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saire a la régénération musculaire.
De plus, des expériences in vitro ont
permis de confirmer que les effets de
I’annexine Al au cours de la régéné-
ration musculaire sont principalement
dus aux macrophages. €n effet, alors
qu’un traitement direct des cellules
myogéniques avec I’annexine Al est
sans effet sur leur fusion, celle-ci est
stimulée par le milieu conditionné issu
de macrophages traités avec I’annexine
Al. Cet effet est perdu lorsque le milieu
conditionné est issu de macrophages
dans lesquels le géne codant la sous-
unité al de ’AMPK a été inactivé,
confirmant le réle prépondérant de
I’AMPK dans ce processus.

Les résultats de cette étude effectuée
sur un modele de Iésion musculaire ont
montré 'importance de Iactivation de la
voie de signalisation ANXA1/FPR2/AMPK
dans les macrophages, via une produc-
tion paracrine et autocrine de I'annexine
Al, pour la résolution de P’inflammation,
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> hépatite auto-immune est une maladie
inflammatoire chronique du foie, qui sur-
vient a tout dge, avec une prédominance
féminine. Elle concerne environ 2/10000
habitants en €urope [1]. Lattaque des
hépatocytes par le systéme immunitaire
va provoquer I"apparition de signes cli-
niques pouvant aller de symptomes peu
spécifiques tels que I'asthénie (fatigue)
d une atteinte hépatique aigué (ictere,
signes d’insuffisance hépatocellulaire),
ou pouvant d’emblée témoigner de I'exis-
tence d’une cirrhose. Trois critéres immu-
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permettant la réparation tissulaire aprés
une lésion (Figure 1). lls ouvrent ainsi
la voie @ une recherche de nouveaux
traitements contre des maladies carac-
térisées par une inflammation excessive
ou chronique, telles que le sepsis ou les
myopathies dégénératives. ¢

Tissue repair: Key role of annexin Al in
the control of inflammatory response
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nologiques caractérisent cette maladie :
I’hypergammaglobulinémie, la présence
d’auto-anticorps ciblant des antigénes
du soi, et la présence de cellules immuni-
taires dans le foie (hépatite d’interface).
Par leur cytotoxicité, les auto-anticorps
jouent un réle néfaste, notamment en
favorisant la destruction des cellules
exprimant I’antigéne du soi contre lequel
ils sont dirigés. La présence d’anticorps
anti-nucléaires (AAN) et anti-muscles
lisses (AML) caractérise I’hépatite auto-
immune de type 1; la présence d’anti-

corps anti-SLA (soluble liver antigen),
plus rare mais spécifique de I’hépatite
auto-immune de type 1, est associée
@ un moins bon pronostic. La présence
d’anticorps anti-LKM1 (liver kidney
microsome 1) caractérise I’hépatite auto-
immune de type 2.

L’existence d’une hépatite d’interface
lors de I’analyse histologique de la biop-
sie hépatique est requise pour le dia-
gnostic d’hépatite auto-immune. €lle est
la résultante d’une infiltration massive
de lymphocytes T CD4" et CD8", de lym-
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Figure 1. Représentation schématique de Uinfiltrat lymphocytaire du foie dans ’hépatite auto-

immune. A. Dans I’hépatite auto-immune, les espaces portes du foie ont une forte infiltration de

lymphocytes T CD4* (en vert) et de lymphocytes B (en violet) ; cet infiltrat va se propager jusque

dans Pespace lobulaire : ce phénomeéne caractérise I’hépatite d’interface. Dans le lobule, sont

principalement trouvés des lymphocytes T CD8* (en bleu) et des plasmocytes (en orange). B. Les

lymphocytes T CD4*, grdace a leur récepteur TCR, reconnaissent les épitopes des auto-antigenes

présentés par les molécules du CMH Il exprimées par les cellules présentatrices d’antigene, ce

qui induit leur différenciation et leur prolifération. Les lymphocytes T CD4* auto-réactifs vont

ensuite permettre |a différenciation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’anticorps,

mais aussi favoriser la prolifération et la différenciation des lymphocytes T CD8" cytotoxiques.

phocytes B et de plasmocytes dans les
espaces portes, et jusque dans 'espace
lobulaire (Figure 14). La destruction
des hépatocytes conduit a I"apparition
d’une fibrose cicatricielle pouvant évo-
luer vers la cirrhose.

