilisé la protéine complète 

mFTCD. Comme la protéine intacte de la MBP pour la prévention de l’EAE, nous avons 

réussi à prévenir l’HAI de type 2 en diminuant l’inflammation hépatique. Cependant, il y a 

une vaste littérature concernant le traitement intranasal de l’EAE par l’usage de peptides 
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portant des épitopes majeurs reconnus par les lymphocytes T. Ces différents peptides 

peuvent à la fois prévenir et traiter l’EAE143,145-147,172,174. Le traitement d’HAI de type 2 

avec des peptides de la mFTCD portant les épitopes majeurs reconnus par les cellules T 

pourrait donc donner des résultats convaincants.  

Finalement, une des expériences futures que l’on pourrait envisager est une 

combinaison des deux immunothérapies étudiées dans ce projet. Une étude publiée par 

l’équipe de Bresson et al. a montré que la combinaison de l’anti-CD3ε avec l’application 

intranasale de pro-insuline induit une rémission chez un plus grand nombre de souris NOD 

avec DT1 établi. Cette rémission est caractérisée par une plus importante augmentation des 

Tregs insuline spécifiques sécrétant des grandes quantités de cytokines immunorégulatrices 

tels que l’IL-10 et TGFβ175. L’application de cette combinaison pour le traitement de l’HAI 

de type 2 dans notre modèle murin aurait sûrement une plus grande efficacité sur le 

traitement de la maladie.  
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Chapitre 5 : Perspectives et Conclusions 

Les deux immunothérapies mises à l’essai dans ce projet représentent les premiers 

traitements alternatifs réalisées  dans un modèle murin d’HAI. L’ensemble des résultats que 

nous avons obtenus montre que le traitement par les anticorps déplétant anti-CD3ε et 

l’induction de la tolérance par la voie intranasale sont deux voies de traitement prometteurs 

pour la prévention et le traitement de l’HAI de type 2.  

Le traitement d’anti-CD3ε permet une rémission en diminuant à la fois 

l’inflammation hépatique et le dommage hépatique lorsque le traitement est appliqué chez 

les souris avec HAI de type 2 établie. La déplétion partielle et transitoire induite par le 

traitement présente un net avantage sur les traitements conventionnels. De plus, avec 

l’élimination de l’effet mitogénique de cet anticorps en utilisant les parties (Fab)2 ou les 

anticorps humanisées huOKT3γ1 Ala-Ala et ChAglyCD3, aucun effet secondaire 

n’apparait lors de son utilisation. Le protocole de l’anti-CD3ε a aussi l’avantage d’être de 

courte durée avec de faibles doses. Ce traitement permettra donc d’éviter les effets 

secondaires induits lors d’une utilisation prolongée des immunosuppresseurs et d’améliorer 

grandement la santé et la qualité de vie des patients atteints d’HAI. L’OKT3 représente 

donc un candidat idéal pour le traitement de l’HAI  chez l’humain.  

La tolérance par la voie intranasale avec la protéine mFTCD a permis de prévenir 

l’HAI de type 2 dans notre modèle murin en diminuant l’inflammation hépatique. Cette 

voie de traitement a aussi l’avantage d’être de courte durée et n’induit aucune 

immunosuppression. De plus, le traitement est simple à administrer et ne requiert pas 

d’hospitalisation.  Ce simple traitement pourrait s’appliquer aux personnes susceptibles de 

développer l’HAI pour ainsi prévenir la maladie.  

En somme, les immunothérapies représentent une voie alternative efficace et plus 

ciblée et ayant moins d’effet secondaires que les traitements conventionnels. Malgré les 

résultats encourageants que nous avons obtenus, des expériences supplémentaires doivent 

être réalisées afin de valider les deux voies de traitement. Dans le futur, d’autres 
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immunothérapies pourraient éventuellement être évaluées comme les anticorps anti-CD20 

(rituximab), l’anti-CD4 ou la tolérance dermique. 
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