Le traitement standard de I’hépatite
auto-immune a peu évolué depuis les
années 1980 et n’est pas curatif. I asso-
cie des corticoides a doses progressi-
vement décroissantes et I’'immunosup-
presseur azathioprine. €n cas d’échec
(25 a 50 % des patients selon les séries),
des traitements immunosuppresseurs de
deuxieme ligne sont proposés tels que
le mycophénolate mofétil, les inhibi-
teurs des calcineurines (ciclosporine),
les anticorps anti-TNFoL ou les anticorps
anti-CD20. Tous ces médicaments peu
spécifiques ont des effets indésirables,
mais ils doivent souvent étre pris a vie,
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en raison d’un fort taux de rechute lors
des tentatives d’arrét.

Dans une étude préliminaire, nous avons
montré des altérations de certaines
sous-populations lymphocytaires dans
le sang et dans les biopsies hépatiques
des patients atteints d’hépatite auto-
immune. Certaines de ces altérations
persistaient méme chez des patients en
rémission compléte, suggérant que les
traitements actuels ne ciblent pas les
cellules & I'origine de la maladie [2].
Ainsi, une meilleure compréhension de sa
pathogénie et des acteurs immunologiques
impliqués est primordiale pour envisager
de nouvelles orientations thérapeutiques.

Hépatite auto-immune

et lymphocytes T (D4" auto-réactifs
Nous avions observé la persistance d’un
infiltrat de lymphocytes T CD4* dans

le foie des patients en rémission com-
plete d’une hépatite auto-immune. Ces
lymphocytes sont des acteurs clés de la
réponse auto-immune (Figure 1B). €n
effet, les hépatites auto-immunes (de
type 1 et de type 2) sont associées a
des facteurs génétiques de prédisposi-
tion localisés dans le locus du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il
(CMH 11). Les cellules présentatrices d’an-
tigénes vont présenter a leur surface des
fragments d’antigéne du soi (épitopes)
portés par certaines molécules du CMH II.
Des lymphocytes T CD4" spécifiques,
ayant un récepteur TCR (T cell receptor)
capable de reconnaitre et de lier ce com-
plexe CMH Il-épitope, seront activés, ce
qui induira leur prolifération clonale et
leur différenciation (Figure 1B). De plus,
les lymphocytes T CD4* jouent un role
central dans Pinitiation de la réponse des
lymphocytes T CD8* cytotoxiques, mais
aussi dans la production des anticorps
(Figure 1B). lls vont induire la différen-
ciation des lymphocytes B en plasmocytes
producteurs d’anticorps, et cette diffé-
renciation est dépendante de I'antigéne
présenté par les molécules de classe Il
du CMH des lymphocytes B. Les lympho-
cytes T CD4" auto-réactifs vont donc
étre a I'origine de I"accumulation des
auto-anticorps. Dans I'hépatite auto-
immune de type 2, des lymphocytes T
CD4* spécifiques de I’antigéne reconnu
par 'auto-anticorps anti-LKM1 ont été
détectés [3]. Chez les patients atteints
d’hépatite auto-immune de type 1 ayant
des anticorps anti-SLA, des épitopes de
I’auto-antigéne reconnus par les lympho-
cytes T CD4" ont aussi été identifiés [4].

Les lymphocytes T CD4* auto-réactifs
pourraient donc constituer des nou-
velles cibles thérapeutiques intéres-
santes, mais la biologie de ces cellules
est balbutiante car elles sont difficiles a
détecter et a isoler.

Détection et caractérisation

des lymphocytes T CD4* spécifiques

de ’auto-antigene SLA

Nous avons cherché a mieux caractériser
les lymphocytes T CD4* auto-réactifs
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Figure 2. Détection et identification des
lymphocytes T (D4 auto-réactifs dans
I’hépatite auto-immune. A. Les lympho-
cytes des patients atteints d’hépatite
auto-immune (HAI) ayant des auto-anti-
corps anti-SLA (soluble liver antigen) dans
leur sérum (patients HAI SLA*) ont été
isolés. L'utilisation des épitopes de SLA a
permis d’identifier les lymphocytes spéci-
fiques de SLA (SLA-spécifiques). L'analyse
par cytométrie en flux et I'analyse trans-
criptomique sur cellule unique ont révélé
que les lymphocytes T CD4* SLA-spéci-
fiques sont PD-1" CXCRS™ IFN-y™ IL21". Les
séquences des TCR des lymphocytes T CD4*
SLA-spécifiques (TCR SLA-spécifiques),
parmi lesquelles plusieurs TCR dominants
ont pu étre identifiés, sont retrouvées
exclusivement dans la sous-population
de lymphocytes T CD4* PD-1" CXCR5".
B. 'étude des lymphocytes T CD4* PD-1*
CXCRS™ par cytométrie en flux montre que
leur nombre est augmenté dans le sang

des patients atteints d’hépatite auto-

immune, en comparaison a des patients ayant une stéatose hépatique non-alcoolique (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) pris comme témoins.
C. In vitro, les lymphocytes T CD4* PD-1* CXCR5™ produisent de I'interféron y (IFN-y), de interleukine 21 (IL-21), et sont capables d’induire la

différenciation des lymphocytes B autologues, qui est dépendante de la production d’IL-21.

spécifiques des auto-antigenes hépa-
tiques [5]. Notre stratégie a été d’iden-
tifier les lymphocytes T CD4" qui étaient
spécifiques de SLA grdce a un test d’ac-
tivation utilisant une collection d’épi-
topes dérivés de SLA. Nous avons observé
que les lymphocytes T CD4* spécifiques
de SLA n’étaient détectés que dans le
sang des patients ayant des anticorps
anti-SLA, ce qui confirme le lien étroit
entre I'activation et la prolifération des
lymphocytes T CD4* spécifiques de I’anti-
geéne et la production d’anticorps dirigés
contre cet antigene. U'analyse par la
technique de cytométrie en flux a per-
mis de montrer que ces cellules expri-
maient le marqueur d’épuisement PD-1
(programmed cell death 1), mais pas le
récepteur de chimiokines CXCR5, pour-
tant classiquement exprimé a la surface
des lymphocytes T CD4" « follicular hel-
per », dont la fonction principale est de
favoriser la différenciation des lympho-
cytes B en plasmocytes [6].
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Une analyse transcriptomique sur cel-
lule unique a ensuite été réalisée grdce
a ’approche FB5P-seq [71, qui per-
met d’avoir accés au transcriptome
(ensemble des génes exprimés par la cel-
lule) et aussi a la séquence du TCR pour
chaque cellule. Le profil transcriptomique
des lymphocytes T CD4* spécifiques de
SLA est homogene, avec une signature
pro-inflammatoire (présence de trans-
crits codant I'interféron vy, IFN-y) et pro-
humorale (présence de transcrit codant
I'interleukine 21, IL-21). Une centaine de
génes exprimés caractérisant ces cellules
a pu étre identifiée. Ce profil transcripto-
mique montre des similitudes avec celui
des lymphocytes T CD4* pathogéniques
identifiés dans les tissus inflammatoires
des patients atteints d’autres maladies
auto-immunes telles que la polyarthrite
rhumatoide ou le lupus [8, 9]. Dans ces
études, comme dans la ndtre, les lympho-
cytes T CD4" pathogéniques ont un profil
pro-inflammatoire bien qu’ils expriment

le marqueur d’épuisement PD-1, ce qui
pourrait s’expliquer par la présentation
chronique des auto-antigénes dans ces
maladies. Le profil clonal (TCR) des lym-
phocytes T est plut6t hétérogene, avec la
présence de TCR dominants caractérisant
une prolifération clonale de lymphocytes
T spécifiques de I"antigéne (Figure 24).

€n recherchant, dans ’ensemble des TCR
exprimés par les lymphocytes T du sang
des patients, les TCR spécifiques de SLA
identifiés dans I"analyse transcripto-
mique sur cellules uniques, nous avons
aussi montré que la sous-population de
lymphocytes T CD4* mémoire (CD45RA")
exprimant PD-1 (PD-1%), mais n’ex-
primant pas CXCR5 (CXCR57), était le
réservoir principal des lymphocytes T
CD4* auto-réactifs spécifiques de SLA
(Figure 24). C’est la premiere fois que
les lymphocytes T CD4" spécifiques de
I’auto-antigene SLA ont été isolés et
analysés avec un tel niveau de précision.
Cependant, tous les lymphocytes T CD4*



auto-réactifs impliqués dans I’hépatite
auto-immune, quelle que soit leur spé-
cificité auto-antigénique, partagent-ils
le méme profil phénotypique (CD45RA
PD-1* CXCR57) que les lymphocytes T
CD4* spécifiques de SLA ?

Identification des lymphocytes T CD4*
impliqués dans la pathogenése de
I’hépatite auto-immune

€n partant de cette hypothése, les lym-
phocytes T CD4* CD45RA™ PD-1" CXCRS™
ont été recherchés et étudiés dans le
sang des patients ayant une hépatite
auto-immune, quel que soit leur profil
d’auto-anticorps. Nous avons montré
que cette population particuliere de lym-
phocytes T CD4* est augmentée dans le
sang des patients, en comparaison avec
des individus ayant une inflammation
hépatique chronique non auto-immune
due a une stéatose hépatique non alcoo-
lique (Figure 2B). Ces lymphocytes T CD4"
ont la capacité de produire de grandes
quantités d’IFN-y et d’induire la diffé-
renciation des lymphocytes B en plas-
mocytes producteurs d’anticorps, via
la production d’IL-21 (Figure 2C). Nos
résultats suggerent donc que cette popu-
lation lymphocytaire serait le principal
réservoir périphérique des lymphocytes T
CD4* auto-réactifs dans I’hépatite auto-
immune et aurait un réle actif dans la

maladie. Une analyse plus approfondie
de ces lymphocytes T CD4* auto-réac-
tifs chez les patients atteints d’hépatite
auto-immune, en tenant compte de leurs
caractéristiques cliniques, a mis en évi-
dence une corrélation entre 'activité
de la maladie et la présence de cette
population cellulaire dans le sang, ce qui
pourrait conduire au développement de
biomarqueurs pour la surveillance médi-
cale de ces patients.

Perspectives

Ces travaux ont permis de mettre en évi-
dence, chez des patients atteints d’hépa-
tite auto-immune, une population de
lymphocytes T CD4* auto-réactifs avec
un fort potentiel pathogénique. €n effet,
des clones auto-réactifs spécifiques d’un
auto-antigéne (SLA) sont présents parmi
ces lymphocytes en nombre anormale-
ment élevé dans le sang des patients, et
ont des propriétés pro-inflammatoire et
pro-humorale (pro-anticorps).

La connaissance approfondie des lym-
phocytes T CD4* auto-réactifs dans
I’hépatite auto-immune permet d’ou-
vrir deux voies majeures d’amélioration
de la prise en charge des patients : le
développement d’outils de prédiction
clinique fondés sur la détection de ces
cellules dans le sang des patients, et
la mise au point d’approches thérapeu-
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Microvésicules de globules
rouges et vasospasmes
artériels dans les syndromes
myéloprolifératifs avec
mutation JAK2V617F

Johanne Poisson, Marion Tanguy, Pierre-Emmanuel Rautou

> Les syndromes myéloprolifératifs sans
le remaniement chromosomique condui-
sant au gene de fusion oncogénique
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Ber/Abl (« Ber/Abl négatifs ») sont des
maladies clonales touchant les cel-
lules souches hématopoiétiques. Ces

tiques innovantes ciblant spécifique-
ment ces cellules, comme alternative
aux traitements actuels. ¢

Peculiar profile of auto-reactive T
lymphocytes in auto-immune hepatitis
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maladies comprennent la polyglobulie
de Vaquez, la thrombocytémie essen-
tielle et la myélofibrose primitive [1].
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